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RESUMEN

El presente trabajo forma parte de un proyecto de investigacion multidisciplinario que tiene
la finalidad de descubrir metabolitos bioactivos a partir de fuentes microbianas. En esta investigacion
se realiz6 el estudio quimico de una serie de hongos y bacterias provenientes de cenotes de la
peninsula de Yucatan. Estos habitats fueron seleccionados debido a sus caracteristicas ambientales
y quimicas Unicas en el mundo, lo que favorece la presencia de organismos inusuales y/o con

capacidades metabdlicas desconocidas.

Asi, el estudio quimico de una serie de hongos cultivables (Aspergillus spp. NCA257, NCA264 y
NCA276, Stachybotrys sp. NCA252, y Cladosporium sp. NCA273) permitié el aislamiento de 19
metabolitos de diferentes clases quimicas. La configuracion absoluta del producto 17-desoxi-
aspergilina PZ (1) producido por el hongo Aspergillus sp. NCA276 se establecié mediante analisis
de difraccion de rayos X. Ademas, se establecié el potencial antimicrobiano de estos productos
contra una serie de patégenos del grupo ESKAPE (Enterococcus faecalis ATCC 29212 sensible a
vancomicina, E. faecalis ATCC 51299 resistente a vancomicina, Staphylococcus aureus ATCC
25923 sensible a meticilina, S. aureus ATCC resistente a meticilina, Klebsiella aerogenes ATCC
13048, K. pneumoniae ATCC 700603, Acinetobacter baumannii ATCC 17978, A. baumannii aislado
clinico no. 564 resistente a multifarmacos, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, y Enterobacter
cloacae ATCC 700323) y cepas de Mycobacterium (M. tuberculosis H37Rv, M. abscessus ATCC
19977, M. chelonae ATCC 35752, M. marinum ATCC 927, M. avium ATCC 15769, y M. kansasii
ATCC 12478).

Por otra parte, se realizaron experimentos de cocultivos entre hongos los cuales permitieron
aumentar el rendimiento de algunos productos, asi como apreciar las diferencias metabdlicas entre
los organismos cuando son cultivados de manera individual y en conjunto. Entre los productos
detectados de novo, se lograron identificar al 4cido 5,6-dihidropenicilico (17) y 3-isobutil-6-(1-hidroxi-
2-metilpropil)-2(1H)-pirazinona (18) en los cocultivos de los Aspergillus sp. NCA257 y Cladosporium
sp. NCA273.

En cuanto al estudio de bacterias de la regién, se determiné su potencial antimicrobiano mediante el
ensayo de estria cruzada. El estudio quimico de algunas cepas seleccionadas a partir de los
resultados del ensayo anterior permitid el aislamiento de tres metabolitos secundarios.

Finalmente, se realizaron los estudios de metabolémica de los organismos fungicos mediante el
analisis de sus espectros de MS-MS/MS y redes moleculares a través de la plataforma GNPS. Dichos
analisis permitieron visualizar la diversidad quimica de los extractos mediante la anotacion de

compuestos adicionales, ademas de enriquecer las bases de datos del GNPS.



ABSTRACT

This work belongs to a multidisciplinary research project aimed at discovering bioactive
metabolites from microbial sources. This investigation involved the chemical study of a series of fungi
and bacteria obtained from cenotes in the Yucatan Peninsula. These habitats were selected due to
their unique environmental and chemical features, which allows the presence of rare organisms

and/or with unknown biological and metabolic capabilities.

Thus, the chemical study of a series of culturable fungi (Aspergillus spp. NCA257, NCA264 and
NCA276, Stachybotrys sp. NCA252, and Cladosporium sp. NCA273) led to the isolation of 19
metabolites of different chemical classes. The absolute configuration of the product 17-deoxy-
aspergillin PZ (1) isolated from Aspergillus sp. NCA276 was established via single-crystal X-ray
crystallography. In addition, the antimicrobial potential of these products against several pathogens
of the ESKAPE group was established (Enterococcus faecalis ATCC 29212 vancomycin-susceptible,
E. faecalis ATCC 51299 vancomicin-resistant, Staphylococcus aureus ATCC 25923 methicillin-
susceptible, S. aureus ATCC methicillin-resistant, Klebsiella aecrogenes ATCC 13048, K. pneumoniae
ATCC 700603, Acinetobacter baumannii ATCC 17978, A. baumannii aislado clinico no. 564 clinical
isolate no. 564 multidrug resistant, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, and Enterobacter
cloacae ATCC 700323) and Mycobacterium strains (M. tuberculosis H37Rv, M. abscessus ATCC
19977, M. chelonae ATCC 35752, M. marinum ATCC 927, M. avium ATCC 15769, y M. kansasii
ATCC 12478).

On the foreground, coculture experiments were carried out among fungi, which improved the yield of
some compounds and made it possible to appreciate the metabolic differences between the
organisms when cultured individually and as a group. Among the products identified de novo, 5,6-
dihydropenicilic acid (17) and 3-isobutyl-6-(1-hydroxy-2-methylpropyl)-2(1H)-pyrazinone (18) were
identified in the coculture of Aspergillus sp. NCA257 and Cladosporium sp. NCA273.

As for the study of bacteria from the area, their antimicrobial potential was determined based on the
cross-strain assay. The chemical study of some strains selected from the results of the previous assay

allowed the isolation of 3 secondary metabolites.

Finally, metabolomic studies based on molecular networking analyses of MS-MS/MS data of each
fungal extract were also perform through the GNPS platform. These analyses were used as a tool

for the annotation of additional compound as well as to enhance the GNPS database.



1. ANTECEDENTES

1.1 Importancia de los productos naturales, caso particular de las fuentes microbianas.

Los productos naturales (PN) han evolucionado a través de millones de afios y adquirido una
diversidad quimica unica, la cual resulta como consecuencia de la heterogeneidad en sus actividades

biolégicas y farmacoldgicas.!

Esta clase de recursos han estado presentes en la historia de la humanidad desde tiempos muy
antiguos, como se puede constatar en los registros de escritura cuneiforme en tabletas de arcilla en
Mesopotamia y que datan cerca del afio 2600 a. C. Entre las substancias que se encuentran
descritas estan los aceites de especies vegetales como Cedrus spp. (cedro), Cupressus
sempervirens (ciprés), Glycyrrhiza glabra (regaliz), Commiphora spp. (mirra) y Papaver somniferum
(jugo de amapola), los cuales se siguen utilizando en la actualidad para el tratamiento de distintos
padecimientos (tos, fiebre, infecciones por parasitos, inflamacion, etc.). Por otra parte, textos como
la Materia Médica China han sido documentados extensivamente a través de los siglos, con registros
desde el ano 1100 a. C. (Wu Shi Er Bing Fang, contiene 52 prescripciones), seguido por trabajos
tales como el Herbolario Shennong (~100 a. C.).23 En todos estos ejemplos, los PN han sido
empleados como parte de la medicina tradicional, en particular como los componentes activos de

remedios herbolarios.

Para inicios del afo 1900, aproximadamente el 80% de todos los medicamentos eran obtenidos a
partir de fuentes vegetales.® El hito que marco la diferencia en esta tendencia fue el descubrimiento
de la penicilina producida por Penicillium rubens, por Alexander Fleming en 1928, y ulteriormente su
purificacion por Norman Heatley, Howard Florey, Ernst Chain y colaboradores en Oxford, los cuales
fueron fundamentales para su desarrollo farmacéutico.68 Con ello, el interés por el estudio de las
fuentes microbianas se elevo y posteriormente con el inicio de la edad de oro de los antibiéticos,
cuya cuspide fue a mediados de la década de 1950 (Figura 1).° De hecho, el descubrimiento rapido
y relativamente facil de multiples clases de PN (y sus derivados) con actividad antimicrobiana durante
un periodo relativamente corto condujo al uso excesivo de estos medicamentos.?® De manera
paralela, el primer estudio sistematico sobre metabolitos fungicos fue iniciado poco después de la
Primer Guerra Mundial por Harold Restrick, y en el transcurso de las siguientes cuatro décadas
realizé una contribucién importante para el reconocimiento de los hongos como una fuente principal
de PN.10

Por otro lado, las bacterias han demostrado ser un recurso particularmente prolifico donde un grupo
pequefio de taxa ha acuiado una gran variedad de compuestos descubiertos. Por ejemplo, de las
53 divisiones (phyla) bacterianas, s6lo 5 han sido descritas como productores de agentes anti-

infecciosos.!"" Y dentro de éstas, la clase Actinobacteria, mas especificamente los organismos



pertenecientes al orden Actinomycetales, han aportado aproximadamente 7 000 de los compuestos
descritos en la base de datos Dictionary of Natural Products. De hecho, el género Streptomyces es
productor del 80% de todos los PN provenientes de actinobacterias.'2 El primer antibiotico
descubierto en Actinobacteria fue la actinomicina a partir de un cultivo de S. antibioticus en 1940,3
estreptotricina de S. lavendulae en 19424 y estreptomicina de S. griseus en 1944,%5 todos ellos

descubiertos por Waskman y colaboradores. 6

CLAVE Gr‘ﬂavrdhr‘igs
: licopéplidos
PN ACtanbaCter‘.as Tuberactinomicinas
Otros PN bacterianos Polmbdnas Fostonaios
Ea Nitrofuranos
PN_quQICOS g Piridinamidas
Antibidticos sintéticos ”
P’ . Aminoglicésidos nsamicinas
*Indica que la sintesis fue Tm;gcm,mas Lincosamidas
inspirada por un PN Amfenicoles Estreptograminas
Bacitracina Acido fusidico
Polipéptidos Cefalosporinas
Penicilinas Enniatinas Lipiamicinas
Sulfonas Quinolonas Diariiquinolinas
Salvarsanyano se Salicilatos F-‘\Zﬂ‘eﬁ‘
i enazinas®
ST a0 e Siinice Diaminopirimidinas Carbapanémicos Lipopéptidos
Etambutol Mupirocinas Pleuromutilinas
Salvarsan Sulfonamidas Tioamidas Monobactamicos Oxazolidinonas
1900 1910 1920 1930 1980 1990 2000 2010

1950 1960

Primer
sintético empleado
en clinica

Descubrimiento
de la dltima clase
de antibiotico PN
de uso clinico

Primer genoma de
achinobacteria secuenciado

Penicilina
aprobada para
uso clinico

Descubrimiento
penicilina

SARV

Primer analisis
detectado
ERV

anlihifiil?gs“?;oh:;eﬁas Descubrimiento
de suelo estreptomicina S
de5c e detectado Plasmido confiere

Primer descripcion A E LD resistenciaala
de antibiosis por penicilina colistina en
actinobacterias identificada 9
Enterobacteriaceae

Resistencia al Resistenciaa Plasmido confiere -
salvarsan sulfonamidas resistenciaa ONU deciara resistencia
sulfonamidas anfimicrobiana una
“amenaza fundamental”

Figura 1. Linea del tiempo que muestra por década las nuevas clases de antibiéticos que se han utilizado en
clinica. Los antibiéticos estan coloreados por su fuente de obtencion: verde - actinobacterias, morado - otras
bacterias, azul - hongos y rojo - sintéticos. En la parte inferior se encuentran datos clave en el descubrimiento
de antibidticos y la resistencia antimicrobiana, incluyendo el primer registro de cepas resistentes: S. aureus
resistente a meticilina (SARM), Enterococcus resistente a vancomicina (ERV), S. aureus resistente a
vancomicina (SARV) y la resistencia a la colistina conferida por plasmidos en Enterobacteriaceae. (Adaptado
de Hutchings, M. |, Truman, A. W., Wilkinson, B. 9)

Hoy en dia los PN de origen microbiano son fuente de obtenciéon de la mayoria de los antibioticos
que se encuentran en el mercado (por ejemplo, las penicilinas de Penicillium sp., las cefalosporinas
de Cephalosporium acremonium y los aminoglucésidos tetraciclinas de Actinomycetales), y no
Unicamente en cuanto a esta clase de medicamentos sino también de agentes anticancerigenos
(como el acido torreyanico de Pestalotisopsis microspora y la staurosporina de Lentzea albida),
inmunosupresores (de tipo ciclosporinas y tacrolimus, de Trichoderma sp. y Streptomyces
tsukubaensis, respectivamente), antivirales, antihelminticos (el caso de las ivermectinas de
Streptomyces sp.), inhibidores de enzimas (como la lovastatina de Aspergillus spp. y Monascus
spp.), nutracéuticos, polimeros (el acido itaconico de A. terreus), surfactantes, bioherbicidas (por
ejemplo, el bialafos de S. viridochromogenes), entre otros (Figura 2).17-21



Por mencionar algunos ejemplos, cerca de la mitad de los antibiéticos son producidos por
actinobacterias, 10-15% por bacterias no filamentosas y 20% por hongos filamentosos. Sin embargo,
las investigaciones en los ultimos 20 afios han disminuido significativamente como consecuencia de
distintos factores, entre los cuales se encuentra la falta de interés de la industria farmacéutica y la
fuerte competencia con las colecciones de compuestos de origen sintético como fuente de
compuestos lider.'” En afos recientes, distintos avances cientificos y tecnolégicos (incluyendo la
optimizacién de técnicas analiticas, estrategias de ingenieria y mineria genémica y los avances en
técnicas de cultivo) estan resolviendo muchos desafios y abriendo el camino a nuevas
oportunidades. Como consecuencia, el interés en los PN como farmacos potenciales esta siendo

revitalizado, particularmente para subsanar la resistencia antimicrobiana y cancer.??
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Figura 2. Ejemplos selectos de PN de origen microbiano de importancia.

Por las razones expuestas previamente, los PN representan una de las principales fuentes de
inspiracion para el desarrollo de farmacos. Newman y Cragg han realizado una serie de revisiones
a través del tiempo sobre el papel que desempenan los PN dentro de los farmacos aprobados por la
FDA. En ellas se observa que, en un periodo de 38 afos (01 de enero de 1981 a 30 de septiembre
de 2019), los PN provenientes de todas las fuentes, las estructuras derivadas de ellos o las que
poseen un farmacéforo proveniente de algun PN, han sido cruciales para el progreso de la medicina
contemporanea, resultando en un numero significativo de moléculas pequefias aprobadas
anualmente en todo el mundo, donde estas representan un 32% (S*, S*/NM, y S/NM; ver codigos en
Figura 3). Por ejemplo, en el caso de los farmacos para el tratamiento de cancer, durante el periodo
de tiempo de 1946 a 1980, de las 75 moléculas pequefias para este padecimiento, 40 (53.3%) fueron



desarrolladas basadas en PN y este porcentaje puede aumentar a 64.9% si se toman en cuenta a
los derivados sintéticos inspirados en estas fuentes. Asi también, en el periodo de 1981 a 2019, de
las moléculas pequefias aprobadas para esta indicacion terapéutica (185 que equivalen al 100%),
75 (41%) de ellas fueron desarrolladas tomando a los PN como inspiracion, en contraste con las 29

(15.7%) que fueron clasificadas por su origen sintético.?3

De manera adicional, la influencia de las estructuras propias de los PN no ha disminuido
sustancialmente en los ultimos cinco afios en cuanto a los medicamentos aprobados que se basan
originalmente en tales estructuras, en contraste con la reduccion de programas de descubrimiento

de farmacos basados en PN por parte de las grandes industrias farmacéuticas.??

N, 71 (5.1%)

S*/NM, 207 (14.8%) NB, 14 (1.0%)

S, 65(4.7%)
\ ND, 356 (25.5%)

S/NM, 217 (15.7%) = - ~ /
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Figura 3. Todas las moléculas pequefias aprobadas (01 de enero de 1981 - 30 de septiembre de 2019); n =
1394. Cddigos: N: PN inalterado; NB: Droga botanica (composicion definida); ND: Derivado de PN; S:
Farmaco de origen sintético; S*: Farmaco de origen sintético que posee un farmacéforo de PN; /NM: Mimetiza
la accion de un PN. Adaptado de Newman y Cragg.?®

1.1.1 Cocultivos microbianos y otras estrategias para la obtencién de productos naturales
novedosos.

La necesidad de encontrar compuestos novedosos y utiles para subsanar varios aspectos
de la condicion humana es cada vez mayor. La resistencia a los agentes antimicrobianos, la aparicion
de nuevos virus, los problemas de salud recurrentes en personas con trasplantes de érganos, asi
como las enfermedades créonico-degenerativas y el gran incremento en la incidencia de infecciones
fungicas a nivel mundial solo ponen en evidencia la insuficiencia para hacer frente a estas
problematicas. Aunado a ello, la degradacion ambiental, la pérdida de la biodiversidad y el deterioro
de los recursos naturales afiaden un gran factor de dificultad para solucionar las problematicas que
afectan la humanidad.?* Debido a ello, es necesario desarrollar diferentes estrategias para el

descubrimiento de nuevos PN.

En especifico para los PN de origen microbiano, a medida que nos adentramos al siglo XXl y con la

llegada de la secuenciacién del genoma, se ha alcanzado el inicio de una segunda edad de oro para



el descubrimiento de farmacos. El analisis del creciente nimeros de genomas fungicos revela dos
aspectos de interés: en primer lugar, el descubrimiento de un gran numero de genes por analisis
bioinformaticos basados en los genes altamente conservados (PKS y NRPS), involucrados en la
biosintesis de metabolitos secundarios de manera putativa, y en segundo lugar, la mayoria de estos
genes se localizan en clusteres, por lo que gracias a la identificacién de clusteres de genes
biosintéticos no conocidos, estos podrian ser extraidos de la gran cantidad de genomas

publicados.?5-26

Con esta informacién, se podria aseverar que un microorganismo puede producir hasta 50
metabolitos secundarios diferentes y se estima que, de los 23 000 compuestos activos de origen
microbiano, 42% son producidos por hongos y 32% por actinobacterias.'" Por ejemplo, a partir de
los metabolitos de la familia Streptomycetaceae se han desarrollado cerca de 200 farmacos, los

cuales se encuentran en ensayos clinicos o aprobados por la FDA.27:28

El verdadero potencial biosintético de los microorganismos aun queda por ser determinado. Los
principales desafios que limitan el acceso a aquellos compuestos potencialmente novedosos
basicamente son dos: la incapacidad de cultivar algunos de los productores mas interesantes en el
laboratorio?® y la percepcion de que la mayoria de los clUsteres de genes biosintéticos se encuentran
silenciados bajo condiciones estandarizadas.?® Por otra parte, se ha observado una aportacién
considerable en el desarrollo de técnicas de cultivo para develar aquellas vias metabdlicas en

hongos, sin embargo, en cuanto a las bacterias permanece en su infancia. 28

Las metodologias exitosas para inducir la produccion de metabolitos novedosos incluyen la
ingenieria genética,3!' mutagénesis, el enfoque OSMAC (el cultivo de la misma cepa en diferentes
medios de cultivo),?® o el tratamiento con modificadores epigenéticos.3233% En contraste con estos
métodos, los cocultivos entre microorganismos: bacteria-bacteria, hongo-hongo o bacteria-hongo
representan un enfoque guiado por la naturaleza, mimetizando las condiciones fisiologicas de

competencia bidtica y comunicacion existentes en sus habitats de origen.3

En la naturaleza, los microorganismos crecen en ambientes con distintas caracteristicas, la mayoria
de las veces hostiles y en constante competencia, asi como se encuentran en tejidos vegetales,
rizosfera, suelo, agua, fluidos humanos y tejidos. Las interacciones entre microorganismos conducen
a la activacion de mecanismos de regulacion complejos, los cuales resultan en la biosintesis de PN
altamente diversos, tales como feromonas, moléculas de defensa y metabolitos involucrados en
asociaciones simbidticas.?>3" Estos compuestos podrian poseer un papel de moléculas de
sefalizacion, comunicacion y respuestas fenotipicas, sin embargo, existen pocos estudios que han
resaltado la relacién compleja que existe entre los microorganismos, al dia de hoy se tiene poco
entendimiento de estas relaciones.38 Algunos de los primeros trabajos que describieron este tipo de

metodologias fueron: un cocultivo de dos bacterias (Rhodococcus fascians 'y Streptomyces padanus)



que condujo a la obtencién de las rhodostreptomicinas A y B realizado por el grupo de trabajo de
Sinskey y colaboradores® y la obtencién de las emericelamidas A y B, a partir un cocultivo de
Emericella sp. con Salinispora arenicola (hongo-bacteria) por Fenical y colaboradores.*? Finalmente,
observando estos experimentos como modelo, el grupo de trabajo conformado por Samuel Bertrand
y Jean-Luc Wolfender fue pionero en el cocultivo de dos organismos flngicos,3 obteniendo asi el
metabolito 4"-hidroxisulfoxi-2,2"-dimetiltielavina P (un trimero sustituido del acido 3,5-
dimetilorselinico) como producto del cocultivo de Trichophyton rubrum y Bionectria ochroleuca, entre
otros. Estos ejemplos se pueden visualizar en la Figura 4.
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ﬁ
U

Emericelamida B Rhodostreptomicina B
Figura 4. Ejemplos selectos de metabolitos obtenidos a partir de cocultivos microbianos.

4"-hidroxisulfoxi-2,2"-dimetiltielavina P

Basado en este tipo de interacciones, se han obtenido PN de naturaleza diversa: policétidos,
macrélidas, terpenoides, derivados de acidos grasos, péptidos ciclicos, dicetopiperazinas, péptidos
no ribosomales, alcaloides derivados de bencilamina, fenazina y triptamina y compuestos
nitrogenados de naturaleza no alcaloidea por mencionar algunos.*' Haciendo énfasis en los trabajos
previamente realizados, la mayoria tienen en comun que la seleccién de organismos por competir
fue hecha con base en su nicho ecolégico (aunque algunas veces se considera que las interacciones
irrelevantes a nivel ecoldgico pueden estresar a los organismos en mayor proporcion). De 82
publicaciones, la tendencia predominante fue el cocultivo entre hongos (65), seguidos de bacterias
(47) y muy pocos empleando microalgas. Aunado a ello, la mayoria de los trabajos demuestran una
relacién de competencia especifica al reino de cada organismo (hongo-hongo o bacteria-bacteria)

como se observa en el grafico de la Figura 5.4
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Figura 5. Distribucién de pares de organismos empleados en cocultivo en la literatura, adaptado de Arora y
colaboradores.*!

1.2 La biodiversidad de México con fines de bioprospeccion.

México se considera un pais megadiverso en cuanto a grupos de organismos, ocupando el
quinto lugar en el mundo por su gran nimero de especies y endemismos, contribuyendo con el 10%
de la diversidad terrestre del planeta. Su situacion geografica, asi como su accidentada topografia
con variedad de altitudes y climas han contribuido a formar un mosaico de condiciones ambientales
y microambientes que promueven una gran variedad de habitats y formas de vida, lo que confiere a
México una elevada diversidad bioldgica.#? Para obtener un inventario aproximado de las especies
fungicas y bacterianas se ha optado por el andlisis de datos emergentes de estudios en zonas
tropicales, y la secuenciacion de muestras ambientales a gran escala, las cuales tienen el potencial
de enriquecer un modelo mas robusto.*3 Por lo tanto, los datos en distribucién biogeografica, niveles
de endemismo y especificidad de los organismos hospederos son tomados en cuenta cuando se

desarrollan estimaciones acerca de la diversidad fungica global.**

Por consiguiente, se estima la existencia de 2.2 — 3.8 millones de especies de hongos, de las cuales
actualmente se reconocen 135 000 especies aproximadamente, lo cual representa solo el 8% del
numero estimado y en el peor de los escenarios solo el 3% se encuentran catalogadas.*® En cuanto
al inventario de las especies fungicas en nuestro pais y empleando distintos métodos de
aproximacion, Guzman en 1998 estimo6 que existen alrededor de 200 000 especies de hongos. De
estas se conocen unicamente el 3.5%, a pesar del trabajo exhaustivo que se ha realizado en las
Ultimas décadas.*6

En el caso de las especies bacterianas, un estudio del afio 2005 establecidé que existen
aproximadamente un millén de especies en 30 gramos de una rica capa de suelo forestal y por ende,
existen al menos mil millones de especies en todo el mundo.*” Existen pocos estudios en cuanto a

la diversidad de bacterias en nuestro pais, tan solo en un estudio realizado a partir de muestras de



sedimentos colectados en el Cinturén Plegado Perdido, al norte del Golfo de México y en la bahia
sureste de Campeche, mediante la secuenciacion de ADN gendmico, fueron identificados 3 155

géneros diferentes agrupados en 917 familias.*®

Por esos motivos, los cientificos de PN de origen microbiano son llevados a indagar las fuentes mas
inusuales para el estudio de especies con caracteristicas Unicas para el desarrollo y descubrimiento
de compuestos bioactivos. Las investigaciones realizadas sobre el genoma de las especies
identificadas sugieren que el 80% del metaboloma secundario permanece desconocido, resaltando
la gran proporcion de compuestos en espera de ser descubiertos.*® A la fecha, mas de 100 PN
bioactivos a partir de 20 hongos provenientes de distintos ecosistemas de México han sido

documentados en bases de datos especializadas, como Scopus y Scifinder.5°

1.2.1 La peninsula de Yucatan.

La peninsula de Yucatan en México comprende los estados de Campeche, Quintana Roo y
Yucatan, y es conocida como una provincia biética.®! Esta region natural posee caracteristicas Unicas
en cuanto a geologia, geomorfologia, paisajismo y biota.52 Debido a su extensa diversidad vegetal,
la cual incluye alrededor de 2 300 especies de angiospermas, de las cuales 168 especies son nativas
y/o endémicas,?® y el contexto etnomédico heredado por la cultura Maya, ha sido objeto de estudio
para la obtencion de distintos metabolitos bioactivos a partir de sus fuentes vegetales.?25 En cuanto
a su diversidad microbiana, un analisis metagendmico del suelo de la peninsula de Yucatan revelo
la predominancia de actinobacterias y ascomicetos, para bacterias y hongos respectivamente® y por
otra parte, el potencial biosintético de estas comunidades microbianas ha sido analizado mediante
herramientas bioinformaticas acopladas con la amplificacion directa del ADN ambiental.56:57

Desde el punto de vista geoldgico, la peninsula de Yucatan es una plataforma calcarea originada en
el Cenozoico que se encuentra a 10 msnm, con una pequefia sierra en el centro de la peninsula,
donde se alcanza una altitud maxima de 150 m.58 Dicha plataforma esta conformada por un sustrato

relativamente uniforme, compuesto por carbonato de calcio o magnesio en un 90%.59

La peninsula de Yucatan posee uno de los mas extensos y espectaculares sistema de acuiferos
karsticos del planeta. Este sistema de acuifero transfronterizo se extiende sobre un éarea de
aproximadamente 165 000 km? entre México, Guatemala y Belice. La plataforma de caliza del
Triasico al Holoceno de Yucatan esta localizada en las vecindades del limite entre la placa
Norteamericana/Caribefia y ha sido reformada por una serie de eventos tectdnicos a través de su

larga historia geologica.®°

La caracteristica principal de este sistema hidroldgico son los cenotes (de la palabra maya ts’onot,
que significa caverna con depdsito de agua), estos conforman un sistema semicircular de fallas

geoldgicas desarrollado en rocas terciarias suprayacente a 65 Ma del impacto del asteroide



Chicxulub, donde la zona de fracturas y fallas alrededor del crater ha favorecido los procesos de
karstificacion, y también la presencia de anomalias geofisicas de campos potenciales.5861.62
Posteriormente, esta region recibié hasta 200 m de sedimentos y carbonatos marinos durante el
Eoceno tardio y Oligoceno al mismo tiempo que la parte norte de la peninsula estuvo expuesta a la

erosion y la formacién de karst.58

El nimero estimado de cenotes en el estado de Yucatan va de los 7 000 a los 8 000. Existen
diferentes clasificaciones, basada en su morfologia en abiertos, semi abiertos, cerrados y cavernas
o grutas y por sus caracteristicas geolodgicas, en jévenes y maduros.®® Dentro de ellos habitan
diferentes especies de flora y fauna relativamente pobres en cuanto a nimero de especies, sin

embargo, se ha observado la prevalencia y el desarrollo de especies endémicas.®

En cuanto a sus caracteristicas fisicoquimicas, existen diferentes procesos dentro de ellos, por
ejemplo, colapsos ocasionados por la disolucién lenta de la roca caliza por el agua, con ayuda del
acido sulfhidrico, la reactividad ocasionada por la mezcla entre agua dulce y marina sobre la caliza
y la actividad microbioldgica asociada.®4 El agua de los cenotes presenta una naturaleza atmosférica-
litotrofica con un dominio de interaccion de agua-roca, siendo la disolucion de minerales (calcita,
aragonita, dolomita, halita y caolinita) los que aportan los principales constituyentes quimicos al
acuifero (Ca?*-Mg?*-HCO3") y otorgando un caracter ligeramente alcalino (pH de 7.0 a 9.1)8566 el cuall
fluctta por la neutralizacién de acidos organicos y taninos en los cenotes colindantes a manglares.®”
También existe un alto incremento de calcio asociado a sulfatos, y se observa una estratificacion

vertical del agua durante las épocas mas calidas y lluviosas del afio (Mayo-Octubre).®”

Existen dos procesos que contribuyen a la salinidad en los cenotes, el primero observado en
localidades con un alto enriquecimiento de sodio, en comparacion del calcio, influenciado por el agua
marina. El segundo ocurre en lugares localizados en el sureste de la peninsula, cercano a depdsitos
ricos en sulfatos, donde el calcio toma el lugar predominante. Asi también, la presencia de materia
organica define el equilibrio geoquimico dependiendo del caracter del cenote (l6tico o Iéntico). En
sistemas lénticos, existe mas actividad del estado tréfico, favoreciendo la formacién de grandes

cantidades de materia organica, y por ende una mayor cantidad de nutrientes.5”

Los estudios quimicos de microorganismos provenientes de cenotes son escasos, y han estado
enfocados en evaluar la actividad bioldgica de sus extractos organicos, exhibiendo un alto porcentaje
bioactivo (~81%), dentro de las actividades de prueba, se encuentran la actividad antimicrobiana,
insecticida y nematotoxica.t8-70 A la fecha, el unico estudio quimico que ha concluido con una entidad
quimica novedosa, se realiz6 a partir del hongo Acremonium masseei, colectado de materia organica
sumergida de un cenote en Meérida, resultando asi el hexahidroacremonintriol (Figura 6), un
compuesto que presenta actividad insecticida moderada contra los fitéfagos Myzus persicae y
Rhopalosiphum padi.”
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Figura 6. Estructura del hexahidroacremonintriol y el hongo Acremonium massei sobre APD.”"

1.3 Productos naturales del género Aspergillus.

El género Aspergillus P. Micheli ex Haller, 1768 comprende mas de 344 especies,’? las
cuales se desarrollan como endofitos, saprofitos, parasitos y también como patégenos humanos, ya
que pueden provocar condiciones localizadas y sistémicas, denominadas aspergilosis (por
Aspergillus flavus y A. fumigatus, principalmente) y, por otra parte, son responsables de
enfermedades en animales domésticos y cultivos.”® Algunos de los sinénimos taxonémicos para este
género son: Emericella Berk., 1857; Polypaecilum G. Sm., 1961; Chaetosartorya Subram., 1972;
Petromyces Malloch & Cain, 1972 y Phialosimplex Sigler, Deanna A. Sutton, Gibas, Summerb. &
Iwen, 2010.74

Las especies de Aspergillus producen una basta coleccion de metabolitos secundarios, muchos de
ellos son considerados de interés para la comunidad cientifica. Los hongos pertenecientes a este
género producen metabolitos de importancia en la industria como la produccién de acidos organicos
(citrico, gluconico, itacénico y koéjico) por Aspergillus niger y A. oryzae,’® y farmacos como la

lovastatina, un inhibidor de la enzima HMG-CoA por A. terreus.

A la fecha existen mas de 3 200 metabolitos producidos por este género,”” Frisvad y Larsen han
realizado un extenso trabajo empleando la quimiotaxonomia para la clasificacion taxonémica de los
organismos de este género, partiendo de los seis subgéneros de mayor importancia en Aspergillus:
Circumdati, Nidulantes, Fumigati, Polupaecilum/Phialosimplex (no nombrado oficialmente), Cremei'y
Aspergillus.” Desde el punto de vista biogenético, este género es capaz de producir diferentes
clases de moléculas, como son policétidos, derivados del acido siquimico’® y terpenoides,” asi como
metabolitos provenientes de biogénesis mixta, algunos ejemplos de ellos se encuentran en la Figura
7.

10



o Policétidos
H OH L o
y 3
o
o o 1o NN o
OH
CCe 0o
OH 0 0O

Sterigmatocistina Glabramicina A Epiheveadrida

o Terpenoides

OH

o]

Asperolida A Ochraceno D Aspergiloide A Acido sidowico

O

Asperglaucida Asterriquinona Emerina

Biogénesis mixta

A 0
)
”/\}j\\g

Citocalasina E

Pyripyropeno A

Echinulina

Figura 7. Ejemplos selectos de metabolitos producidos por el género Aspergillus.

1.4 Productos naturales del género Stachybotrys.

El género Stachybotrys Corda, 1837 posee una amplia distribucion y consiste por mas de 50
especies dentro del orden Hypocreales.®2 La mayoria de las especies de Stachybotrys son
saprotrdéficas y generalmente han sido encontradas en suelo y sustratos ricos en celulosa como heno,
paja, granos, restos de plantas, raices muertas, pulpa de madera, algodén, telas, papel, fibras

vegetales, etc.

La especie mas estudiada es S. chartarum (sindbnimos taxonémicos S. atra Corda y S. alternans),
conocido como "moho negro" el cual ha recibido atencién especial debido a estar implicado en el
desarrollo de estaquibotriotoxicosis,®' una enfermedad que afecta principalmente a animales de
granja que consumen alimentos contaminados por el hongo. Posteriormente, debido al aislamiento
de satratoxinas a partir de paja contaminada que servia de alimento a bovinos y ovinos con este
padecimiento, se atribuyd a los tricotecenos una posible participacion en el desarrollo de la

enfermedad, 8 Sin embargo, solo cerca del 40% de las cepas de S. chartarum producen tricotecenos
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macrociclicos, ademas que las cepas productoras de esta clase de compuestos son mas citotoxicas

que los aislamientos que no los producen.8

Alafecha, mas de 200 PN han sido descritos como metabolitos de este género.””8! Por su naturaleza

quimica pueden clasificarse en sesquiterpenoides como los tricotecenos,8* diterpenoides como las

atranonas,®5 citocalasanos (alacalasinas),® isocromenos,®” policétidos,?8 cochlioquinonas®® (Figura

8) y meroterpenoides (triprenil fenoles), siendo los metabolitos mas representativos y abundantes

del género,? los cuales a su vez pueden dividirse en fenilespirodrimanos,®! stachybotrinas,®? SMTPs

(triprenil fenoles de S. microspora),®® kampanoles,®* stachyflinas® y bisaboescuales,® entre otros.

(Figura 9).

Tricotecenos

Diterpenoides Cochlioquinonas |<3H

Verrucarina B Atranona F epi-cochlioquinona A

Citocalasanos

3\ Policétidos OH  Cromenos

OH OH
Alacalasina D Bisbynina Stachybotricromeno C

Figura 8. Ejemplos representativos de cada familia estructural producidos por Stachybotrys.

Triprenil fenoles
P~
NH
Hit (0] (0]
Stachybotridial
(fenilespirodrimano) 0
Acetilstachiflina
HO (stachiflinas)

Kampanol C Bisaboescual A
(kampanoles) (bisaboescuales) OH

OH stachybotrina C SMTP-1
OH (stachybotrinas) (SMTPs) OH

Figura 9. Ejemplos representativos de tipo triprenil fenol producidos por Stachybotrys.
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1.5 La resistencia antimicrobiana como problema de salud emergente.

La resistencia antimicrobiana (RAM) ocurre cuando microorganismos (bacterias, virus,
hongos y parasitos) se vuelven capaces de adaptar y crecer en presencia de farmacos que antes
poseian actividad contra ellos. La RAM ocurre mediante una serie de mecanismos de resistencia,
tales como la modificacion del blanco de accién, hidrdlisis enzimatica, degradacion, eflujo e
impermeabilidad.®” Debido a ello, se ha vuelto una de las mayores amenazas a los sistemas de salud
publica, causando problemas serios para la prevencion y el tratamiento de las enfermedades

persistentes.%8

Si bien no es un problema moderno, ya que D'Costa y colaboradores demostraron, por analisis
metagenémicos de sedimentos de permafrost que datan de 30 000 afos, la existencia de una
coleccién altamente diversa de genes de resistencia (hacia antibiéticos B-lactamicos, tetraciclinas y
glicopéptidos),®® actualmente, se estima que la RAM ha sido la causa de 4.95 millones de muertes
en 2019 a nivel mundial, incluyendo 84 800 por tuberculosis multirresistente (Mycobacterium
tuberculosis). De manera independiente a la pandemia de COVID-19, la RAM puede llevar a 24
millones de personas a pobreza extrema para el 2030, y las infecciones resistentes a tratamiento
podrian causan 10 millones de muertes cada afio hacia el 2050, como fue descrito en el reporte de

las Naciones Unidas sobre acciones urgentes para evitar la crisis de RAM. 100,101

El acronimo ESKAPE incluye 6 patégenos nosocomiales que exhiben multirresistencia a farmacos y
virulencia: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosay Enterobacter spp.,'%? estos organismos estan asociados con
un alto riesgo de mortalidad, por consiguiente, en un aumento en los costos de los sistemas
sanitarios. Por otra parte, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) ha seleccionado 20 especies
bacterianas con 25 patrones de resistencia adquirida y diez criterios para evaluar su prioridad:
mortalidad, carga en el sistema de salud, carga en la comunidad, prevalencia de la resistencia,
tendencia a 10 anos de la resistencia, transmisibilidad, prevenciéon en el entorno comunitario,
prevencion en los sistemas de salud, tratabilidad y canalizacion. Estos resultados fueron
estratificados en tres categorias (critica, alta y prioridad media). Dentro de las bacterias de prioridad
critica se incluyen A. baumanniiy P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos, Enterobacteriaceae
resistentes a carbapenémicos y a cefalosporinas de tercera generacion. Las bacterias que se
encuentran en prioridad alta son E. faecium resistente a vancomicina y S. aureus resistente a
meticilina. De las bacterias responsables de infecciones adquiridas en el entorno comunitario,
Helicobacter pilory resistente a claritromicina, Campylobacter spp., Neisseria gonorrhoeae y

Salmonella typhi resistentes a fluoroquinolonas.'%3

En el afio 2019, los seis patdgenos que fueron asociados a 929 000 muertes aproximadamente

fueron, en orden de importancia, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
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Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter baumannii, y Pseudomonas aeruginosa. En cuanto a la
especificidad de sus mecanismos, S. aureus resistente a la meticilina (SARM) fue el responsable de
mas de 100 000 muertes asociadas a RAM, mientras seis patégenos mas ocasionaron 50 000-100
000 muertes: cepas multiresistentes, excluyendo ampliamente las cepas multiresistentes de M.
tuberculosis, E. coli resistente a cefalosporinas de tercera generacion, A. baumannii resistente a
carbapenemas, E. coli resistente a fluoroquinolonas, K. pneumoniae resistente a carbapenemas y K.

pneumoniae resistente a cefalosporinas de tercera generacion.'®

En el caso de nuestro pais, un estudio de 2018 revel6 que de un total de 22 943 aislados clinicos, la
resistencia a carbapenémicos fue hallada en < 3% de las cepas de Escherichia coli, 12.5 en Klebsiella
sp. y Enterobacter sp., y hasta en un 40% para P. aeruginosa, la cual también presento resistencia
a piperacilina-tazobactam (TZP) en un 19.1%. En Acinefobacter sp. se encontrdé una resistencia
mayor al 50% para cefepima, ciprofloxacino, meropenem y TZP. Con respecto a los organismos
Gram(+), la resistencia a la meticilina por S. aureus fue encontrada en 21.4% de los aislados, y la
resistencia a vancomicina alcanzé un 21% en E. faecium. Acinetobacter sp. presentd la mayor

resistencia a multiples farmacos (53%), seguido de Klebsiella sp. (22.6%) y E. coli (19.4%).104

Durante la presente emergencia sanitaria ocasionada por el COVID-19, los trabajadores del &rea de
la salud estan enfrentando una enorme presion, incluyendo un alto riesgo de infeccion. En esta
pandemia, es crucial salvar la vida de los pacientes incluso si es necesario el uso de agentes
antimicrobianos para tratar o prevenir complicaciones e infecciones secundarias. Sin embargo,
varios de estos antibiéticos empleados en la terapéutica son clasificados en muchos casos como el
Unico recurso existente y todavia es muy pronto para saber en qué magnitud se vio afectada esta

problematica.9%
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2. HIPOTESIS

Las especies de hongos y bacterias provenientes de cenotes de la peninsula de Yucatan,
debido a las caracteristicas fisicas y quimicas de su entorno, son candidatas para la obtencién de
moléculas con potencial antimicrobiano, dadas las interacciones propias de su ambiente.

Por otra parte, el crecimiento de estas cepas en condiciones estandar de laboratorio deberia permitir
la obtencién de compuestos bioactivos.

Los ensayos de interaccién entre organismos y las técnicas de metabolémica son herramientas
fundamentales que permitiran la seleccién de organismos candidatos, y obtencién de productos
naturales con actividad bioldgica.

3. OBJETIVOS

Descubrir productos naturales biodinamicos a partir del estudio quimico individual de cepas
fungicas y bacterianas, y también mediante el empleo de cocultivos microbianos, entre especies

originarias de cenotes de la peninsula de Yucatan.

Con la finalidad de cumplir el objetivo general, se plantearon los siguientes objetivos especificos.

- Seleccionar las especies fungicas y bacterianas para su estudio quimico, de acuerdo con su
morfologia y tasas de crecimiento, para realizar ensayos de competencia en cajas de Petri.

- Realizar ensayos de interaccion entre especies en cajas de Petri para observar los cambios
morfolégicos o sobreproduccion de pigmentos en los organismos fungicos y bacterianos.

- Cultivar las especies seleccionadas, en mono y cocultivos y obtener asi sus correspondientes
extractos organicos, mediante técnicas convencionales de maceracion y reparto, con el fin de evaluar
si por si solas son capaces de producir moléculas bioactivas.

- Realizar los estudios quimicos clasicos (fraccionamiento, separacion y purificacion de los
metabolitos secundarios) mediante técnicas cromatograficas, asi como el empleo de herramientas
de metabolémica, para poder ampliar el conocimiento existente en bases de datos de libre acceso,
como GNPS.

- Caracterizar los metabolitos aislados, empleando técnicas espectroscopicas y realizar las pruebas
biolégicas sobre los compuestos puros para determinar su actividad antimicrobiana frente patégenos

del grupo ESKAPE, Mycobacterium tuberculosis y cepas de Mycobacterium no tuberculosas.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Aislamiento e identificaciéon de los microorganismos.

4.1.1 Cepas bacterianas.

Las cepas bacterianas empleadas en esta investigacion fueron proporcionadas por la Dra.
Alejandra Prieto Davé de la Unidad de Quimica en Sisal, Facultad de Quimica, UNAM, provenientes
de dos cenotes: Noh Mozén (20°37'25.40" N, 89°23'02.44" W) y Tza ltza (20°43'50.27" N,
89°27'56.82" W) en 2018 (Figura 10), dichos aislamientos se describen en la Tabla 1. Para su
aislamiento se empleé medio marino A1 al 10%, el cual se compone por almidon (0.4 g/L), peptona
de soya (0.2 g/L), extracto de levadura (0.4 g/L) y sales marinas artificiales (32 g/L) adicionado con
rifampicina (5 pg/mL) y cicloheximida (0.1 mg/mL). Para el acondicionamiento y mantenimiento de
los organismos, se emplearon placas con agar marino (A1) adicionado con sales marinas artificiales
(32 g/L).
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Figura 10. Ubicacién geografica de los cenotes Noh Mozén y Tza Itz4.

Tabla 1. Caracteristicas del aislamiento de las cepas bacterianas.

Cédigo Interno Zona Cenote Medio/Antibiético/Muestra
NCA250 Cueva 36 m Noh-Mozén A1/rf+cx/1-|
NCA251 Cueva, 19 m Tza ltza A1/rf/10-V
NCA253 Cueva, 19 m Tza ltza A1/rf/10-|
NCA255 Caverna, 15 m Tza ltza A1/rf+cx/16-1A
NCA258 Cueva, 19 m Tza ltza A1/rf/12-1A
NCA259 Cueva, 19 m Tza ltza A1/rf/12-1B
NCA260 Cueva, 19 m Tza ltza A1/rf/9-l
NCA266 Cueva, 19 m Tza ltza A1/rf/10-1l
NCA269 Cueva, 19 m Tza ltza A1/rf+cx/9-11B
NCA271 Espejo, 2.2 m Tza ltza Al/rf+ex/13-111
NCA274 Espejo, 8 m Noh-Mozén A1/rf/[18A-A

4.1.2 Cepas fangicas.

Los hongos saprotrofos objeto de estudio del presente proyecto de investigacion fueron
aislados por la Dra. Alejandra Prieto Davo de la Unidad de Quimica en Sisal, Facultad de Quimica,
UNAM, provenientes de dos cenotes: Noh Mozdn (20°37'25.40" N, 89°23'02.44" W) y Tza ltza
(20°43'50.27" N, 89°27'56.82" W) en 2018 (Figura 10). Para el acondicionamiento de estas cepas,
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se emplearon placas con agar papa dextrosa (APD) adicionado con sales marinas artificiales (32
g/L). Los cultivos axénicos se identificaron con los cédigos internos NCA252, NCA254, NCA256,
NCA257, NCA264, NCA270, NCA273, NCA276 y NCA277 (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas del aislamiento de las cepas fungicas.

Cédigo Interno Zona Cenote Medio/Antibiético/Muestra

NCA252 Cueva, 19 m Tza ltza A1/rf/12B

NCA254 Cueva, 19 m Tza ltza A1/rf/10-IV
NCA256 Caverna, 15 m Tza ltza A1/rf+cx/17-11
NCA257 Cueva, 19 m Tza ltza A1/rf+cx/8-|
NCA264 Cueva, 19 m Tza ltza A1/rf[12-A
NCA270 Cueva, 19 m Tza ltza A1/rf+cx/9-1IA
NCA273 Cueva, 19 m Tza ltza A1/rf/10-2

NCA276 Cueva, 19 m Tza ltza A1/rf/9-11

NCA277 Cueva 36 m Noh-Mozo6n A1/rf+cx/1-1

4.1.3 Caracterizaciéon taxonémica de los organismos flingicos de estudio.

La caracterizacion taxonémica de los organismos se realiz6 mediante el analisis de las
caracteristicas moleculares del espaciador de transcripcién interno del ADN ribosomal (ITS). La
extraccion de ADN a partir de los cultivos axénicos, 100 — 150 mg de micelio libre de pigmentos se
cultivaron en un medio liquido compuesto por peptona (2%), extracto de levadura (1%) y dextrosa
(2%) (YEPD), a temperatura ambiente con fotoperiodos de luz/oscuridad. Después de 3 dias de
crecimiento, el micelio se filtr6 y el ADN se extrajo empleando un ZR Fungal/Bacterial DNA
MiniPrep™ (Zymo Research, Orange, CA, EEUU) siguiendo las instrucciones del fabricante. La
cantidad y pureza del ADN obtenido en cada extraccion se cuantificé midiendo las absorbancias a
230, 260 y 280 nm (BioDrop uLITE+, Biochrom, Holliston, MA, EEUU) y calculando el radio A2e0/A2s0
y Azs0/A2s0. Las muestras de ADN se almacenaron a -20 °C antes de llevar a cabo las
amplificaciones. Para los hongos seleccionados para el estudio quimico (6 morfotipos), los
fragmentos que contienen la region ITS se amplificaron utilizando la combinacion de los primers
ITS1F y ITS4.106.107 | 5 reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen total de 25 pL: PureTaq™
Ready-To-Go™ (General Electric, Fairfield, CT, EEUU) siguiendo las instrucciones del fabricante, 2
MM de los primers forward y reverse y al menos 2 ng/uL de ADN gendémico. Las amplificaciones se
realizaron en un termociclador T100 Thermal Cycler (Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU) de acuerdo al
siguiente programa: 95 °C por 5 min (desnaturalizacién inicial), 35 ciclos (94 °C por 30 s, 52°C por
30 s, 72°C por 60 s), 72 °C por 8 min para el paso final de elongacién. Los amplicones se
secuenciaron en ambas direcciones (Unidad de Biologia Molecular, Instituto de Fisiologia Celular,
UNAM). Los electroferogramas obtenidos se leyeron y corrigieron empleando el software FinchTV
(version 1.4.0). Las secuencias obtenidas en cada caso se emplearon para realizar un analisis
comparativo de la homologia empleando el algoritmo BLAST, proporcionado por la pagina del NCBI

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/), con aquellas descritas en la base de datos GenBank. Los

resultados del BLAST se ordenaron segun la identidad maxima de cada secuencia. Las identidades

17



basadas en las secuencias se establecieron con un valor de corte de 94.3% para asignar a nivel de
geénero, el cual se empled en la mayoria de los casos, asi como para discriminar entre especies, el
valor de corte se predijo como 99.6% (Tabla 3).198 Esta actividad se realizd bajo la supervision de la
investigadora posdoctoral Dra. Anahi Martinez Cardenas y el Dr. Huzefa Raja de la Universidad de
Carolina del Norte en Greensboro (UNCG).

4.2 Cultivo y preparacion de los extractos organicos a partir de especies fungicas.

4.2.1 Primeros extractos organicos a partir de cepas flingicas.

Las cepas fungicas NCA252, NCA256, NCA257, NCA264, NCA273 y NCA276 se inocularon
en cajas de Petri con medio APD y se dejaron crecer por 7 dias a temperatura ambiente. Al término
de este periodo, se transfirieron trozos de agar (5 x 5 mm) del cultivo axénico en 100 mL de medio
YEPD adicionado con sal marina artificial (32 g/L) y se mantuvieron en agitacién por 5 dias a 100
rpm, temperatura ambiente y fotoperiodos normales de luz/oscuridad. Posteriormente, cada uno de
los inéculos mencionados anteriormente se transfirid a un medio sélido de arroz estéril (100 g de
arroz y 200 mL de H20) para el caso de los organismos NCA257, NCA273 y NCA276; 2x (100 g de
arroz y 200 mL de H20) para NCA264 y NCA256 y 3x (100 g de arroz y 200 mL de H20) para
NCA252, empleando matraces Fernbach de 2800 mL. El tiempo de fermentacion se fijé en 21 dias,

a temperatura ambiente y con fotoperiodos normales de luz/oscuridad.

NCA252 NCA256 NCA257 NCA264 NCA273 NCA276
Figura 11. Organismos fungicos objeto de estudio y registro digital de los cultivos.

Al término del periodo de crecimiento, se realizd el registro digital de los cultivos (Figura 11) y se

procedié a la obtencion de los extractos organicos correspondientes. En primer lugar, se adicionaron
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20 mL de MeOH a cada matraz (con la finalidad de detener la actividad metabdlica del cultivo) y se
dejaron reposar por 15 min. El cultivo se fragmenté mecanicamente con la ayuda de una espétula 'y
se adicionaron 400 mL de una mezcla MeOH-CHCIs (1:1), macerando en agitacion constante a 100
rpm por 24 h para proceder a su filtracién in vacuo. Se adicioné al volumen filtrado 200 mL de CHCl3
y se ajustd a un volumen total de 1000 mL con H20, manteniendo esta solucién en agitaciéon por 30
min. Se realiz6 la separacion de la fase organica por reparto entre disolventes y el extracto obtenido
fue secado a presion reducida y sometido a un desgrase con una mezcla de n-hexano-MeCN-MeOH
(2:1:1), recuperando y concentrando la fase de MeCN-MeOH. Los rendimientos obtenidos se

muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Rendimiento obtenido de los extractos organicos fungicos (primer extracto).

L, No. Acceso
Proporcion Cepa Clave Peso (mg) GenBank
3 x Stachybotrys sp. NCA252a 1916.9 0L544703
2 x Arachniotus verruculosus NCA256a 722.7 0L544704
1x Aspergillus sp. NCA257a 556.3 OM275810
2 x Aspergillus sp. NCA264a 721.7 0L544705
1x Cladosporium sp. NCA273a 368.2 0L544706
1x Aspergillus sp. NCA276a 749.8 0L544707
1 x equivale a 100 g de arroz / 200 mL de H20.

4.2.2 Segundos extractos organicos a partir de cepas flungicas.

Con el propésito de obtener cantidades adicionales de algunos compuestos, se realiz6 un
segundo extracto organico de las cepas fungicas NCA252, NCA256, NCA257, NCA264, NCA273 y
NCAZ276, las cuales se inocularon en cajas de Petri con medio APD y se dejaron crecer por 7 dias a
temperatura ambiente. Al término de este periodo, se inocularon 12 mL de medio YEPD con trozos
de agar (5 x 5 mm) del cultivo axénico y se mantuvieron en agitaciéon por 5 dias a 100 rpm,
temperatura ambiente y fotoperiodos de luz/oscuridad. Posteriormente, cada uno de los indculos se
transfirid a un medio solido de arroz estéril, empleando matraces Erlenmeyer de 250 mL: 10 x (12 g
de arroz y 24 mL de H:20). El tiempo de fermentacion se fijé en 21 dias, a temperatura ambiente y
con fotoperiodos de luz/oscuridad. El peso de los extractos se registro, tal como se muestra en la
Tabla 4.

Tabla 4. Rendimiento obtenido de los extractos organicos fungicos (segundo extracto).

Proporcién Cepa Clave Peso (mg)
10 x Stachybotrys sp. NCA252b 3258.7
10 x Arachniotus verruculosus NCA256b 12271
10 x Aspergillus sp. NCA257b 687.1
10 x Aspergillus sp. NCA264b 626.8
9 x Cladosporium sp. NCA273b 366.0
10 x Aspergillus sp. NCA276b 2118.6

1 x equivale a 12 g de arroz / 24 mL de H20.
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4.3 Cultivo y preparacion de los extractos organicos a partir del cocultivo de las especies
fuangicas Aspergillus sp. NCA257, Cladosporium sp. NCA273 y Aspergillus sp. NCA276.

Se seleccionaron las cepas fungicas Aspergillus sp. NCA257, Cladosporium sp. NCA273 y
Aspergillus sp. NCA276 para realizar experimentos de interaccion. Estos se llevaron a cabo
inoculando en sentidos opuestos de la placa cada uno de los organismos y observando los cambios
morfoldgicos dentro de un periodo de 24 h a 7 dias. Con el fin de analizar estas interacciones de
manera comparativa, se realizaron los extractos organicos del cocultivo en cuestion. Cada organismo
se inoculd en cajas de Petri con medio APD y se dejaron crecer por 7 dias a temperatura ambiente.
Al terminar este periodo, se inocularon por duplicado en 50 mL de medio YEPD adicionado con sal
marina artificial (32 g/L) con trozos de agar (5%x5 mm) del cultivo axénico y se mantuvieron en
agitacion por 5 dias a 100 rpm, temperatura ambiente y fotoperiodos de luz/oscuridad. Las
combinaciones  posibles de  microorganismos  (NCA257/NCA273; NCA257/NCA276;
NCA273/NCA276) se inocularon en un medio sélido de arroz estéril (100 g de arroz y 200 mL de
H20). El tiempo de fermentacién se fijé en 21 dias, a temperatura ambiente y con fotoperiodos
normales de luz/oscuridad. Al término del periodo de crecimiento, se realizo el registro digital de los
cultivos (Figura 12) y se procedi6 a la obtencion de los extractos orgénicos correspondientes, de la

misma forma que en el inciso anterior. Los rendimientos obtenidos se resumen en la Tabla 5.

NCA257/NCA273 NCA273/NCA276 NCA257/NCA276
Figura 12. Registro digital de los cultivos.
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Tabla 5. Rendimiento obtenido de los extractos organicos fungicos (mediana escala).

Proporcién Cepa Clave Peso (mg)
1x Asperqgillus sp. /| Cladosporium sp. NCA257/NCA273 12061
1x Asperqgillus sp. | Asperqgillus sp. NCA257/NCA276 1197 .4
1x Cladosporium sp. | Aspergillus sp. NCA273/NCA276 968.4

4.4 Cultivo y preparacion de los extractos organicos a partir del cocultivo de las especies
Aspergillus sp. NCA276 y bacteria NCA250.

Se seleccionaron los organismos NCA250 y Aspergillus sp. NCA276 debido a los cambios
morfolégicos observados por el experimento de interaccién entre ambas cepas. Se inoculd en
extremos opuestos de una placa de Petri cada organismo: la bacteria (NCA250) se inocul6 por estria
simple y el hongo (NCA276) por picadura. Los cambios morfolégicos presentes en el medio agar A1
se monitorearon durante un periodo de 24 h a 7 dias. Con el fin de analizar los cambios en el
metaboloma de cada organismo, se obtuvieron los extractos organicos a partir de medios liquidos
del monocultivo y cocultivo de estas especies, adaptando la metodologia previamente descrita.0®
Para ello, se prepararon cultivos semilla en medio A1, inoculados con cada organismo, y se dejaron
crecer por 48 h y se inocularon 10 mL del cultivo semilla del organismo NCA250 (bacteria) y 2 mL
de cultivo del organismo NCA276 (Aspergillus sp.). Cada extracto se preparé a partir de 500 mL del
cultivo en medio A1 adicionado con sales marinas (32 g/L) realizando los monocultivos por duplicado
(con el fin de realizar la extraccion a los 7 y 21 dias) y el cocultivo por triplicado (con el fin de realizar
la extraccion a los 7, 14 y 21 dias). Al término de cada periodo, se obtuvo el extracto orgénico por
reparto con AcOEt (2x500 mL). Se realizé el registro de los rendimientos, los cuales se muestran en
la Tabla 6.

Tabla 6. Rendimiento obtenido de los extractos organicos de los organismos Aspergillus sp. NCA276 y
bacteria NCA250.

Tiempo Cepa Clave Peso (mg)
bacteria NCA250a 32.8
7 dias Aspergillus sp. NCA276¢c 106.3
bacteria/Aspergillus sp. NCA250/NCA276a 35.0
14 dias bacteria/Aspergillus sp. NCA250/NCA276b 37.7
bacteria NCA250b 109.2
21 dias Aspergillus sp. NCA276d 109.6
bacteria/Aspergillus sp. NCA250/NCA276¢ 50.7

4.5 Cultivo y preparacion de los extractos organicos a partir de especies bacterianas.

Las cepas bacterianas en cuestién se seleccionaron con base en los resultados de la
actividad bioldgica observada en el ensayo de estria cruzada (inciso 5.11). Para obtener los
extractos organicos de las cepas NCA250, NCA259, NCA260 y NCA269, se adapto la metodologia
empleada por Wang y colaboradores.''? Se elaboraron cultivos semilla a partir de medio ISP2 (15
mL), el cual contiene extracto de levadura (4 g/L), extracto de malta (10 g/L) y dextrosa (4 g/L),

inoculando con dos cuadros de agar (5x5 mm). Estos se incubaron durante 5 dias y posteriormente
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se vertieron en un sustrato estéril 2x[15 g de arroz humedo y 30 mL de H20 adicionado con sales
marinas artificiales (32 g/L)]. Para realizar la extraccion, el cultivo se maceré con 150 mL de AcOEt
durante 24 h. Posteriormente, se filtr6 y se concentré in vacuo. El extracto obtenido se resuspendié
en 100 mL de MeOH 90% acuoso y se realizé un segundo reparto con 100 mL de hexano. Ambos
extractos se recuperaron para su posterior utilidad (Tabla 7). Para obtener los extractos organicos
de las cepas NCA258, NCA271 y NCA274, se emplearon cultivos semilla (100 mL de medio ISP2)
inoculados de la misma forma que se describié anteriormente e incubando por 7 dias. Finalmente,
los in6culos se vertieron sobre un sustrato estéril [100 g de arroz humedo y 200 mL de H20
adicionado con sales marinas artificiales (32 g/L)]. Para realizar la extraccién, los cultivos se
maceraron con 800 mL de AcOEt durante 24 h. Posteriormente, se filtré y se concentré in vacuo. El
extracto seco se resuspendio en 400 mL de MeOH 90% acuoso y se realizé un segundo reparto con

400 mL de hexano. Ambos extractos se recuperaron para su posterior utilidad (Tabla 7).

Tabla 7. Rendimiento obtenido de los extractos organicos fungicos (mediana escala).
Pequena escala

Proporcion Cepa Peso Extracto MeOH 90% Peso Extracto n-hexano (mg)
(mg)
2 x NCA250 904.3 102.8
2 x NCA259 54.2 36.2
2 x NCA260 49.0 70.9
2 x NCA269 1243.0 86.7

1 x equivale a 15 g de arroz humedo / 30 mL de Hz0; el extracto proveniente del cultivo de la bacteria
NCA250 sera llamado con la clave NCA250c.

Mediana escala

Proporcion Cepa Peso Extracto MeOH 90% Peso Extracto n-hexano (mg)
(mg)
1x NCA258 104.2 741.6
1x NCA271 148.1 728.4
1% NCA274 113.0 1086.2

1 x equivale a 100 g de arroz humedo / 200 mL de H20

4.6 Procedimientos cromatograficos generales.

El estudio quimico de los extractos organicos fungicos y bacterianos se realiz6 empleando
técnicas cromatograficas convencionales, principalmente de tipo Flash (CF) para el fraccionamiento
primario y de liquidos de alta eficiencia (HPLC) para la separacién de productos a partir de cada
fraccion. Para la CF se utilizaron como fases estacionarias columnas de RediSep Rf Gold Si-gel
(fase normal) y como fase moévil se emplearon mezclas ternarias (n-hexano, CHCI3 y MeOH) o
cuaternarias (n-hexano, CHCIs, AcOEt y MeOH) de polaridad creciente, en un cromatografo
CombiFlash Rf+ Lumen system (Teledyne Technologies) equipado con los detectores de arreglo de
fotodiodos (PDA,; barrido entre 190-500 nm) y evaporativo de dispersion de luz (ELSD). ParalaHPLC
de tipo analitica, semipreparativa y preparativa se utilizaron como fases estacionarias columnas
Gemini C1s (5um, 110 A, 250 x 4.6 mm; 5 ym, 110 A 250 x 10 mm; 5 ym, 110 A, 250 x 21.2 mm,
Phenomenex) y Kinetex Cis (5 um, 100 A, 250 x 46 mm y 5 um, 100 A, 250 x 21.2 mm,
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Phenomenex), mientras que la fase mavil consistiéo en mezclas binarias de MeCN, MeOH y agua con
H2CO: al 0.1% empleando diferentes sistemas de tipo gradiente o isocratico. Las velocidades de
flujo de la fase mévil utilizadas fueron de 1 mL/min (analitico), 4.72 mL/min (semipreparativo) y 21.24
mL/min (preparativo), en un cromatégrafo Waters conformado por una bomba cuaternaria modelo
2535, un inyector automatico modelo 2707, y los detectores PDA modelo 2998 y ELSD modelo 2424.

La adquisicion y manejo de datos se realizé con el software Empower 3 (Waters).
4.7 Caracterizacion estructural.

La caracterizacioén estructural de los productos obtenidos se realizé mediante el empleo de
técnicas espectroscopicas y espectrométricas. Los espectros de resonancia magnética nuclear
(RMN) mono- y bidimensionales (1D y 2D) se registraron en los equipos de 400 MHz (JEOL ECS-
400, Varian VNMRS-400 o Bruker Avance Ill) y 500 MHz (JEOL ECA-500). Los datos de
espectrometria de masas de alta resolucion (HRESIMS-MS/MS) se obtuvieron en el equipo Q
Exactive Plus (modos positivo y negativo) mientras que los de baja resolucién se obtuvieron en un
equipo Waters SQD2 (modos positivo y negativo), todos equipados con una fuente de ionizacion por
Electrospray (ESI) y acoplados a un sistema de cromatografia de liquidos de ultra eficiencia Acquity
UPLC system (Waters). En todos los sistemas cromatograficos se utilizé una columna BEH C1s (1.7
um, 130 A, 50 x 2.1 mm), empleando una mezcla binaria constituida por MeCN (A) y agua con H2CO>
(0.1%; B), en un gradiente de elucién lineal con una composicion inicial de 15% A hasta 100% A en
8 min, manteniendo la composicion isocratica por 1.5 min y regresando a las condiciones iniciales

en 0.5 min, utilizando un flujo de 0.3 mL/min.

4.8 Cristalografia de rayos X del compuesto 1.

El compuesto 1 fue recristalizado a partir de una mezcla de CHCls—MeOH-H20 (1:20:1),
obteniendo asi cristales 6ptimos para su difraccion por rayos X. Todas las intensidades de reflexién
fueron medidas a 100(2) K empleando un difractometro Gemini R (equipado con un detector Atlas)
y radiacién CuKa (A = 1.54178 A) bajo el programa CrysAlisPro (versién CrysAlisPro 1.171.38.43f;
Rigaku OD, 2015). El refinamiento de las dimensiones de la celda y reduccion de datos fueron
llevados a cabo empleando la version mas reciente del programa (viz. CrysAlisPro 1.171.40.53,
Rigaku OD, 2019). La estructura fue resuelta con el programa SHELXT-2018/2 y fue refinada en F2
empleando el método de minimos cuadrados de matriz completa mediante el programa SHELXL-
2018/3.118 Se aplicd una correccioén a la absorcién empirica empleando CrysAlisPro 1.171.40.53.11°
Los atomos de no hidrégeno fueron refinados anisotrépicamente. En el refinamiento, los hidrégenos
fueron unidos a atomos de carbono y fueron tratados como atomos de carga empleando los
parametros predeterminados de SHELXL, mientras aquellos atomos unidos a nitrégeno fueron

localizados por mapas de diferencia de electrones.
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4.9 Fraccionamientos primarios y obtencién de los metabolitos 1-15.

4.9.1 Fraccionamiento primario de los extractos de Aspergillus sp. NCA276 y purificaciéon de
los compuestos 1-5.

El extracto organico resultante del cultivo de Aspergillus sp. (clave NCA276a, 749.8 mg) se
sometié a un fraccionamiento primario empleando CF, como fase estacionaria se utilizé una columna
de 12 g de gel de silice (SiO2), como fase moévil un gradiente de polaridad creciente entre n-hexano-
CHCIs-MeOH, colectando eluatos de 15 mL y generando 9 fracciones (Figura 13), reunidas por la

sefial cromatografica observada (Tabla 8).

Tabla 8. Fraccionamiento primario del extracto NCA276a (Aspergillus sp.).

Fracciones Clave Peso (mg)
1-4 F1 0.6
5-7 F2 18.0
8-12 Fs 25.4
13-20 Fa 3.5
21-27 Fs 123.1
28 — 52 Fe 55.1
53 - 57 Fz 159.2
58 — 62 Fg 103.5
63-70 Fo 122.2
Peso inicial (mg) 703.6
Total recuperado (mg) 610.6
% Recuperacion 86.78
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Figura 13. Crc:rll{atograma por CF del fraccionamiento primario del extracto NCA276a (Aspergillus sp.). En
amarillo la sefal del detector PDA y en verde la sefal del detector ELSD.
Las fracciones F7 y Fs (159.2 y 103.5 mg, respectivamente) se reunieron de acuerdo con su similitud
cromatografica, para mas adelante realizar un fraccionamiento secundario, empleando una columna
de 4 g de SiO2 como fase estacionaria y como fase mévil un gradiente compuesto por n-hexano-
CHCIs-AcOEt-MeOH, en orden creciente de polaridad y colectando por tubo 4 mL, reuniendo 9

fracciones secundarias (Tabla 9 y Figura 14).

24



Tabla 9. Fraccionamiento secundario de la fraccién F(.s)y del extracto
NCA276a (Aspergillus sp.).

Fracciones Clave Peso (mg)
1-9 F(7-8)-1 1.1
10-20 Fz-8)2 1.0
21-27 Fz-8)-3 0.6
28 — 34 Fz-8)04 0.5
35-38 F-8)5 2.2
39-49 Fz-8)-6 28.9
50 -55 F-8)7 63.8
56 — 69 F-8)8 55.7
70— 86 F-8)09 62.8
Peso inicial (mg) 238.6
Total recuperado (mg) 216.6
% Recuperacion 90.78
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Figura 14. Cromatograma por CF del fraccionamiento secundario de F(7-sy [NCA276a (Aspergillus sp.)]. En
amarillo la sefal del detector PDA y en verde la sefial del detector ELSD.

La fraccién secundaria F(7-s)6 (28.9 mg) se seleccioné para la separacién de sus componentes por
HPLC preparativo, empleando un sistema en gradiente de 40:60 a 100:0 de MeCN-agua con H2COz2

(0.1%) en 20 min (Figura 15), de esta manera se obtuvo el producto 1 (4.2 mg, tr=14.6 min).
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Figura 15. Cromatograma de la separacion por HPLC preparativo de la fraccion F(7.s)6 de NCA276a
(Aspergillus sp.); PDA A 200 nm.
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El segundo extracto (clave NCA276b, 2.2 g) se fraccioné utilizando una columna de 40 g de SiO:
como fase estacionaria y un gradiente conformado por n-hexano-CHCI3-AcOEt-MeOH, como fase
movil, colectando un volumen de 15 mL por eluato. Esta operacion generd 11 fracciones primarias

(F+-F11; Tabla 10 y Figura 16). El analisis cromatografico de las fracciones mostré que Fsy Fg (97.1
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y 700.1 mg) se componian por productos mayoritarios, a partir de las cuales se obtuvieron 3 (Fo) y 4

(F3).

Tabla 10. Fraccionamiento primario del extracto NCA276b (Aspergillus sp.).
Fracciones Clave Peso (mg)
1-28 F1 5.4
29-53 F2 7.4
54 — 61 Fs 97.1
62-72 F4 10.3
73-78 Fs 32.2
79-83 Fe 67.0
84 — 88 F7 77.6
89 —-92 Fs 100.6
93 - 97 Fo 700.1
98 — 108 F1o 537.1
109 — 180 F11 199.9

Peso inicial (mg) 2098.8

Total recuperado (mg) 1834.7

% Recuperacion 87.41
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Figura 16. Cromatograma por CF del fraccionamiento primario del extracto NCA276b (Asperqillus sp.). En
amarillo la sefal del detector PDA y en verde la sefal del detector ELSD.

Algunas fracciones se seleccionaron para su purificacion por HPLC, adecuando las condiciones de

analisis para su separacion optima. La fraccién Fe (65.0 mg) y la fraccion Fs (100.6 mg) se separaron

empleando un sistema en gradiente de 40:60 a 100:0 de MeCN-agua con H2CO2 (0.1%) en 15 min

y 20 min, respectivamente (Figura 17). Esto permitio el aislamiento de los productos 2 (30.8 mg,

{r=8.5 min) de la fraccién Fsy 5 (12.0 mg, {r=5.7 min) a partir de la fraccion Fe. De esta ultima fraccion

también se aisl6 un producto adicional (7.2 mg, r=9.6 min), sin embargo, no fue posible su

caracterizacion debido a que, tras la separacion, el analisis cromatografico de esta fraccion reveld

que se encontraba conformada por dos compuestos.
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Figura 17. Cromatogramas de las separaciones por HPLC preparativo de las fracciones Fs (arriba) y Fs
(abajo) de NCA276b (Aspergillus sp.); PDA X 254 nm.

4.9.2 Fraccionamiento primario de los extractos de Aspergillus sp. NCA264 y obtencién de los
compuestos 6-8.

El extracto organico procedente del cultivo axénico de Aspergillus sp. (clave NCA264a, 721.7
g) se fraccioné por medio de CF, empleando como fase estacionaria una columna de 12 g de SiO2y
como fase modvil un gradiente de polaridad creciente entre n-hexano-CHCIs-AcOEt-MeOH,
colectando eluatos de 10 mL y obteniendo un conjunto de 9 fracciones primarias (F1-Fo; Tabla 11y

Figura 18), agrupadas segun el cromatograma obtenido.

Tabla 11. Fraccionamiento primario del extracto NCA264 (Asperqgillus sp.).

Fracciones Clave Peso (mg)
1-4 F1 0.5
5-6 F2 3.4
7-15 Fs 3.2
16— 25 Fa 338.9
22-44 Fs 77.5
45 -60 Fe 27.8
61-99 Fz 42.0
100-138 Fs 57.3
139-154 Fo 70.6
Peso inicial (mg) 697.0
Total recuperado (mg) 621.2
% Recuperacion 89.12

Se selecciond la fraccion F7 (33.8 mg) para la separacién de sus componentes por HPLC preparativa,
empleando un gradiente de 20:80 a 85:15 de MeCN-agua con H2COz2 (0.1%) en 15 min, originando
el producto 6 (0.8 mg, tr=12.6 min)y 7 (4.6 mg, tr = 13.8 min).
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Figura 19. Cromatograma de la separacion por HPLC preparativo de la fraccién F7 de NCA264a (Aspergillus
sp.); PDA A 254 nm.

Por otra parte, el segundo extracto organico obtenido a partir del cultivo de Aspergillus sp. (clave

NCA264b, 626.8 mg) se fraccioné empleando como fase estacionaria una columna de 40 g de SiO2

y como fase modvil un gradiente de polaridad creciente entre n-hexano-CHCI:-AcOEt-MeOH,

colectando eluatos de 15 mL y obteniendo un conjunto de 10 fracciones (F1-F10) (Tabla 12 y Figura

20). El analisis cromatografico de todas las fracciones revelé que la fraccion Fs (110.0 mg) esta

conformada por un producto mayoritario (8).

Tabla 12. Fraccionamiento primario del extracto NCA264b (Aspergillus sp.).

Fracciones Clave Peso (mg)

1-49 F1 20.7

50 — 59 F2 193.0

60 — 71 Fs 10.3
72-75 F4 32.8

76 —78 Fs 110.0

79 -90 Fe 26.0
91-101 Fz 21.2

102 — 128 Fs 57.7

129 — 140 Fo 14.4

141 -175 F1o 57.7
Peso inicial (mg) 626.8
Total recuperado (mg) 624.6
% Recuperacion 99.64
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Figura 20. Cromatograma por CF del fraccionamiento primario del extracto NCA264b (Asperqillus sp.). En
amarillo la sefial del detector PDA y en verde la sefal del detector ELSD.

4.9.3 Fraccionamiento primario del extracto NCA257a (Aspergillus sp.) y obtencion del
compuesto 9.

El extracto organico obtenido a partir del cultivo de Aspergillus sp. (clave NCA257a, 527.3
mg) se fraccioné por CF, utilizando como fase estacionaria una columna de 12 g de SiO2 y como
fase movil un gradiente de polaridad creciente entre n-hexano-CHCI3-MeOH, colectando eluatos de
15 mL y obteniendo un conjunto de 10 fracciones (F1-F10) reunidas por la sefial observada en el
cromatograma (Tabla 13 y Figura 21). El andlisis cromatografico de la fraccion F4 (19.5 mg) revelé

que esta conformada por un compuesto mayoritario (9).

Tabla 13. Fraccionamiento primario del extracto NCA257a (Aspergillus sp.).

Fracciones Clave Peso (mg)
1-16 F1 2.6
17 — 21 F2 144.3
22 -24 Fs 3.2
25-40 F4 19.5
41 -45 Fs 49.8
46 — 47 Fe 241
48 - 50 F7 30.4
51-54 Fs 51.4
55 — 61 Fo 132.9
62-70 F1o 35.9
Peso inicial (mg) 527.3
Total recuperado (mg) 494 1
% Recuperacion 93.70
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Figura 21. Cromatograma por CF del fraccionamiento primario del extracto NCA257a (Asperqgillus sp.). En
amarillo la sefial del detector PDA y en verde la seial del detector ELSD.

4.9.4 Fraccionamiento primario del extracto NCA252a Stachybotrys sp. y purificacion de los
compuestos 10-15.

El extracto organico procedente del cultivo axénico de Stachybotrys sp. (clave NCA252a,

1.92 g) se fraccion6 por medio de CF, empleando como fase estacionaria una columna de 40 g de

SiO2 y como fase movil un gradiente de polaridad creciente entre n-hexano-CHCI3-AcOEt-MeOH,

colectando eluatos de 15 mL, obteniendo un conjunto de 16 fracciones primarias, agrupadas por la

sefial observada en el cromatograma (Figura 22). El resumen de las fracciones obtenidas se observa
en la Tabla 14.

Tabla 14. Fraccionamiento primario del extracto NCA252a (Stachybotrys sp.).

Fracciones Clave Peso (mg) Fracciones Clave Peso (mg) |
1-46 F1 28.5 86 — 89 Fo 188.3
47 — 54 F2 216.3 90 - 94 F1o 177.0
55 — 57 F3 40.9 95 - 101 F11 65.1
58 - 72 F4 8.1 102-140 F12 79.1
73-75 Fs 23.6 141-154 F13 67.2
76-179 Fe 354.2 155-160 F14 49.3
80 — 81 F7 74.8 161-166 F1s 52.5
82 -85 Fs 329.0 167-185 F1e 27.8
Peso inicial (mg) 1916.9
Total recuperado (mg) 1782.3
% Recuperacion 95.68
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Figura 22. Cromatograma por CF del fraccionamiento primario del extracto NCA252a (Stachybotrys sp.). En
amarillo la sefal del detector PDA y en verde la sefal del detector ELSD.

El analisis cromatografico del conjunto de fracciones permitié la seleccion de la fraccion F3 (40.9 mg)
para su separacion mediante HPLC (Figura 23), empleando un gradiente de 30:70 a 100:0 de MeCN-
agua con H2CO02 (0.1%) en 15 min, obteniendo el compuesto 10 (3.4 mg, tr = 7.0 min). El producto

mayoritario de la fraccion (5.7 mg, fr = 12.4 min) presentd degradacion durante el proceso de

I
R

000 200 400 600 8.00 10.00 1200 1400 1600 18.00 2000 2200 2400 2600
Minutes

Figura 23. Cromatograma de la separacién por HPLC preparativo de la fraccion F3 de NCA252a
(Stachybotrys sp.); PDA X 254 nm.

elucidacion.

Por otra parte, se realizo el fraccionamiento secundario de dos fracciones primarias. Para la fracciéon
Fs (309.6 mg), se empled como fase estacionaria una columna de 12 g de SiO2 y como fase movil
un gradiente de polaridad creciente entre n-hexano-CHCIs-AcOEt-MeOH, colectando eluatos de 10

mL. Obteniendo 9 fracciones secundarias (Fe-1-Fs-9; Tabla 15 y Figura 24).
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Figura 24. Cromatograma por CF del fraccionamiento secundario de Fs [NCA252a (Stachybotrys sp.)].

Tabla 15. Fraccionamiento secundario de la fraccion Fs del extracto

NCA252a (Stachybotrys sp.).

Fracciones Clave Peso (mg)
1-8 Fe-1 0.8
9-21 Fe-2 1.2
22-29 Fe-3 2.6
30 — 42 Fe-4 42.7
43 — 62 Fe-5 128.2
63-72 Fe-6 32.6
73-83 Fe-7 40.0
94 — 99 Fe-s 12.6
100 — 148 Fe-9 8.4
Peso inicial (mg) 309.6
Total recuperado (mg) 269.1
% Recuperacion 86.91
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En amarillo la sefial del detector PDA y en verde la sefial del detector ELSD.

La fraccién Fes (120.4 mg) se selecciond para su separacion por HPLC a nivel preparativo (Figura
25), utilizando un gradiente de 50:50 a 80:20 de MeCN- agua con H2CO2 (0.1%) por 15 min, lo que
permitio el aislamiento de los compuestos 11 (4.9 mg, tr = 9.7 min), 12 (21.2 mg, {&r = 11.5 min), 13
(16.8 mg, tr = 16.8 min) y 14 (7.5 mg, tr = 17.5 min).
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Figura 25. Cromatograma de la separacion por HPLC preparativo de la fraccién Fes de NCA252a
(Stachybotrys sp.); PDA X 230 nm.
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La fraccion Fs (288.7 mg) se sometio a un fraccionamiento secundario por CF, empleando como fase
estacionaria una columna de 12 g de SiO2 y como fase maévil un gradiente de polaridad creciente
entre n-hexano-CHCIs-AcOEt-MeOH, colectando eluatos de 10 mL, generando 11 fracciones
secundarias (Fs-1-Fs-11; Tabla 16 y Figura 26).

Tabla 16. Fraccionamiento secundario de la fraccion Fg del extracto
NCA252a (Stachybotrys sp.).

Fracciones Clave Peso (mg)
1-9 Fs-1 0.7
10-20 Fs2 1.1
21-24 Fs3 04
25-27 Fsa 1.1
28 — 62 Fss 31.6
63-74 Fs.6 110.7
75-80 Fs7 35.7
81-87 Fss 32.8
88 — 95 Fso 34.9
96 — 99 Fs-10 4.0
100 — 148 Fs-11 14.6
Peso inicial (mg) 288.7
Total recuperado (mg) 267.6
% Recuperacion 92.69
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Figura 26. Cromatograma por CF del fraccionamiento secundario de Fs [NCA252a (Stachybotrys sp.)].
En amarillo la sefial del detector PDA y en verde la sefal del detector ELSD.

La fraccion Fss (110.7 mg) se resolvié y consecuentemente se separé (Figura 27), empleando un
sistema de elucién de 60:40 a 100:0 de MeCN- agua con H2COz2 (0.1%) en 15 min, obteniendo asi
el compuesto 15 (8.6 mg, tr = 10.4 min). De esta fraccion se obtuvo otro producto (14.2 mg, ik = 11.9

min), el cual sufrié degradacion, lo que imposibilitd la caracterizacion quimica de la molécula.
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4.10 Estudio quimico de los cocultivos entre las especies Aspergillus sp. NCA257,
Cladosporium sp. NCA273 y Aspergillus sp. NCA276.

4.10.1 Fraccionamiento primario de los extractos organicos.

Los extractos organicos obtenidos del cocultivo de las especies Aspergillus spp. (NCA257,
NCA276) y Cladosporium sp. (NCA273) (claves NCA257/NCA273, 1206.1 mg; NCA257/NCA276,
1197.4 mg; NCA273/NCA276, 968.4 mg) (Figura 28) se sometieron a un fraccionamiento primario
empleando columnas con 12 g de SiO2 como fase estacionaria, una mezcla de n-hexano-CHCls-
MeOH en orden creciente de polaridad como fase movil, y colectando eluatos de 15 mL. El
compendio de las fracciones obtenidas se resume en la Tabla 17.

Tabla 17. Fraccionamiento primario de los extractos NCA257/NCA273 (superior), NCA257/NCA276 (en
medio), NCA273/NCA276 (inferior).

NCA257/NCA273 NCA257/NCA276 NCA273/NCA276
Fracciones Clave Peso (mg) Fracciones Clave Peso (mg) Fracciones Clave Peso (mg)
1-17 F1 17.3 1-14 F1 1.1 1-16 F1 115.3
18 — 22 F2 314.0 15 -17 F2 2.9 17 - 20 F2 78.1
23 — 31 Fs 10.7 18 — 20 Fs 120.4 21-40 Fs 50.3
32 - 36 Fa 25.9 21-22 Fa 59.5 41 - 45 Fa 21.0
37 -40 Fs 74.9 23 - 26 Fs 8.7 46 — 47 Fs 54.9
41 - 45 Fs 107.4 27 — 38 Fs 35.3 48 — 50 Fs 114.9
46 — 47 F7 451 39-44 F7 45.8 51- 54 F7 109.2
48 — 49 Fs 55.1 45 — 47 Fs 24.5 55 - 57 Fs 25.8
50 - 52 Fo 60.4 48 — 50 Fo 63.6 58 — 61 Fo 49.5
53 - 56 F1o 59.5 51-52 F1o 62.0 62 — 65 F1o 89.0
57 — 58 F11 29.1 53 - 54 F1 71.6 66 — 71 F1 15.2
59 - 63 F12 954 55 — 61 F12 139.8 Peso inicial (mg) 827.8
64 - 70 F13 10.1 62 — 65 F13 53.3 Total recuperado (mg) 723.2
Peso inicial (mg) 929.7 66 — 67 F14 64.2 % Recuperacion 87.36
Total recuperado (mg) 904.9 68 — 71 F1s 49.8
% Recuperacion 97.33 72-77 F1e 16.2
Peso inicial (mg) 862.5
Total recuperado (mg) 818.7
% Recuperacion 95.35
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Figura 28. Cromatograma por CF del fraccionamiento primario de los extractos NCA257/NCA273 (superior),
NCA257/NCA276 (en medio), NCA273/NCA276 (inferior).
En amarillo la sefial del detector PDA y en verde la sefal del detector ELSD.

4.10.2 Obtencién de los compuestos 16-18 a partir del extracto NCA257/NCA273 Aspergillus
sp./Cladosporium sp.

Las fracciones Fs (65.9 mg) y Fe (97.8 mg) se seleccionaron para su separacion mediante
HPLC preparativa. Para ello, se optimizaron las condiciones de analisis, empleando un gradiente de
10:90 a 70:30 de MeCN-agua con H2CO2 (0.1%) en 15 min (Figura 29). Este procedimiento permitio
el aislamiento de los compuestos 16 [51.4 mg, &r=9.6 min (Fs); 35.8 mg, {&r=5.7 min (Fs)] y 17 [16.4
mg, &k=10.8 min (Fs); 5.6 mg, &r=9.9 min (Fe)].
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Figura 29. Cromatogramas de las separaciones por HPLC preparativo de las fracciones Fs y Fs de
NCA257/NCA273 (Aspergillus sp./Cladosporium sp.); PDA A 254 nm.

Por otra parte, la Fo (58.1 mg) se separ6 utilizando un gradiente de 15:85 a 100:0 de MeCN- agua
con H2CO2 (0.1%) en 15 min (Figura 30), dando origen al producto 18 (2.6 mg, tr = 7.5 min).
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Figura 30. Cromatograma de la separacion por HPLC preparativo de la fraccion Fo de NCA257/NCA273
(Aspergillus sp./Cladosporium sp.); PDA A 280 nm.

4.11 Estudio quimico del cocultivo entre las especies Aspergillus sp. NCA276 y bacteria
NCA250.

4.11.1 Fraccionamiento primario de los extractos organicos.

Se fraccion6 el extracto organico producido por el hongo Aspergillus sp. cultivado en medio
liquido A1 por 21 dias (clave NCA276d, 109.6 mg) empleando CF. Se utiliz6 como fase estacionaria
una columna de 4 g de SiO2 y como fase movil, un gradiente en orden creciente de polaridad
compuesto por n-hexano-CHCIs-AcOEt-MeOH (Figura 31). Esta operacion originé 4 fracciones

primarias (Tabla 18).
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Tabla 18. Fraccionamiento primario del extracto NCA276d (Aspergillus sp.).

Fracciones Clave Peso (mg)
1-47 F4 20.7
48 — 55 F2 9.1
56 — 71 F4 12.0
72 -82 Fs 52.5
Peso inicial (mg) 94.3
Total recuperado (mg) 107.0
% Recuperacion 88.13
1 4
1 1 7 i 11 i 100
0.45 0.45 90
0.40 0.40 80
0.35 0.35 H 70
0.30 0.30 : 60
0.25 0.25 ! 50
0.20 0.20 2 40
0.15 0.15 30
0.10 0.10 20
0.05 0.05 1 10
0.00 0.00 [~ l/h\“"* 0
s
Absorbance 0 Run Leugt%noﬁg.7 vV (17.0 \?1?1)0 = Percent B

ELS
Figura 31. Cromatograma por CF del fraccionamiento primario del extracto NCA276d (Aspergillus sp.). En
amarillo la sefial del detector PDA y en verde la sefal del detector ELSD.

4.11.2 Obtencion del compuesto 19 a partir del extracto NCA276d Aspergillus sp.

Se selecciond la fraccion F+1 para su separacion por HPLC semipreparativa, debido a que
mostraba las senales principales observadas en el extracto. Las condiciones se optimizaron,
adquiriendo un perfil adecuado bajo las siguientes condiciones de analisis: gradiente de 30:70 a
100:0 de MeCN-agua con H2CO2 (0.1%) en 15 min (Figura 32), lo que permitié la obtencion de dos
productos: 19 (4.5 mg, r=9.6 min) y nuevamente 4 (0.5 mg, tr=16.4 min).
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Figura 32. Cromatogramas de las separaciones por HPLC preparativo de la fraccion F1 de NCA276d
(Aspergillus sp.); PDA A 254 nm.
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4.11.3 Obtencion del compuesto 20 a partir del extracto NCA250 (bacteria)

El extracto organico NCA250b (109.2 mg) se someti6 a un proceso de particion,
resuspendiendo el extracto en H20 (20 mL) y realizando un reparto con CHCIs-MeOH (1:1; 2x20
mL). Ambas fases se colectaron y posteriormente, concentraron in vacuo, recuperando asi 18.0 mg
de la fase organica y 81.9 mg de la fase acuosa. Tras su analisis por HPLC analitica, se aprecié que
las sefales de interés se concentraron en la fase organica (18.0 mg) por lo que se separé por HPLC
semipreparativa, empleando como fase movil un gradiente de 50:50 a 100:0 de MeCN-agua con
H2CO2 (0.1%) en 15 min (Figura 33), permitiendo el aislamiento del producto 20 (0.5 mg, tr = 13.7
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000 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 16.00 1700 1800 1900 2000 2100 22.00
Minutes

Figura 33. Cromatograma de la separacion por HPLC preparativo de la fase organica del extracto NCA250b
(bacteria); PDA A 440 nm.
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4.12 Estudio quimico de la cepa bacteriana NCA250.

4.12.1 Fraccionamiento primario del extracto NCA250c y obtencion de cantidades adicionales
del producto 20.

El extracto orgénico procedente del cultivo axénico de la bacteria NCA250 en arroz humedo
(clave NCA250c, 904.3 mg) se fraccion6 empleando CF, la fase estacionaria seleccionada fue una
columna de 24 g de SiO2 y como fase mdévil un gradiente de polaridad creciente entre n-hexano-
CHCIs-AcOEt-MeOH, colectando eluatos de 10 mL (Figura 34), lo que generd un conjunto de 10
fracciones primarias, agrupadas por la sefial observada en el cromatograma. El resumen de las

fracciones obtenidas se observa en la Tabla 19.
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Figura 34. Cromatograma por CF del fraccionamiento primario del extracto NCA250c. En amarillo la sefial
del detector PDA y en verde la sefial del detector ELSD.

Tabla 19. Fraccionamiento primario del extracto NCA250c¢ (bacteria).

Fracciones Clave Peso (mg)
1-19 F1 1.5
20-38 F2 1.5
39 -60 Fs 11.5
61— 84 F4 6.0
85 —100 Fs 16.3
101 -110 Fe 9.4
111 -130 Fz 9.4
131-134 Fs 23.7
135 - 140 Fo 576.3
141 -170 F1o 23.8
Peso inicial (mg) 865.8
Total recuperado (mg) 742.8
% Recuperacion 85.79

El analisis cromatografico de todas las fracciones reveld que la fraccion Fs (16.3 mg) se compone de
un compuesto mayoritario, que resulté ser el mismo previamente aislado (20) a partir del extracto
NCA250b.

4.13 Estudio quimico de la cepa bacteriana NCA274.

4.13.1 Fraccionamiento primario del extracto NCA274 y obtencion de los productos 21y 22.

El extracto organico originado por el cultivo axénico de la bacteria NCA274 en arroz himedo
(113.0 mg) fue fraccionado empleando CF. La fase estacionaria seleccionada fue una columna de
12 g de SiO2 y como fase movil se empled un gradiente de polaridad creciente entre n-hexano-CHCIs-
AcOEt-MeOH, colectando por tubo 10 mL (Figura 35). Como resultado de este, se obtuvieron un
conjunto de 9 fracciones primarias. Las fracciones obtenidas y sus rendimientos se resumen en la
Tabla 20.
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Tabla 20. Fraccionamiento primario del extracto NCA274 (bacteria).

Fracciones Clave Peso (mg)
1-9 F1 1.3
10-17 F2 1.3
18 - 27 Fs 28.2
28 — 46 F4 9.2
47 - 57 Fs 18.7
58 — 67 Fe 7.7
68 — 82 F7 11.6
83 — 91 Fs 25.8
92 -120 Fo 6.9
Peso inicial (mg) 113.0
Total recuperado (mg) 110.7
% Recuperacion 97.96

Se selecciond la fraccion Fs (18.7 mg) para la separacion de sus componentes mayoritarios mediante
HPLC semipreparativa (Figura 36), empleando un gradiente de 60:40 a 100:0 de MeOH-agua con
H2CO2 (0.1%) en 15 min y con una velocidad de flujo del 80% con respecto al indicado en la
metodologia general para evitar la presurizacion de la columna (16.99 mL/min). De esta manera se

obtuvieron los compuestos 21 (0.5 mg, tr = 10.3 min) y 22 (0.4 mg, tr = 13.2 min).
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Figura 35. Cromatograma por CF del fraccionamiento primario del extracto NCA274 (bacteria). En amarillo
la sefial del detector PDA y en verde la sefial del detector ELSD.
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Figura 36. Cromatograma de la separacion por HPLC preparativo de la fraccion Fs del extracto NCA274
(bacteria); PDA X 440 nm.
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4.14 Evaluaciones biolégicas.

4.14.1 Evaluacién de la actividad antimicrobiana de los compuestos obtenidos frente a
bacterias ESKAPE.

Los compuestos obtenidos se evaluaron in vitro empleando el método de microdilucién en placas de
96 pozos''! frente una bateria de bacterias Gram(+) y Gram(-): Enterococcus faecalis ATCC 29212,
E. faecalis ATCC 51299 (resistente a vancomicina; ERV), Staphylococcus aureus ATCC 6538, S.
aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 43300 (resistente a meticilina, SARM), Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Enterobacter cloacae, Klebsiella aerogenes ATCC 13048, K. pneumoniae
ATCC 700603, Acinetobacter baumannii ATCC 17978 y A. baumannii cepa 564 (resistente a
antibiéticos). Para ello, las bacterias de prueba se cultivaron en medio Miiller Hinton a 37 °C por 24
h para cada evaluacion y se inocularon en tubos con agua destilada estéril, ajustando la turbidez a
0.5 de la escala de Mc Farland. Para el célculo de la CMI de los controles positivos [vancomicina
para ambas cepas de E. faecalis y SARM, ampicilina para S. aureus ATCC 6538 y ATCC 25923 y
gentamicina para las bacterias Gram(-)], se realizé una curva mediante diluciones seriadas,
partiendo de una solucién stock de 1 mg/mL de cada control positivo, o bien, la concentracion inicial
de la solucion stock se ajusté de tal forma que la CMI se encontrara en la mitad de la curva (inciso
5.11.1, Tabla 36). Cada pozo de la curva contenia 50 uL de medio (después de realizar la dilucién
seriada), 100 pL de medio de cultivo y 100 yL de la soluciéon de microorganismo a probar. Para la
evaluacion de los compuestos puros, se prepararon soluciones stock a 0.5 y 0.05 mg/mL (para
evaluar a 100 y 10 yg/mL, respectivamente) en DMSO en agua al 10%. Cada pozo de prueba
contenia 50 pL de la solucién stock, 100 yL de medio de cultivo y 100 pL de la suspension de
microorganismo. Ambas concentraciones fueron evaluadas por triplicado para cada compuesto.
También se realizaron controles de crecimiento y esterilidad, asi como de DMSO al 10%. Las placas
se incubaron a 37 °C por 24 h y posteriormente, se empled MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolio) como agente revelador, colocando en cada pozo 10 pyL de una solucién del
reactivo en MeOH (5 mg/mL) e incubando la placa a 37 °C por 30 min. Las absorbancias se
obtuvieron empleando un espectrofotémetro BioRad® modelo iMark (Hercules, CA, EEUU) a una
longitud de 490 nm) utilizando el software Microplate Manager® 6 (version 6.3, BioRad®, Hercules,

CA, EEUU). El célculo del porcentaje de inhibicion se realizé empleando la siguiente formula:

L Aggomuestra — A,9omedio de cultivo
%Inhibicion = 100 — [( — - - ) 00]
Asgocontrol de crecimiento — Ay9omedio de cultivo

4.14.2 Método de estria cruzada.

Con la finalidad de evaluar el potencial antimicrobiano de las cepas bacterianas, se realizé
el ensayo de estria cruzada contra los patégenos Escherichia coli ATCC10536, Salmonella typhi
ATCC 9992, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus

aureus ATCC 25923 y Candida albicans ATCC 10231."'2 Para ello, cada bacteria se inocul6 en cajas
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de Petri de 5 cm de diametro con agar Luria-Bertani mediante estria a lo largo de la placa y se
mantuvieron a temperatura ambiente por 7 dias (solo los organismos NCA258 y NCA259 se
colocaron a 37°C). Al término de este periodo, se realizé el inéculo en sentido perpendicular al
crecimiento de las bacterias, de los organismos de prueba y se dejaron en incubacién por 48 h a
37°C.

4.14.3 Evaluacién de la actividad anti-Mycobacterium y citotoxidad de los compuestos
puros.

Esta parte del proyecto se realizo en colaboracion con el Dr. Scott Franzblau de la UIC.113.114

MABA (Ensayo en placa de azul de Alamar): Los compuestos puros se disolvieron en DMSO antes
de ser afadidos a la placa de ensayo, la cual contenia el medio 7H12 (4.7 g de caldo, 1 g de casitona
(Bacto), 5 g de albumina sérica bovina (ASB), 4 mg de catalasa y 5.6 mg de acido palmitico por cada
litro de medio). Se realizaron diluciones seriadas por duplicado. El stock de M. tuberculosis Hz7Rv
ATCC 27294 se inoculd en el medio liquido, para alcanzar una concentracion final de 3 a 5 x 10°
células/mL y posteriormente se afiadid a las placas de ensayo, las cuales se incubaron por 7 dias a
37 °C. Los pozos que contenian unicamente los compuestos de prueba se emplearon para detectar
su auto-fluorescencia, asi como también se utilizaron controles que contenian Unicamente a la
bacteria y el medio de cultivo. Para revelar la placa se empled el colorante redox azul de Alamar (20
pL de 0.6 mM de resazurina y 12 yL de Tween 80 al 20%) y las placas se incubaron por un periodo
adicional de 18-24 h a 37°C. La fluorescencia final se midié después de 24 h a 530 nm (Aexcitacion) Y
590 nm (Aemision) empleando un lector de placa CLARIOstar (BMG, LABTECH, Ortenberg, Alemania).
La CMI se defini6 como la concentracion minima del compuesto requerida para alcanzar una

reduccion de la fluorescencia del 90%, con respecto a los controles bacterianos sin tratamiento.

LORA (Ensayo de recuperacion frente a concentraciones bajas de oxigeno): Para este ensayo
se empled una cepa de M. tuberculosis Hs7Rv adaptada a condiciones bajas de oxigeno vy
transformada con el plasmido auto-luminiscente LuxABCDE, la cual es expuesta a los compuestos
de prueba bajo hipoxia y un periodo de recuperacion norméxica; el crecimiento se cuantifico
mediante luminiscencia. La cepa en cuestion se descongeld y diluyé en caldo Middlebrook 7H12
(caldo Middlebrook 7H9 adicionado con 1 mg/mL casitona, 5.6 ug/mL acido palmitico 5 mg/mL de
ASB y 4 ug/mL de catalasa). El inéculo se ajustd a una concentracién final entre 5x105 y 2x106
UFC/mL. Se realizaron diluciones seriadas de los compuestos de prueba por duplicado. La
microplaca se sometié a anaerobiosis (concentracién de Oz menor a 0.16%) empleando un
Anoxomat modelo WS-8080 (MART Microbiology) y tres ciclos de evacuacién y llenado con una
mezcla de 10% Hz, 5% CO:2 y 85% No2. La placa se incub6 a 37 °C por 10 dias y posteriormente se
transfirié a una incubadora (37 °C, 5% CO2 y 95% humedad) para 28h de recuperacion normadxica.
En el dia 11 (después del periodo de recuperacion) se afiadieron 100 pyL de una solucién 1% de n-

decanal a cada pozo y la luminiscencia se detectd a 490 nm en un lector de placa CLARIOstar (BMG
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LABTECH, Ortenberg, Alemania). La CMI se defini6 como la concentracion minima del compuesto
requerida para alcanzar una reduccion en la luminiscencia del 90% con relacion a los controles

bacterianos sin tratamiento.

Citotoxicidad en células de mamifero: La linea celular Vero ATCC CCL-81 se cultivd en el medio
esencial minimo de Eagle (MEM) con 10% de suero fetal bovino (FBS) adicionado con penicilina y
estreptomicina. Las células Vero se prepararon y lavaron con una solucion 0.25% de tripsina-EDTA
1% en solucién salina balanceada de Hank (HBSS; pH 7.4). Después de verificar la morfologia por
microscopia y ajustar la densidad en 3 a 5x105 células/mL en MEM, 100 pL de la suspension celular
se incubaron con los compuestos de prueba a 37 °C por 72 h. La placa se revel6 con 20 uL de 0.6
mM de resazurina e incubada por 4h. La fluorescencia se midié a 530/590 nm. En este caso se
calculd la ICso para cada compuesto, definida como la concentracion efectiva para reducir la

fluorescencia en un 50% con respecto al control bacteriano.
4.15 Andlisis por Redes Moleculares.

Los archivos correspondientes a los espectros de masas de alta resolucion (HRESIMS-
MS/MS) de cada extracto analizado se convirtieron al formato mzML empleando el software de
ProteoWizard MsConvert (version 3.0.20239). Todos los archivos convertidos se cargaron en el
servidor web Global Natural Products Social (GNPS; gnps.ucsd.edu) empleando el programa FTP
Server version 5.17.16 (Microsoft Windows) y analizados empleando el flujo de trabajo publicado por
Aron y colaboradores.'® Los datos se filtraron removiendo todos los iones fragmentados MS/MS
entre £17 Da del precursor m/z. La tolerancia de masa de los iones precursores y la tolerancia de
los iones fragmentados MS/MS se ajustaron a 0.01 y 0.02 Da, respectivamente. La red se cred de
tal manera que los edges poseen un puntaje de coseno superior a 0.7 y mas de 5 picos alineados.
Posteriormente, los edges entre dos nodos se conservaron en la red si cada uno de ellos concordaba
entre los 10 nodos mas similares entre si. Los espectros que conforman la red fueron comparados
frente la coleccion de espectros del GNPS. Esta coleccion fue filtrada de la misma forma que los
datos de entrada. De igual forma se emplearon las funciones MolNetEnhancer''® y Derreplicator+'1”

para el analisis de los datos.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Estudio quimico de Aspergillus spp.

5.1.1 Estudio quimico de Aspergillus sp. NCA276.

A partir del primer extracto del hongo Aspergillus sp. se obtuvo el producto 1, el cual
pertenece a la familia estructural de las aspocalasinas. Posteriormente, del segundo extracto se
obtuvieron los productos 2-5, donde 2 y 3 pertenecen a la misma familia estructural que 1, mientras
que 4 es un compuesto derivado de fenilalanina y 5 resulté ser una butirolactona. Todas las
estructuras se elucidaron gracias a los espectros de RMN 'H, '3C y HRESIMS principalmente, y la
comparacion de los datos espectroscopicos y espectrométricos observados con los presentes en

trabajos previos a esta investigacion.

La férmula molecular del compuesto 1 se dedujo como C24H3sNOs (IDH=8, calculado para
C24H3sNO3, A=—2.0 ppm) con base en los iones m/z 386.2682 [M+H]* y 384.2543 [M—H]- obtenidos
por HRESIMS (Figura 38). El espectro de RMN de 'H (Figura 37) exhibi6 las siguientes sefiales:
tres sefiales simples ensanchadas &1 5.99 (s), 5.44 (s) y 3.79 (s) correspondientes a un H de amida,
un protoén olefinico y un metino base de oxigeno, respectivamente; siete metinos 64 3.10 (dt, J=10.5,
3.4 Hz), 3.02 (q, J=8.9 Hz), 2.94 (dd, J=12.0, 8.8 Hz), 2.63 (dd, J=5.0, 4.0 Hz), 2.42 (d, J=11.9 Hz),
236 (m) y 1.57 (m); un metileno desapantallado o 2.53 (d, J=9.0 Hz), cuatro metilenos
diasterotopicos (los cuales fueron asignados mediante el experimento HSQC; Figura 39) 6+ 1.91 (m,
H-17a), 1.72 (m, H-16b), 1.72 (m, H-10b), 1.65 (m, H-17b), 1.65 (m, H-15a), 1.52 (m, H-15b), 1.49
(m, H-16a), 1.28 (m, H-10a) y 5 metilos 1.76 (d, J=1.8 Hz), 1.18 (s), 1.15 (d, J=7.2 Hz), 0.95 (d, J=6.5
Hz) y 0.92 (d, J=6.5 Hz). Los datos obtenidos por RMN de 3C demostraron la presencia de un grupo
funcional cetona &c 211.4, una amida &c 174.1, dos carbonos con hibridacion sp? & 139.6 y 127.6,

dos carbonos base de heteroatomo &c 82.4, 80.6, un carbono cuaternario &c 64.2, siete metinos o&c
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52.2, 52.0, 44.6, 41.3, 36.7, 35.2 y 25.2; 5 metilenos &c 47.6, 43.2, 39.5, 29.5, 17.3 y 5 metilos &
24.0, 23.8, 21.4, 20.4 y 13.8. El resumen de las constantes espectroscopicas de los productos 1-3

se muestran en la Tabla 21.
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Figura 37. Espectro de RMN '"H y RMN *3C (CDCls, 400 y 100 MHz) del producto 17-desoxi-aspergilina PZ
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Figura 38. Espectros de HRESIMS y perfil de UV de los productos 1-5.
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El espectro HMBC (Figura 40) mostré la correlacion de un nucleo de isoindolona (H4/C1; NH/C3;
NH/C9) con un grupo isopropilo en la posicién 3, y un macrociclo entre 8 y 9 (H4/C21; H12/C8 y
NH/C9). Estos arreglos estructurales se observan en el prototipo estructural de las aspocalasinas.
Las correlaciones entre H20/C18 y H20/C13 sugirieron un enlace entre C13 y C19, formando un
sistema de cuatro anillos, el cual es poco comun en este tipo de compuestos. Adicionalmente, la
férmula calculada posee 3 oxigenos unicamente, por lo que se sugirid un epoxido entre las
posiciones 14 y 18. El analisis detallado de estos espectros, aunado a los experimentos
bidimensionales (HSQC, HMBC, COSY y NOESY, Figuras 39-42 ), permitieron identificar a este
producto como un derivado reducido en la posicién 17 de la aspergilina PZ, el cual unicamente se
habia aislado por Ding y colaboradores,'? obtenido a partir de un medio de fermentaciéon de una
especie que probablemente pertenezca al género Aspergillus, previamente habia recibido el nombre
de F14945-D1, por lo que en este trabajo se nombrara como 17-desoxi-aspergilina PZ (1). La
obtencion de los experimentos de RMN bidimensionales, asi como la determinacion de su

configuracion absoluta son hallazgos inéditos pertenecientes a este trabajo.
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Figura 39. Espectro de HSQC (CDCIs) del producto 17-desoxi-aspergilina PZ (1).
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Figura 42. Espectro de NOESY (CDCls) del producto 17-desoxi-aspergilina PZ (1).

Se procedié a determinar la configuracion absoluta de la 17-desoxi-aspergilina PZ (1) mediante el
andlisis cristalografico por difraccién de rayos X, obteniendo un parametro de Flack de 0.08(10).
Como resultado, la configuracibn  absoluta observada para este compuesto
(3S,3aR,45,6aS,8aS,9R,13S,13aR,13bR) es similar que la observada en prototipos estructurales

previamente descritos (Figura 43, Tabla 21).12!

(b)
Figura 43. (a) Cristal obtenido a partir del compuesto 1 (b) Grafica de desplazamiento elipsoidal (50% de
probabilidad) a 100(2) K del compuesto 1.
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Tabla 21. Datos cristalograficos y coleccion de parametros para el compuesto 17-desoxi-aspergilina PZ (1).

Formula C24H35NO3
T (K) 100(2)
Peso molecular 385.53
Sistema cristalino ortorombico
Grupo espacial P 212424
a, A 10.57334(18)
b, A 11.1937(2)
c, A 18.0740(3)
a, deg 90
p, deg 90
v, deg 90
Vv, A3 2139.14(6)
V4 4
Radiacion (4, A) CuKo. (1.54178)
dcalcd, ge.cm—3 1.197
F(000) 840

Tamario del cristal (mm3)

0.24 x 0.17 x 0.08

rango theta de coleccién de datos

4.646 a 67.234°

4, mm™’ 0.611

No. de datos unicos 3838
Completitud a theta 100%

No. de restricciones 0

No. de parametros refinados 258
GLen FP? 1.028
R1a 1> 20()] 0.0333
R12(todos los datos) 0.0375
wR2P (todos los datos) 0.0848

Mayor diferencia pico y agujero

0.169y -0.154 e.A-3

_ ZliRl-IR

a ||.b —
R1 Sl wR2

A continuacioén, el producto 2 presento los iones moleculares de 402.2630 [M+H]* y 400.2501 [M—
H]- en el andlisis por UPLC-HRESIMS, la cual difiere en +16 uma con respecto al producto 1 (Figura
37), y calculando para este caso una formula de C24H3sNO4 (IDH=8, calculado para C24H3sNOa4,
A=-2.2 ppm). El espectro de RMN 'H mostré similitud con el del producto 1 (Figura 44), las Unicas
diferencias observadas fueron la aparicion de un metino base de oxigeno & 3.64 (d, J=3.3 Hz) en
lugar del metileno en la posicion 17, asi como el desplazamiento de H-19 hacia campos bajos
3.25 (q, J=9.1 Hz). Por lo que, considerando la diferencia de masa con 1, se propone la estructura
de la aspergillina PZ (2).121.122
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Figura 44. Espectro de RMN '"H y RMN '3C (CDCls, 400 y 100 MHz) del producto aspergillina PZ (2).

Para la determinacion estructural del compuesto 3, el analisis por UPLC-HRESIMS (Figura 37)
revelod los iones m/z 402.2629 [M+H]* y 400.2496 [M-H]-, que permiten la féormula molecular
C24H35NO4 (IDH=8, calculado para C24H3sNO3, A=—2.4 ppm) siendo un isdmero del compuesto 2. Sin
embargo, el analisis por RMN 'H de este producto (Figura 45) mostré sefiales de cuatro hidrégenos
vinilicos en 1 7.11 (d, J=16.5 Hz), 6.38 (dd, J=16.6, 4.9 Hz), 5.92 (d, J=10.7 Hz) y 5.41 (s); uno de
amida en &4 6.43 (s); dos metinos base de oxigeno en &1 4.57 (s) y 3.76 (s); cinco metinos &4 3.15
(m), 3.00 (dd, J=5.4, 2.6), 2.90 (d, J=10.2 Hz), 2.48 (m) y 1.53 (m); dos metilenos en &4 2.14 (2H, m)
y 1.16 (2H, m); un metileno diasterotopico en 64 2.05 (m) y 1.45 (m); y cinco metilos en 64 1.75 (s),
1.29 (s), 1.22 (d, J=7.2 Hz), 0.89 (d, J=6.4 Hz) y 0.88 (d, J=6.5 Hz). Mientras tanto en el espectro de
RMN '3C se observaron dos carbonilos: uno de cetona & 197.7 y uno de amida & 175.4; seis
carbonos con hibridacién sp? que representan tres dobles ligaduras &c 142.0, 140.5, 137.5, 129.7,
125.8 y 124.2; dos carbonos base de oxigeno oc 79.4, 75.7 y un carbono cuaternario éc 68.4; cinco
metinos o&c 51.4, 49.6, 43.7, 35.2 y 25.1, tres metilenos &c 48.4, 39.6, 29.3 y cinco metilos & 23.7,
21.6, 20.1,15.7 y 13.6. Estos datos son consistentes con los descritos en la literatura para el producto

aspocalasina D (3).12% 124 E| resumen de las constantes espectroscépicas de estos tres productos se

encuentran en la Tabla 22.
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Tabla 22. Datos espectroscopicos de los compuestos 1-3 (CDCls).

_— 1 2 3
Posicion oc 100 MHz on 400 MHz J(Hz) oc 100 MHz on 400 MHz J(Hz) oc 100 MHz on 400 MHz J(Hz)
1 174.1 - 174.0 - 175.4 -
2-NH - 599, s - 6.61,s - 6.43, s
3 52.0 3.10,dt (10.5, 3.4) 52.1 2.61,t(4.3) 51.4 3.15,m
4 52.2 2.63,dd (5.0, 4.0) 52.0 3.08,dd (104, 3.2) 49.6 3.00,dd (5.4, 2.6)
5 35.2 2.36, m 35.2 2.34, m 35.2 2.48, m
6 139.6 - 139.9 - 140.4 -
7 127.6 544, s 127.3 5.40, s 125.8 541,'s
8 36.7 2.42,d (11.9) 36.7 2.42,d(11.8) 43.7 2.90,d (10.2)
9 64.2 - 64.3 - 68.4 -
1.28, m 1.67, m 1.16, m, 2H
10 47.6 172 m 38.7 1,56 m 48.4
11 13.8 1.15,d (7.2), 3H 13.7 1.14,d (7.2), 3H 13.6 1.22,d(7.2), 3H
12 20.4 1.76,d (1.8), 3H 20.4 1.76, s, 3H 20.1 1.75, s, 3H
13 44.6 2.94,dd (12.0, 8.8) 44 4 2.84,dd (12.0,9.2) 124.2 5.92,d (10.7)
14 82.4 - 82.1 - 137.5 -
1.65, m 1.27,dd (10.5, 2.9) 2.14, m, 2H
15 39.5 152 m 47.6 1.70. m 39.6
1.49, m 1.67, m 1.45, m
16 29.5 1.72, m 26.9 1.96, m 29.3 2.05,m
17 17.3 1.91, m 83.5 3.64,s 79.4 3.76, s
1.65, m
18 80.6 3.79, s 68.1 3.77, s 75.7 457, s
19 41.3 3.02,9(9.0) 36.4 3.25,9(9.2) 141.9 6.38, dd (16.5, 4.9)
20 43.2 2.53,d (9.0) 42.9 2.52,d(9.2) 129.7 7.11,d (16.5)
21 211.4 - 211.0 - 197.7 -
22 25.5 1.57, m 25.3 1.55, m 25.1 1.53, m
23 24.0 0.92,d (6.5) 24.0 0.93,d (6.6), 3H 21.6 0.89, d (6.5), 3H
24 21.4 0.95,d (6.5) 21.3 0.90,d (6.6), 3H 23.7 0.88,d (6.5), 3H
25 23.8 1.18, s, 3H 22.7 1.19, s, 3H 15.7 1.29, s, 3H
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Figura 45. Espectro de RMN 'H y 3C (CDCls, 400 y 100 MHz) del producto aspocalasina D (3).

Por otra parte, para la caracterizacion estructural del producto 4 se observaron los iones moleculares
de m/z 507.2279 [M+H]* y 505.2136 [M—-H]~ obtenidos por HRESIMS (Figura 37), calculando una
férmula molecular de Cs2H30N20s (IDH=19, calculado para Cs2H31N20s, A=+0.1 ppm). La clave
principal para la identificacion de este compuesto fue el patron de fragmentacion de la especie m/z
507.2279, obtenido por HRESIMS?, en él se aprecié un pico base de m/z 238.1225, asi como los
iones 256.1331, 224.1069 y 105.0335 (Figura 46). Estos iones coincidieron con los descritos
previamente por Garg y colaboradores para el asperfenamato (4).'?> De manera adicional, la
confirmacién de la identidad quimica se realizé por el espectro de RMN 'H (Figura 47), en el cual se
apreciaron sefiales que integran para 20 protones aromaticos o 7.20-7.70 ppm, asi como dos
hidrégenos de amida 614 6.66 (d, J=8.2 Hz) y 6.56 (d, J=8.2 Hz), dos metinos base de nitrégeno &
4.92 (qd, J=6.8, 1.7 Hz), 4.62 (dddd, J=11.8, 8.3, 5.9, 2.2 Hz) y tres metilenos diasterotdpicos o1 4.55
(ddd, J=11.3, 3.5, 1.7 Hz) y 4.03 (ddd, J=11.4, 4.1, 1.5 Hz); 3.29 (dd, J=13.9, 6.4 Hz) y 3.21 (dd,
J=13.9, 7.1 Hz); 3.00 (dd, J=13.9, 6.6 Hz) y 2.89 (dd, J=13.9, 8.3 Hz).

53



"""""""" m/z
100 s 2241069

90

80

70 m/z
105.0335

60

: m/z
50 o) P 238.1225

i105.0335; L
40 T 256.1331

Relative Abundance

30

117.0699 {224.1069)
[134.0064 256.1331 |

20

T T 1 [ T 1 T 1 T 17T

910543 1 || | 169.1667 271.9859 370.6343
T T ! T
400 450 500

0 I TI T T 1T T T T 1 L L L L L
50 100 150 200 250 300 350
m/z

Figura 46. Patron de fragmentacion por HRESIMS? del producto asperfenamato (4).
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Figura 47. Espectro de RMN 'H (CDCls, 600 MHz) del producto asperfenamato (4).

Finalmente, el analisis del producto 5 por UPLC-HRESIMS revel6 la presencia de los iones m/z
371.1124 [M+H]* y 369.0681 [M—H]- (Figura 37), calculando una férmula molecular de C20H1s07
(IDH=12, calculado para C2H1907, A=-0.3 ppm). En el espectro de RMN 'H (Figura 48) se
observaron cuatro sefales que integran para ocho hidrégenos aromaticos en &+ 7.54 (2H, d, J=8.8
Hz), 6.90 (2H, d, J=8.8 Hz), 6.71 (2H, d, J=8.5 Hz), y 6.60 (2H, d, J=8.8 Hz); un metileno
diasterotopico en &4 3.54 (d, J=14.7 Hz) y 3.42 (d, J=14.7 Hz) y dos metoxilos en &4 3.80 (6H, s). El
espectro de RMN '3C mostré sefales atribuibles a dos carbonilos de tipo éster & 169.8 y 167.7;
doce carbonos aromaticos, de los cuales dos poseen funciones oxigenadas &c 157.4 y 155.1; ¢
141.1, 136.2, 131.8, 129.9, 124.7, 121.9, 116.1 y 115.0; un carbono base de oxigeno & 85.1; dos
metoxilos &c 58.7 y 53.8 y un metileno &c 38.8. Cabe mencionar que la sustitucion de los metoxilos
fue asignada vecina a las posiciones 2 y 6 de la butirolactona mediante el experimento HMBC. Estas
evidencias proporcionaron la informacién suficiente para identificar este producto como la 2-O-
metilbutirolactona 1l (5).126 El resumen de las constantes espectroscopicas observadas para los

compuestos 4 y 5 se muestran en la Tabla 23.
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Figura 48. Espectro de RMN 'H y 3C (CDCls, 400 y 100 MHz) del producto 2-O-metilbutirolactona Il (5).

Tabla 23. Datos espectroscopicos de los compuestos 4 y 5 (CDCls).

- 4 " 5
Posicion 51600 MHz J(Hz) Posicion =200 MHz 51400 MHz J(Hz)

NH 6.66, d (8.2) 1 167.7 -

NH 6.56, d (6.3) 2 1411 -

1a 4.55,ddd (11.4,4.1,1.5) 3 136.2 -

1b 4.03,ddd (11.4,4.1,1.5) 4 85.1 -

2 4.62, dddd (11.8, 8.3, 5.9, 2.2) 5 38.8 3.54,d (14.6)
2 4.92 qd (6.8, 1.7) : 3.42,d (14.6)
3a 3.00 dd (13.6, 6.6) 6 169.8 -

3b 2.89,dd (13.9, 8.3) 1' 124.7 -

3a’ 3.29,dd (13.9,6.4) 2' 131.8 6.71,d (8.5)

3b’ 3.21,dd (13.9, 6.4) 3 115.0 6.60, d (8.5)

4 7.51,1d (7.6, 1.9) 4' 155.1 -

59 7.40, td (7.4, 2.0), 2H 5 115.0 6.60, d (8.5)
5,67, 8,9 7.22, m, 5H 6' 131.8 6.71,d (8.5)
6, 7’12.', 11% 15, 7.31, m, 7H 1" 121.9 ;

12, 16 7.70,d (7.8), 2H 2"/6" 129.9 7.54,d (8.8), 2H
12',16' 7.65,d (7.8), 2H 3"/5" 116.1 6.90, d (6.9), 2H
14' 7.43,td (7.9, 2.2) 4" 157.4 -
2-MeO 58.7
6-MeO 53.8 3.80 (s), 6H
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5.1.2 Estudio quimico de Aspergillus sp. NCA264.

A partir del organismo Aspergillus sp. NCA264 fue posible el aislamiento de tres productos
de naturaleza aromatica, los productos 6 y 7 son sesquiterpenoides de tipo bisabolano, mientras que
8 es un oxidibenzenoide.

HO,C

OH bH

Para la elucidacion estructural de los compuestos 6 y 7, el espectro de HRESIMS (Figura 49) se
observaron los iones correspondientes a la molécula desprotonada en m/z 263.1286 [M—-H]-y m/z
265.1442 [M—H]-, respectivamente, los cuales son consistentes con la férmula molecular C15H2004
(IDH=6, calculado para C1sH1904, A=—1.1 ppm) para el compuesto 6 y C1sH2204 (IDH=5, calculado
para CisH2104, A=-0.3 ppm) para el compuesto 7. Estos dos compuestos se encuentran
relacionados y pertenecen a la misma familia estructural debido a que ambas moléculas poseen tres
maximos de absorcién en el UV (214, 240 y 300 nm).

247.1326 263.1286
m1°° [M-OH] 100 M-
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6 <
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Figura 49. Espectros de HRESIMS y perfil de UV de los productos 6-8.
El espectro de RMN de 'H del compuesto 6 (Figura 50) reveld sefiales de un anillo aromatico
trisustituido en 6n 7.47 (dd, J=8.1, 1.4), 7.37 (d, J=1.3 Hz) y 7.24 (d, J=8.1 Hz), un vinilo terminal &
4.61 (s) y 4.65 (s), tres metilenos, dos de ellos diasterotdpicos en o4 1.95 (dd, J=13.0, 3.7 Hz) y 1.77
(dt, J=13.7,4.6 Hz); 1.47 (m) y 1.32 (m); 1.96 (m) y dos metilos desapantallados en &4 1.62 (s) y 1.60
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(s)- En contraste, el compuesto 7 presentdé como principales diferencias la desaparicién de las
sefiales del vinilo terminal y el metilo en 64 1.62, la sefial de metileno se vio desplazada hacia campos
altos en &4 1.15 (m, 2H) y también, la apariciéon de dos sefiales: un metino en &4 1.49 (sept, J=6.6

Hz) y una sefial doble en ¢4 0.82 (d, J=6.6 Hz, 6H).

En el experimento de RMN de 'C del producto 6 (Figura 51) se identificaron 13 sefales
correspondientes a un carbono de &cido carboxilico en & 175.8, cuatro sefiales de naturaleza
aromatica en & 156.8, 127.6, 121.5 y 118.6; dos carbonos de tipo sp? en & 146.7 y 110.6; un
carbono cuaternario base de oxigeno en ¢&c 77.8; tres sefiales asignables a metilenos en &c 42.9,
39.0 y 23.0 y dos a metilos en &c 28.8 y 22.3. Los carbonos restantes para satisfacer la férmula
molecular (C1sH2004) fueron asignados mediante las correlaciones observadas en el espectro de
HMBC y sus desplazamientos quimicos fueron asignados en &c 137.2 y 133.5 (Figura 52). En
comparacion, el espectro de RMN '3C del producto 7 presentdé como principales diferencias, la
aparicion de sefiales de metino en & 28.8 y de metilo en & 22.9, sustituyendo las de carbonos sp?

previamente descritas.

Todas las sefales antes mencionadas fueron consistentes con las descritas para los acidos 11-
dihidrosidénico (6) y sidonico (7), metabolitos aislados previamente de especies de Aspergillus y

Penicillium.127.128
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Figura 50. Espectro de RMN 'H (MeOD-ds, 700 MHz 6; CDCl3, 400 MHz 7) de los productos acido 11-
dihidrosidoénico (6) y acido sidénico (7). *Impurezas
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11-dihidrosidoénico (6) y &cido sidonico (7). *Impurezas
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Figura 52. Correlaciones observadas para los carbonos C-2 y C-5 en el espectro de HMBC del
compuesto 6.

Por otra parte, la férmula del compuesto 8 fue calculada como C14H14O3 (IDH=8, calculado para
C14H1503, A=-0.7 ppm), en relaciéon con los iones moleculares observados 231.1014 [M+H]* y
229.0863 [M-H] en el espectro de HRESIMS (Figura 49). El espectro de RMN 'H (Figura 53) mostré
senales de un sistema aromatico trisustituido con constantes de acoplamiento de tipo meta o1 6.40
(t, J=2.6 Hz, 4H) y 6.29 (t, J=2.1 Hz), asi como una sefal de hidroxilo &+ 5.16 (s) y un metilo sobre
anillo aromatico s4 2.26 (s). De manera complementaria, el espectro de RMN '3C mostré sefiales
concordantes con 6 carbonos arométicos & 158.1, 156.5, 141.1, 112.3, 111.3 y 103.6 y un metilo &
21.6. Basandose en la férmula calculada, las sefales previamente descritas so6lo explicaron la mitad

de la molécula, por lo que se propuso una molécula que presentara un eje de simetria, asignando la
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identidad de 8 como el diorcinol.'?® El compendio de las constantes espectroscépicas observadas
para los productos 6—8, se muestra en la Tabla 24.
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Figura 53. Espectro de RMN '"H y RMN '3C (CDCls, 400 y 100 MHz) del producto diorcinol (10).

Tabla 24. Datos espectroscopicos de los compuestos 6-8.

6 7 8
Posicion ~ & 175 & 100 , Posicion 5100 61400 MHz
oY aT00MHZ J(Hz)e TR0 61400 MHz J(H2) e ey
a ~  158.1,
1 156.8 156.9 11,33 220
2 137.2 137.8 2,2 103.6 6'29’2tH(2'1)'
3 1276 724,d®1) 1277 7.07,d(8.2) 46,46 111112% 6'40’4tH(2'6)'
4 1215 7.43,dd (81,14) 121.5 753, dd (8.2, 1.0) 5.5 1411
5 1335 132.0 g'\l’\'ﬂ‘z 216 226, 6H
6 1186 737, d(13) 1186 755, s 3-OH, 3-OH 516, s, 2H
7 77.8 77.9
1.77,dd (13.0, 4.6) 185, m
8 429 95 dd (13.0,3.7) *36 192, m
147, m
9 23.0 3 29.0 1.29, m, 2H
0 39.0 1.96, m, 2H 405 115, m, 2H
11 146.7 28.8 _ 1.49, hept (6.6)
4615

12 1106 4.65.s 229 82 d(6.6), 6H
13 223 162, s, 30 229
14 288 1.60, s, 3H 23.0 167, s, 3H

COOH _ 175.8 170.2

@ Registrado en MeOD-d.; ® Registrado en CDCl3
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5.1.3 Estudio quimico de Aspergillus sp. NCA257.
A partir del estudio quimico del hongo Aspergillus NCA257, se logré el aislamiento del

compuesto 9 el cual pertenece a la clasificacién quimica de los bis-indolil benzenoides.

La férmula molecular C26H24N204 calculada para el producto 9, se establecio con base en los iones
m/z 429.1800 [M+H]* y 427.1662 [M-H]" (IDH=16, calculado para C26H24N204, A=—2.1 ppm; Figura
54). En el espectro de RMN 'H (Figura 55) se observaron pocas sefiales que no son congruentes
con el IDH de 16, lo que sugiere que se trata de una molécula simétrica. En o4 3.54 se observa una
sefial que integra para 6 hidrégenos y que se relaciona con la presencia de 2 grupos metoxilo,
ademas de sefiales caracteristicas de un nucleo bis-indolil benzenoide en o4 7.16-7.67. La
comparacién de estos datos con los descritos en la literatura especializada permitié establecer la
identidad del producto 9 como el éter dimetilico del asterriquinol D,'30.13' |os desplazamientos

quimicos observados se muestran en la Tabla 25.

429.1800 309.2072
100 . 100
. [M+H]
g 80 80
5
g
9 5 60 60
2
o 40 40 [M-HJ”
2 427.1662
e J042%97 [ 4611607 2489605 | 384.9355(459.1564
2371116 3042991 N\ 1| 7 5191495  670.3783 7484017 8793344 | 1 | SOMISS T OPT  588.8980 656.8858  793.5146
0Ly S D bl e e b 2 SR BERRIE RSN I e S
300 400 500 600 700 800 200 300 400 500 600 700
m/z m/z
100, 22246
80
60
40
28222
20
394.57 426.84 467.47
[0 e o e e e I LA B e s e e e e
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wavelength (nm)

Figura 54. Espectro de HRESIMS y perfil de UV del producto 9.
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Figura 55. Espectro de RMN 'H (CDCIs, 400 MHz) del producto éter dimetilico del asterriquinol D (9).

Tabla 25. Datos espectroscopicos del compuesto 9 (CDCls).
9
o4 400 MHz J(Hz)
2-OCH3s 3.54,s, 12H
1 8.36, s, 2H
7.44,d (3.5), 2H
7.67,d (7.8), 2H
7.16,dd (9.0, 7.0), 2H
7.23, m, 2H
7.45,d (8.9), 2H

Posicién

~N|oalsN
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5.2 Estudio quimico de Stachybotrys sp. NCA252

A partir del fraccionamiento del extracto organico del hongo Stachybotrys sp. NCA252 se
logro el aislamiento de los productos 10-15. El producto 10 pertenece a la clase de las isocumarinas,
mientras que 11 y 12 son diterpenos de tipo dollabelano y los productos 13-15 poseen un esqueleto

de fenilespirodrimano.

1: R=H
12: R =0OMe

10

La formula molecular del compuesto 10 C11H1203, fue calculada con base en los iones m/z 215.0675
[M+Na]* y 238.8703 [M-H+HCOQ] (Figura 56) (IDH=6, calculado para C11H1203Na, A=+2.0 ppm).
En el espectro de RMN 'H (Figura 57) se observaron tres sefiales de un sistema aromatico con
acoplamiento de tipo orfo én 6.91 (d, J=7.5 Hz), 6.79 (d, J=8.5 Hz) y 7.44 (dd, J=8.4, 7.6 Hz), una
sefial multiple para un oximetino &4 4.55 (dqd, J=10.7, 6.3, 3.6 Hz), un metileno diasterotdpico o
2.84 (dd, J=16.1, 3.5 Hz) y 2.91 (dd, J=16.1, 10.3 Hz) y dos sefales simples correspondientes a un
metoxilo y a un metilo &+ 3.94 (s) y 1.48 (d, J=6.3 Hz), respectivamente. En el espectro de RMN 3C
se observaron las sefales correspondientes a un carbonilo de delta-lactona & 162.9, asi como
sefales de seis carbonos aromaticos éc 161.3, 142.1, 134.6, 119.3, 113.8 y 111.0 y dos carbonos
base de oxigeno & 74.9 y 55.3. Estas evidencias en conjunto permitieron identificar al compuesto
10 como la O-metilmeleina,’3? el cual no habia sido descrito previamente como producto de este

género fungico.
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Figura 56. Espectros de HRESIMS vy perfil de UV de los productos 10-15.
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Figura 57. Espectro de RMN 'Hy '3C (CDCls, 400 y 100 MHz) del producto O-metilmeleina (10).

Tabla 26. Datos espectroscopicos de los compuestos 10-12 (CDCl3).

10 1 12
Posicion & 100 B 400 MHz J(Hz) Posicion 1400 MHz J(Hz) & 100 84400 MHz J(Hz)
MHz MHz
1 162.9 1 84.8
2 2a 1.80, m 39.2 1.67, m
3 74.2  4.55,dqd (10.7, 6.3, 3.6) 2B 2.47,ddd (11.4, 5.8, 3.0) 2.06, dd (13.6, 5.5)
3-Me 20.8 1.48,d (6.3) 3a 1.60, ddd (14.3, 7.0, 4.3) 26.7 1.67,dd (13.1, 2.7)
4B 36.2 2.84,dd (16.1, 3.5) 3B 1.89, td, (13.5, 2.6) 1.88,td (13.4, 2.5)
4a ) 2.91, dd (16.1, 10.6) 4 112.5
4a 142.1 5 146.0
5 119.3 6.79,d (7.6) 6 2.27,d (13.4) 47.8 2.25,d (12.2)
6 134.6 7.44,dd (8.5, 7.6) 7 5.30,d (4.0) 81.1 5.27,d (4.1)
7 111.0 6.91,d (8.5) 8 1341
8 161.3 9 5.69, dd (12.0, 5.3) 129.5 5.61,dd (12.3,4.9)
8-OMe 56.3 3.94,s,3H 10a 1.70, m 24.8 1.49, dd (6.2, 4.0)
8a 113.8 108 2.16 (m) 1.98,dd (13.4, 2.5)
11 2.84,dd (8.0, 2.5) 43.5 2.91,d(8.1)
12 145.3
13 5.89,d (2.8) 141.9 -
14 161.3
15 1.26, s, 3H 20.9 1.33, s, 3H
16 1.75,d (1.8), 3H 15.0 1.75,s, 3H
17 1.24,s, 3H 17.7 1.74, s, 3H
18 2.68, dt (13.4, 6.8) 29.3 2.54, dt (13.8, 6.9)
19 1.20,d (6.7), 3H 20.3 1.33,d (6.7), 3H
20 1.21,d (6.7), 3H 20.6 1.31,d (6.8), 3H
21 3.26,d (11.1) 57.4 3.27,d (11.1)
22 105.4
23 1.24,s, 3H 26.1 1.74,s, 3H
24 171
13-OMe 59.4 3.72,s,3H
OH - 241,s
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Por otra parte, la formula molecular calculada para el producto 11 fue C24H3206 (IDH=9, calculado
para C24H3306, A=—1.6 ppm), con base en el andlisis de los iones m/z 417.2265 [M+H]* y 461.2182
[M+HCOO]~ (Figura 56). En el espectro de RMN 'H (Figura 58) se observaron las sefales
correspondientes a seis metilos 51 1.30—1.80, dos metinos con hibridacion sp? 4 5.89 (d, J=2.8 Hz),
5.69 (dd, J=12.0, 5.3 Hz) y cuatro metinos con hibridacion sp?, de los cuales uno es base de oxigeno
&4 5.30 (d, J=4.0 Hz), 3.26 (d, J=11.1 Hz), 2.84 (dd, J=8.0, 2.5 Hz) y 2.27 (d, J=13.4 Hz).

El producto 12 presento los iones m/z 447.2374 [M+H]* y 445.2127 [M—H]~, calculando con ellos una
formula molecular de C2sH3407 (IDH=9, calculado para C2sH3507, A=—0.7 ppm), la cual difirid en +30
uma (CH20) con respecto a 11 (Figura 58). En comparacion con lo anterior, el espectro de RMN 'H
de 12 (Figura 58) presentd gran similitud, destacando en este caso la presencia de una seial
asignable a un grupo metoxilo 64 3.72 (s) y la desaparicion del metino en la posicion 13. Por otra
parte, el espectro de RMN '3C revel6 25 sefiales asignadas de la siguiente manera: dos carbonilos
de éster &c 171.0y 161.3, seis carbonos sp? & 146.0, 145.3, 141.9, 134.1, 129.5y 112.5, un carbono
de un grupo hemicetal &c 105.4, tres carbonos base de oxigeno oc 84.8, 81.1 y 59.4, un carbono alfa
a un grupo carbonilo & 57.4, tres metinos &c 47.8, 43.5 y 29.3, tres metilenos &c 39.4, 26.7y 248 y
seis metilos & 26.1, 20.9, 20.6, 20.3, 17.7 y 15.0. Estas evidencias en conjunto permitieron la
identificacién de los compuestos atranona A (11) y atranona B (12), los cuales habian sido descritos
como producto de Stachybotrys atra.'® Los desplazamientos quimicos de los compuestos 10-12 se

encuentran en la Tabla 26.
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Figura 58. Espectro de RMN 'H (CDClI3, 400 MHz) del producto atranona A (11) y espectros de RMN 'H y
13C (CDCl3, 400 y 100 MHz) del producto atranona B (12).

O]

13: R=Ac
15: R=H

Para la caracterizacion estructural del producto 13, los iones m/z 429.2272 [M+H]* y 427.2127 [M-H]~
en los espectros de HRESIMS (Figura 56) fueron consistentes con la férmula molecular C2sH3206
(IDH=10, calculado para C25H330s, A=+0.1 ppm). En el espectro de RMN 'H (Figura 59) se observo
un hidrégeno aromatico &+ 6.93 (s), un oximetileno & 5.14 (d, J=14.8 Hz) y 5.30 (d, J=14.8 Hz), un
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oximetino ¢1 4.64 (t, J=2.4 Hz) y cinco sefales asignables a grupos metilo, uno de estos de un grupo
acetato o4 1.02 (s), 0.93 (s) 0.92 (s), 0.75 (d, J=6.5 Hz) y 2.04 (s), respectivamente. En igual forma,
el espectro de RMN '3C presenté sefales asignables a dos carbonilos de éster &c 172.1y 170.9, seis
carbonos aromaticos & 155.7, 153.9, 127.5, 120.4, 118.8 y 103.5, tres carbonos base de oxigeno,
de los cuales uno de tipo espiro & 78.1, 68.1 y 99.6, cinco metilenos &c 31.8, 30.9, 25.0, 22.4 y 20.8,
dos metinos 6c41.0 y 36.9 y cinco metilos éc 15.7, 27.9, 22.0, 16.1 y 21.4, uno de ellos unido a un
carbonilo. Todas estas sefiales fueron idénticas para las descritas en la literatura para el acetato de
stachybotrolida (13).134.135
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Figura 59. Espectros de RMN 'H y 3C (CDClIs, 400 y 100 MHz) del producto acetato de stachybotrdlida (13).

El andlisis comparativo de los espectros de RMN 'H de los productos 14 y 15 permitioé apreciar que
estos pertenecen a la misma clase estructural que 13 debido a las similitudes observadas (Figura
60). El producto 14 presentd un ion protonado m/z 429.2274 [M+H]" similar al observado en 13
(Figura 56) y, por lo tanto, se calculé la misma formula molecular C2sHs206 (IDH=10, calculado para
Ca2s5H3306, A=+0.5 ppm), revelando que se trata de un isémero estructural. El analisis comparativo
entre los espectros de RMN 'H (13 y 14) presenté como diferencia principal para 14 la apariciéon de
dos sefiales simples en o4 10.45 y 10.68, correspondientes a dos grupos aldehido, ademas de la
desaparicion de la sefal del oximetileno de la lactona en la posicion 8. Cabe mencionar que este
producto fue inestable durante el periodo de registro de los espectros de RMN y se indujo la

formacion de la lactona, este fenédmeno habia sido descrito con anterioridad.3® A pesar de esto y

67



con base en las evidencias antes descritas, se propuso la identidad de 14 como el acetato del

stachybotrydial.34.136
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Figura 60. Analisis comparativo entre los espectros de RMN 'H (CDClIs, 400 MHz) de los productos acetato
de stachybotrdlida (13), acetato de stachybotrydial (14) y stachybotrélida (15).

Finalmente, el espectro de HRESIMS del producto 15 (Figura 56) presenté los iones m/z 387.2160
[M+H]*"y 385.2020 [M—H]~, correspondientes a la formula molecular C23H3005 (IDH=9, calculado para
Ca2s5H3306, A=—1.6 ppm), la cual difiere en =42 uma (C2H20) con respecto a 13. El espectro de RMN
'H de este producto fue muy similar al de 13 (Figura 60), la principal diferencia observada fue la

ausencia de la senal correspondiente al grupo acetato y el cambio en el desplazamiento de la sefal

del oximetino de la posicién 3 hacia campos altos. Estas diferencias, permitieron caracterizar a 15

como la stachybotrélida. 3%
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Tabla 27. Datos espectroscopicos de los compuestos 13-15 (CDCls).

. 13 14 15
Posicion oc 100 MHz 4400 MHz J(Hz) S+ 400 MHz J(Hz) S+ 400 MHz J(Hz)
1 25.0 1.12,dt (12.7,3.1) 1.65 (m) 1.89, ddd (14.2, 3.9, 2.4)
) 1.61, m 1.12 (m) 1.05, m*
2 208 1.45,dd (12.8, 8.2) 1.84 (m) 1.72,td (13.7, 3.5)
) 1.58, dd (6.3, 3.7) 1.62 (m) 1.55, m
3 78.1 4.64,1(2.43) 4.63 (s) 3.41,t(2.5)
4 371
5 41.0 2.08, m 2.14,dd (124, 2.6) 2.04,dd (12.1, 2.5)
1.45,ddd (12.2, 7.1, 3.2) 143, m
6 224 1.88, m, 2H 159 m 1.60 m
7 30.9 1.52, dd (12.24, 3.47) 1.68, m 1.49, m
) 1.61, m 1.54, m 1.57, m
8 36.9 1.83, m 1.88, m 1.81,dt(11.3,5.8)
9 99.6
10 42.3
11 31.8 2.90,d (17.2) 3.19,d (18.0) 3.22,d (17.1)
) 3.24,d (17.2) 2.88,d (17.4) 2.85,d (17.1)
12 15.7 0.75,d (6.52), 3H 0.80,d (6.5), 3H 0.71,d (6.5), 3H
13 27.9 0.92, s, 3H 0.92, s, 3H 1.00, s, 3H
14 22.0 0.93, s, 3H 0.94, s, 3H 0.87,s, 3H
15 16.1 1.02, s, 3H 1.04, s, 3H 1.01, s, 3H
1 118.8
2' 153.9
3 103.5 6.93, s 6.99, s 6.88, s
4' 120.4
5' 127.3
6' 155.7
7 170.9 10.45, s
, 5.14,d (14.8) 5.25,d, (14.9)
8 68.1 5.29,d (14.8) 1068, s 5.19,d (14.9)
1"-CO 1721
2"-CHs 214 2.04,s,3H 2.00, s, 3H
OH 6.51, s 6.29, s
*sobrepuesta

5.3 Estudios de metabolémica de los organismos sujetos a estudio.

Para estudiar de manera integral el perfil quimico de los organismos seleccionados, se
decidio emplear un estudio basado en el analisis de redes moleculares (RM) generadas a partir de
datos espectrométricos, debido a que en los ultimos tiempos este enfoque ha surgido como una
herramienta poderosa para procesar los datos de espectrometria de masas en tandem (MS?), con el
propédsito de identificar las moléculas presentes en los datos de HRESIMS? de los extractos

crudos.'37

Conceptualmente, las RM se basan en la organizacion y visualizacién de datos de masas obtenidos
en tandem, generando un mapa de similitud espectral y revelando la presencia de fragmentaciones
homologas, de esta manera, sus nodos tienden a permanecer juntos y crear clusteres de moléculas
analogas. Uno de los enfoques mas empleados es aquel en el que, partiendo de la primicia de que

los compuestos relacionados entre si por su estructura poseen un patréon de fragmentacion similar,
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se espera encontrar familias estructuralmente relacionadas que posean bioactividades similares, las
cuales estdn moduladas por diferencias estructurales menores (concepto de relacion estructura-

actividad).

En este caso, las RM fueron empleadas con el fin de explorar a detalle el potencial biosintético de
estos organismos, para lo que se emplea el MolNetEnhancer,''® una herramienta empleada
principalmente para extractos bacterianos y vegetales, debido a que existe un contenido menor sobre
metabolitos flngicos en estas bases de datos. Esta herramienta cual tiende a clasificar los clUsteres
obtenidos en familias estructurales y de esta manera, descifrar el metaboloma a través de diferentes

proyectos independientes in silico (VarQuest, MS2LDA, Dereplicator+).!"7

5.3.1 Aspergillus sp. NCA276.

El analisis de la RM de Aspergillus sp. NCA276 (Figura 61), la cual se conforma de 800
nodos agrupados en 50 clusteres, denot6 que la familia de compuestos que predominan son la de
los derivados del acido glutamico (moléculas de naturaleza peptidica) y la de las aspocalasinas. Para
este ultimo grupo mencionado, algunas de las identidades de las moléculas fueron imposibles de
asignar, debido a que son isémeros estructurales y al tener el mismo prototipo estructural, los
patrones de fragmentacion no se modifican de manera significativa. De igual forma, existen dos
clusteres pequefios (3 nodos) identificados, el primero dentro del grupo de derivados de la
fenilalanina, y el segundo descrito como anilidas. Las observaciones relevantes y compuestos

anotados durante esta investigacién se presentan en la Tabla 28.

Tabla 28. Anotaciones realizadas a partir de la red molecular de Aspergillus sp. NCA276.

lon
Compuesto observado Aducto Formula Masa exgcta Error (ppm)
d (m/z)

(m/z)
(117);‘1650)"'35"”9”'”3 PZ 386.268 [M+H]* C24H3sNO3 386.2695 -2.0
Aspergilina PZ (2)2° 402.263 [M+H]* C24H36NO4 402.2644 +1.3
Aspocalasina D (3)2° 384.253 [M-H20+H]* C24H34NO3 384.2538 +1.2
Asperfenamato (4)2¢ 507.228 [M+H]* Cs2H31N204 507.2284 +1.1
?1";’)‘1'}20"""fe””a'a”'“0' 256.133 [M+H]* CrsH1sNO> 256.1337 1.9
Aspocalasina | © 416.240 [M+H]* C24H34NOs 416.2437 +1.3
Aspocalasina K° 434.289 [M+H]* C25H40NOs 434.2906 +1.2
Flavicalasina N °© 434.253 [M+H]* C25H40NOs 434.2906 +1.2
Emerifenolicina F © 734.459 [M+H]* C44Hs4NOsg 734.4632 +0.8
Erythroskyrina © 456.235 [M+H]* C26H34NOs 456.2386 +1.2

a Compuesto aislado. ? Anotaciones hechas manualmente. ¢ Anotacion de GNPS. ¢ Valores del GNPS. ¢
Valores del analisis por UPLC-HRESIMS-MS/MS.

De manera general la familia de las aspocalasinas, a la cual pertenecen los compuestos 1-3 y otros
anotados mediante la base de datos del GNPS son metabolitos producidos por diferentes especies
de Aspergillus de los subgéneros Flavipedes (A. micronesiensis'® y A. flavipes,'® seccion

Flavipedes; A. polyporicola,'*® seccion Spelaei), Terrei (A. niveus,'*' seccién Terrei; A.

70



microcysticus'? seccion; Ambigui), Circumdati (A. elegans,*? seccion Steyniorum) y Nigri (A.
luchuensis antes A. awamori,'?? seccién Nigri). Asi como también son producidas por Mariannaea
elegans (antes Spicaria elegans;'*® Nectriaceae) y Trichoderma gamsii'?' (Hipocreaceae). Por otra
parte, el asperfenamato (4) es un compuesto de naturaleza aromatica que ha sido descrito en
diversos organismos productores de origen vegetal,'#* liquénico'® o fungico.'*5 Ademas de que el
compuesto identificado dentro del mismo cluster (N-benzoil-L-fenilalaninol; 19) es a la vez su
precursor biosintético.’*® Finalmente, la 2-O-metilbutirolactona Il (5) es un metabolito fungico
previamente descrito en hongos del género Aspergillus sp.,'?6.146 y fue imposible su localizacién
dentro de la red, debido a que su aislamiento se realizé a partir del segundo extracto. Del analisis
del primer extracto, no se encontré presente esta clase de metabolitos, a partir de los cuales se
obtuvieron los espectros de masas de alta resolucion (HRESIMS?) con los cuales se realizo el
analisis por RM.
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Figura 61. RM del extracto NCA276 Aspergillus sp. con MolNetEnhancer. La concordancia con los productos
aislados y con la base de datos del GNPS se realizé6 empleando Parent lon Mass como filtro. Los nodos que
corresponden a los compuestos que no fueron anotaciones proporcionadas por la base de datos del GNPS
sino fueron identificados por su aislamiento se muestran en un circulo punteado. Los nodos que no muestran
correlacion entre si se encuentran suprimidos de la imagen.2%4
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5.3.2 Aspergillus sp. NCA264.

La RM del organismo Aspergillus sp. NCA264 (Figura 62) gener6 591 nodos agrupados en
59 clusteres, mostrando que la familia de compuestos mas grande pertenece a la clasificacién de
sesquiterpenos, donde se encuentran clasificados los acidos 11-dihidrosidénico (6) y sidonico (7),
asi como otros sesquiterpenos analogos de tipo bisabolano (dentro del mismo cluster), como por
ejemplo el acido (7 S)-10-hidroxisidonico, el cual fue anotado mediante la base de datos del GNPS.
Otras familias estructurales presentes son las de esteroides de tipo ergostano y estigmastano y unos
cuantos nodos aislados representando la presencia de fenilpropanoides y policétidos, como es el

caso del diorcinol (8). Las anotaciones realizadas se observan en la Tabla 29.

Tabla 29. Anotaciones realizadas a partir de la red molecular de Aspergillus sp. NCA264.

Compuesto lon obserdvado Aducto Férmula Masa exacta Error
(m/z) (m/z)® (ppm)

Acido 11-dihidrosidénico (6) ¢ 229.086 [M-H]~ C14H1303 229.0865 -2.3
Acido siddnico” (7)2° 265.144 [M-H]~ C15H2104 265.1439 -2.4
Diorcinol” (8) ¢ 263.129 [M-H]~ C15H1904 263.1283 -2.2
Acido (7S)10-hidroxisidénico ° 281.139 [M-H]~ C15H2105 281.1389 -1.9
a Compuesto aislado. ® Anotaciones hechas manualmente. ¢ Anotacion de GNPS. 9Valores del GNPS. ©
Valores del analisis por UPLC-HRESIMS-MS/MS.

Tanto el acido sidénico (7) como el diorcinol (8) son metabolitos con una amplia distribucién

taxondémica, debido a que se ha encontrado como producto de diferentes especies fungicas.

En el caso del acido sidonico (7), los organismos productores son Aspergillus, principalmente A.
sydowii'¥” 'y A. versicolor,'® los cuales pertenecen al subgénero Nidulantes y la seccién
Versicolores;'*® Penicillium aculeatum'™ vy P. expansum (Aspergillaceae);'?” Gibellula sp.
(Cordycipitaceae);'®" Pestalotiopsis microspora (Xylareaceae)'® 'y Botryotinia fuckeliana
(Sclerotiniaceae)'®® y un hongo del orden Pleosporales. 54

El diorcinol (9) ha sido descrito como producto de hongos de los géneros Aspergillus subgénero
Nidulantes: A. falconensis'®® y A. nidulans'® que pertenecen a la seccién Nidulantes y A.
austroafricanus' y A. sydowii'*’ que pertenecen a la seccidon Variocolores; A. flocculus's®
(subgénero Terrei, seccion Terrei) y A. sulphureus'® (subgénero Circumdati); Trichoderma
erinaceum  (Hypocreaceae),’®  Phoma sp. (Didymellaceae),’®"  Diplodia  corticola
(Botryosphaeriaceae),'? Scopulariopsis sp. (Microascaceae);'®® Beauveria felina (antes /saria
felina),'®* Cordyceps sp.'% y Gibellula sp. (Cordycipitaceae);'>" Ascomycota sp.'%¢ y Engyodontium
album (Ascomycota incertae sedis);'®” Metarhizium anisopliae (Clavicipitaceae)'*® y Penicillium

expansum (Aspergillaceae).'?’

A diferencia de estos, el acido 11-dihidrosidénico (6) ha sido encontrado como producto de

Aspergillus versicolor 128 y |las especies de Penicillium aculeatum,'® P. expansum'?” y P. oxalicum.68
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Figura 62. RM del extracto NCA264 Aspergillus sp. con MolNetEnhancer. La concordancia con los productos
aislados y con la base de datos del GNPS se realizé empleando Parent lon Mass como filtro.2%4

5.3.3 Aspergillus sp. NCA257.

En este caso, la RM obtenida (Figura 63) para el organismo Aspergillus sp. NCA257
consistié en 159 nodos agrupados en 14 clusteres (mas de dos nodos por clister). Ninguna familia
de compuestos fue identificada mediante el MoINetEnhancer, probablemente porque la coleccién de
metabolitos de origen fungico dentro de la base de datos del GNPS todavia se encuentra en sus
inicios. Sin embargo, fue posible identificar al compuesto aislado, éter dimetilico del asterriquinol D
(9) a m/z 429.1800 [M+H]* (masa exacta m/z 429.1814), el cual se observé como un nodo individual
por lo que tampoco fue posible relacionarlo a una familia estructural en primera instancia. Este

metabolito ha sido aislado a partir de A. kumbius,'30 el cual pertenece al subgénero Circumdatiy la
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seccioén Circumdati;'®® A. sclerotiorum,'3! el cual pertenece al subgénero Circumdati y la seccién

Circumdati;'*® y A. candidus,'’° el cual pertenece al subgénero Circumdatiy la seccion Candidi.14
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Figura 63. RM del extracto NCA257 Aspergillus sp. con MolNetEnhancer. La concordancia con los productos
aislados y con la base de datos del GNPS se realizé empleando Parent lon Mass como filtro. Los nodos que
corresponden a los compuestos que no fueron anotaciones proporcionadas por la base de datos del GNPS
sino fueron identificados por su aislamiento se muestran en un circulo punteado.?%

5.3.4 Stachybotrys sp. NCA252.

La red molecular (RM) del organismo Stachybotrys sp. NCA252 (Figura 64) mostré 325
nodos, los cuales fueron agrupados en 29 clusteres (mas de 2 nodos por cluster). El analisis de ésta
revel6 varias familias de compuestos, por ejemplo: benzofuranos (donde se encuentran los
fenilespirodrimanos aislados), macrdlidas, esteroides de tipo pregnano, cromenos, entre otras.
Gracias a los resultados comparativos de los espectros de masas con los presentes en la base de
datos del GNPS, se pudieron anotar algunos compuestos adicionales que se encuentran en la red
molecular gracias a sus caracteristicas estructurales. Estas anotaciones se presentan en la Tabla
30.

Todos los compuestos aislados fueron localizados en la red molecular, de manera
inesperada, la atranona B (12) fue localizada en uno de los clusteres principales, mientras que para

su analogo atranona A (11) fue encontrado el aducto [M+HCOQO]~ como un nodo independiente.
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Figura 64. RM del extracto NCA252 Stachybotrys sp. con MolNetEnhancer. La concordancia con los
productos aislados y la libreria del GNPS se realizé empleando Parent lon Mass como filtro. Los nodos que

corresponden a los compuestos que no fueron anotaciones proporcionadas por la base de datos del GNPS
sino fueron identificados por su aislamiento se muestran en un circulo punteado.?%
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Tabla 30. Anotaciones realizadas a partir de la red molecular de Stachybotrys sp. NCA252.
lon Masa

Compuesto observado Aducto Formula exacta Error

(m/z)d (m/z)e (ppm)
O-metilmeleina (10) 2> 215.068 [M+Na]*  CiiH120sNa  215.0684 +2.5
atranona A (11)2° 461.218 [M+HCOO]~ C25H3308 461.2175 -1.3
atranona B (12)° 445.223 [M-H]- CasH3307 445.2226 -1.3
Acetato de stachybotrolida (13)2°  249.227 [M+H]* Ca5H3306 429.2277 +1.2
Acetato de stachybotrydial (14)? 369.206 [M=AcO+H]*  Ca3H2004 369.2066 +1.5
Stachybotrolida (15) 2 387.217 [M+H]* C23H310s 387.2171 +1.3
Stachybotramida © 430.258 [M+H]* C25H36NOs 430.2593 +1.2
K-76 diacetato © 487.233 [M+H]* C27H3508 487.2332 +1.1
Stachybotrisina H ¢ 471.238 [M-H20+H]* Co7H3507 471.2383 +1.2
Myrothecisina D © 371.222 [M-H20+H]* C23H3104 371.2222 +14
F 1839 E° 446.254 [M+H]* Ca25H36NOs 446.2542 +1.1
Asperugina 401.232 [M+H]* C24H330s 401.2328 +1.4
Stachybisbina A ¢ 385.201 [M+H]* C23H2905 385.2015 +1.4

a Compuesto aislado. ? Anotaciones hechas manualmente. ¢ Anotacion de GNPS. ¢ Valores del GNPS. ¢
Valores del analisis por UPLC-HRESIMS-MS/MS.

En el caso de todos los fenilespirodrimanos (13-15), es concordante su presencia en el clister ya
que la mayoria son metabolitos producidos por los géneros Stachybotrys sp. y Myrothecium sp.
(Stachybotryaceae) los cuales estan estrechamente relacionados quimiotaxonémicamente,'”! por
otra parte, la asperugina es un metabolito producido por una cepa mutante de Aspergillus
rugulosus,'”? el cual al ser farnesiloxigenado, difiere de los otros compuestos identificados en la red
(C-prenilados). Todas las moléculas localizadas en la red molecular poseen como precursor en
comun a la ilicicolina B (a excepcion de la asperugina), un metabolito descrito inicialmente en

Fusarium sp. y el cual posee un grupo funcional aril-aldehido.”3

5.4 Ensayos de cocultivo en placa de Petri entre especies selectas de hongos y bacterias.

5.4.1 Ensayos de interaccion hongo-hongo.

Con la finalidad de explorar a fondo el potencial biosintético de los microorganismos de
estudio, se realizaron cocultivos en placas de Petri empleando algunos organismos de la coleccién
de hongos. Se seleccionaron las cepas Cladosporium sp. NCA273 y Aspergillus sp. NCA276 debido
a que presentaron un morfotipo similar a otros hongos dentro de la coleccion proporcionada (NCA254
y NCA270, respectivamente) y ademas se seleccioné a la especie Aspergillus sp. NCA257, ya que
de los organismos que solo poseian un morfotipo, este era el que poseia una tasa de crecimiento
similar a los seleccionados anteriormente. De esta manera, se propusieron tres cocultivos entre las

cepas antes mencionadas.
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Co-cultivo NCA257

NCA273

: (h) 72h 96 h 120 h 144 h 168 h 192h
Tiempo ) 34 4d 5d 6d 7d 8d

Figura 65. Cocultivo en caja de Petri de las especies Aspergillus sp. NCA257 y Cladosporium sp. NCA273;
medio de cultivo APD + sales marinas artificiales.
El cocultivo entre los organismos Aspergillus sp. NCA257 y Cladosporium sp. NCA273 presento un
efecto de competencia entre ambas cepas (Figura 65). Durante el tiempo de experimentacion se
observo el crecimiento de Aspergillus sp. sobre el de Cladosporium sp. a partir del dia 5, lo que
sugiere otro tipo de mecanismos de defensa (micoparasitismo, interaccion fisica, enzimatica, entre
otros),'™ a pesar de ello, no fue posible apreciar cual organismo es el que se vio mas afectado por

esta competencia.

Co-cultivo NCA276

NCA257

: (h) 72h 96 h 120 h 144 h 168 h 192h
Tiempo () 34 4d 5d 6d 7d 8d

Figura 66. Cocultivo en caja de Petri de las especies Aspergillus sp. NCA257 y Aspergillus sp. NCA276;
medio de cultivo APD + sales marinas artificiales.
De manera adicional, en el experimento de interaccion entre ambas especies de Aspergillus spp.
seleccionadas (NCA257/NCA273) hizo muy evidente el efecto antagdnico que ejercid el taxa
NCA276 con respecto al NCA257 (Figura 66), ocasionando la deformacién de la colonia de este

ultimo. A pesar de que el crecimiento del hongo NCA257 es radial, en este caso se ve delimitado por
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la presencia del hongo NCA276, el cual no cambia de manera considerable con respecto al control
y no fue posible apreciar un cambio morfolégico del micelio de ambas cepas, en la zona de

confrontacion.

Co-cultivo NCA276

NCA273

, (h) 72h 96h 120 h 144 h 168 h 192 h
Tlempo 0y "3 4d 5d 6d 7d 8d

Figura 67. Cocultivo en caja de Petri de las especies Cladosporium sp. NCA273 y Aspergillus sp. NCA276;

medio de cultivo APD + sales marinas artificiales.
Finalmente, en el experimento de interaccion entre Cladosporium sp. NCA273 y Aspergillus sp.
NCA276 fue concordante con lo observado en el cocultivo previamente descrito (Figura 67), ya que
el crecimiento de la cepa de Cladosporium sp. en comparacion al control se ve limitado de manera
significativa por la presencia del otro organismo y no se observa la formacién de barreras miceliares
por ambos organismos. Por estas razones, se sugiridé que la produccion de metabolitos con actividad
biolégica podria ser el mecanismo de defensa principal del hongo Aspergillus sp. NCA276, ya que

no hubo contacto fisico evidente entre ambas colonias durante el tiempo de observacion.

Con base en el estudio quimico, algunos de los productos caracterizados han demostrado poseer
moderada actividad antifingica: la aspergilina PZ (2) frente Pyricularia oryzae.'?? y la aspocalasina
D (3) frente P. oryzae y Cryptococcus neoformans.'#0175 Cabe destacar que este Ultimo habia

exhibido actividad citotoxica selectiva contra células Ba/F3, induciendo apoptosis. 124

5.4.2 Ensayos de interaccion entre bacterias NCA250, NCA274 y las especies flungicas
selectas.

Se realizé el cocultivo de la bacteria NCA250 frente a la bateria de hongos seleccionada
anteriormente y se observaron los cambios mas significativos a partir del dia 6 de experimentacion.
Como se observa en la Figura 68, la bacteria NCA250 presento distintos fendmenos de interaccion,
por ejemplo, frente al hongo Aspergillus sp. NCA257 se observé un crecimiento pobre por parte de
ambos organismos, caso contrario en la interaccion con el hongo Cladosporium sp. NCA273, donde

aparentemente los organismos tuvieron un crecimiento medio y el del hongo no se vio afectado de
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manera considerable. De manera adicional, el cocultivo con Aspergillus sp. NCA276 mostrd una
interaccién en donde la bacteria tuvo una produccién mayor de pigmento, el cual se difundié en el
medio de cultivo. Por esta razoén, se decidio proceder con las pruebas de crecimiento en otros medios

de cultivo, y el escalamiento del cocultivo en un medio liquido.

NCA250

Tiempo

Figura 68. Cocultivo en caja de Petri de la bacteria NCA250 frente especies Cladosporium sp. NCA273 y
Aspergillus spp. NCA257 y NCA276; medio de cultivo APD + sales marinas artificiales.

De manera paralela se realizaron los ensayos de interaccion de la bacteria NCA274 frente a las
mismas especies fungicas, las observaciones a partir del dia 6 se muestran en la Figura 69.
Brevemente, se observé un efecto inhibitorio por parte del hongo Aspergillus sp. NCA276 debido a
que la produccion de pigmento de la bacteria se vio disminuida de manera progresiva a la cercania
de la colonia fungica. Por otra parte, no se observaron cambios morfolégicos significativos por ambas
partes en la interaccién con el hongo Cladosporium sp. NCA273 y en el cocultivo con Aspergillus sp.
NCA257 exhibié el crecimiento de éste por encima del bacteriano, lo que podria significar la

competencia por comensalismo por parte de la especie fungica.

79



(h) 144 h 192 h
(d) 6d 8d

Tiempo

Figura 69. Cocultivo en caja de Petri de la bacteria NCA274 frente especies Cladosporium sp. NCA273 y
Asperqgillus spp. NCA257 y NCA276; medio de cultivo APD + sales marinas artificiales.

5.5 Analisis cromatografico de los extractos obtenidos de cocultivos entre especies selectas.

5.5.1 Cocultivo Aspergillus sp. NCA257/Cladosporium sp. NCA273.

El analisis cromatografico del extracto del hongo Aspergillus sp. NCA257 (Figura 70)
presenté dos productos mayoritarios identificados como 16 y el éter dimetilico del asterriquinol D (9).
Desafortunadamente, el extracto producido por el hongo Cladosporium sp. (NCA273) no presentd
sefales de relevancia que pudieran concluir al aislamiento o identificacion de algin metabolito. El
analisis cromatografico del extracto del cocultivo de las especies Aspergillus sp./Cladosporium sp.
revelé la produccion del producto 16 en una proporcion mayor (aproximadamente 270 % de
incremento) con respecto al monocultivo del hongo Aspergillus sp. NCA257. El fraccionamiento y
separacion del extracto de cocultivo concluyé con el aislamiento de dos metabolitos, 17 el cual es un
derivado del producto 16 y una molécula de tipo pirazinona (18). Ambos metabolitos no fueron

detectados en los respectivos monocultivos.

004 4 254 nm 9

0.02 - 16
2
<0.00 ] 18

Co-cultivo 6 17
-0.02 4 Aspergillus sp. NCA25' L'LM—_._/\_,ﬂ_,\~
s Cladosporitan sp. (NCA273) A At r A
000 200 400 600 800 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00
Minutes

Figura 70. Comparacioén entre los perfiles cromatograficos del cocultivo Aspergillus sp./Cladosporium sp.
(NCA257/NCA273) y sus respectivos monocultivos (PDA: 254 nm).
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5.5.2 Cocultivo Aspergillus sp. NCA257/Aspergillus sp. NCA276.

El extracto del hongo Aspergillus sp. NCA276 exhibié al compuesto 17-desoxi-aspergilina
PZ (1) como producto mayoritario (Figura 71), asi como también se detectd la presencia de la
aspocalasina D (3); el analisis de su cocultivo con la especie Aspergillus sp. NCA257 evidencié
nuevamente la presencia de los metabolitos 16—18. En este extracto, la presencia del compuesto 17
fue observada en mayor proporcién con respecto a 16, caso contrario al de la interaccién descrita en

el inciso anterior, en donde 16 se aprecia en mayor proporcién.

Por otra parte, mediante HRESIMS se detecto la presencia del producto 18, sin embargo, no se logré
aislar a partir de este extracto. Por lo que se sospech6 que el organismo productor de 18 también es

la cepa Aspergillus sp. NCA257.

014 3 254 nm 91
0.12 3
0.10 1
0.08 ]
2006 1
0.04 3
0.02 4 issp. NCA257) O A N ) " \ Fa
0.00 —:’k 7::; s sp. (NCA276) T e v ;‘J_ A.w»g,\]‘,,;;
000 200 400 600 800 10.00 1200 14.00 1600 18.00 2000 2200 2400 26.00 28.00 30.00 32.00
Minutes

Figura 71. Comparacién entre los perfiles cromatograficos del cocultivo Aspergillus sp./Aspergillus sp.
(NCA257/NCA276) y sus respectivos monocultivos (PDA: 254 nm).

5.5.3 Cocultivo Cladosporium sp. NCA273/Aspergillus sp. NCA276.

El estudio de los perfiles cromatograficos de los extractos organicos obtenidos por los
hongos Cladosporium sp. NCA273 y Aspergillus sp. NCA276, asi como el de su respectivo cocultivo
evidencio que la mayoria de las sefiales observadas en el extracto del cocultivo pertenecen al hongo

Aspergillus sp. (Figura 72).

0.60 7 254 nm
0.40 1
N _
< B
0.20 3
i Co-cultivo A A
:(L ~ . Cladosporian sp. (NCAZ13) B URPYYTIYS W A
0.00 - s Aspergillus sp. (NCA276) S /7_4g_:_¢m’;~—‘—~ﬁ
L S S I L B L L L L L L B U S UL SN
0.00 200 400 6.00 800 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00

Minutes

Figura 72. Comparacion entre los perfiles cromatograficos del cocultivo Cladosporium sp./Aspergillus sp.
(NCA273/NCA276) y sus respectivos monocultivos (PDA: 254 nm).
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5.5.4 Cocultivo Aspergillus sp. NCA276/bacteria NCA250.

El analisis de los perfiles cromatograficos correspondiente a los extractos de los
monocultivos con el cocultivo de ambas especies (Figura 73) revel6 que la mayoria de las sefiales
observadas en el cocultivo se encontraron presentes en el monocultivo de la bacteria. Los
procedimientos de fraccionamiento y separacion concluyeron con la caracterizacion de dos
productos adicionales: el producto 19 el cual se encontré en el perfil cromatografico del extracto
NCA276d y el producto 20 el cual fue obtenido a partir del extracto NCA250b.

0.06 1254 nm I 20
0.04 1 |
2
0.02 7
0.00 A [' ' Bacteria (NCA250) HMJ‘ o e 1t . N J
T L‘ I [ Aspergillus sp. (NCA276) ,‘mv_’_ﬂwjmq_,___\_;._,_ﬁ_,vﬂ_wﬁf 1 :

L I N I L I AL T L L L L T L I L AL L T I LT O U AL U
000 200 400 6.00 800 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00
Minutes

Figura 73. Comparacion entre los perfiles cromatograficos del cocultivo bacteria NCA250/Aspergillus sp.
(NCA250/NCA276) y sus respectivos monocultivos (PDA: 254 nm).

5.6 Caracterizacion estructural de los productos 16-18.
El estudio quimico de los extractos organicos obtenidos a partir del cocultivo de las especies fungicas

antes mencionadas, dio como resultado el aislamiento de los metabolitos 16—18.

\ O
MeO MeO OH

16 17 18

o o 0
o) o) HN)W
~ (0] )\H\/N

Las féormulas moleculares de estos compuestos, CsH1004 (16; IDH=4, calculado para
CsH1104, A=+0.1 ppm) y CsH1204 (17; IDH=3, calculado para CsH1304, A=+1.0 ppm), se establecieron
con base en los iones observados por HRESIMS: m/z 171.0652 [M+H]* y 169.0508 [M-H]~ y m/z
173.0810 [M+H]* y 171.0665 [M—-H]", respectivamente (Figura 74). De manera adicional, ambos

productos mostraron un perfil similar en el ultravioleta con un maximo de absorciéon en 226 nm.
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Figura 74. Espectros de HRESIMS y perfil de UV de los productos 16 y 17.

El analisis comparativo de sus espectros de RMN 'H (Figura 75) revelé que ambos compuestos
comparten sefiales caracteristicas: la presencia de un metoxilo en o4 3.9 (s, 3H) y un metino en
posicioén alfa a un carbonilo alrededor de 64 5.0 (s). Por otra parte, el compuesto 17 posee una sefial
multiple en &4 2.19 y dos sefiales simples correspondientes a dos metilos en &4 0.91 (d, J=6.9 Hz,
3H)y 64 1.07 (d, J=6.8 Hz, 3H). En cambio, para el compuesto 16 se observo una sefial desplazada
a campos mas altos en 1 1.77 (s, 3H). En el espectro de RMN '3C (Figura 75) del compuesto 16 se
confirmoé la desaparicion de uno de los grupos metilo, apreciando en su lugar la sefial de un vinilo
terminal en 6c 139.8. Este analisis permitié identificar estos metabolitos como el acido penicilico
(16)'78 y su derivado 5-6-dihidro (17).177
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Figura 75. Espectros de RMN 'H y RMN "3C (CDCls, 400 y 100 MHz) de los productos &cido penicilico (16)
y acido 5,6-dihidropenicilico (17).
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Figura 76. Espectros de HRESIMS y perfil de UV del producto 18.

Por otra parte, la formula molecular del compuesto 18 se establecid como C12H20N202 (IDH=4,
calculado para C12H21N202, A=—1.1 ppm), con base en los iones m/z 225.1595 [M+H]*" y 223.1449
[M-H]~ (Figura 76). En el espectro de RMN 'H (Figura 77) se observaron cuatro sefiales dobles
caracteristicas de metilos geminales en & 0.92 (d, J=6.8 Hz, 3H), 0.96 (d, J=6.7 Hz, 3H), 0.96 (d,
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J=6.7 Hz, 3H), y 1.03 (d, J=6.6 Hz, 3H), asi como sefiales multiples que corresponden a sus metinos
vecinos hacia campo bajo en 6n 2.02 (hex, J=6.7 Hz) y 2.20 (hept, J=6.8 Hz) y una sefial de un
hidrégeno aromatico en &4 7.25 (s). Adicionalmente, se observo una sefial correspondiente a dos
hidrégenos diasterotdpicos de un metileno en 64 2.69 (dd, J=13.9, 7.2 Hz) y 2.63 (dd, J=13.9, 7.1 Hz)
y un metino base de oxigeno en &1 4.30 (d, J=6.5 Hz). Comparando las evidencias observadas con
las descritas en la literatura, se pudo identificar el producto 18 como la 3-isobutil-6-(1-hidroxi-
2metilpropil)-2(1H)-pirazinona.'”® El resumen de los desplazamientos quimicos observados para los
productos 16—-18 se muestran en la Tabla 31.
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Figura 77. Espectro de RMN 'H (CDCIs, 400 MHz) del producto 3-isobutil-6-(1-hidroxi-2metilpropil }-2(1H)-
pirazinona (18).

Tabla 31. Datos espectroscopicos de los compuestos 16-18 (CDCls).

16 17 18
Posicion Posicion
5 100 MHz S ‘3(()32'\)’”*2 5 100 MHz O ‘b?gz'\)""'z 8, 400 MHz J(Hz)
7 179.0 179.8 2
2 89.5 548, s 89.5 5.05, 3
3 170.6 170.9 4
4 102.7 105.5 5 7.25.5
5 139.8 33.4 2.19, hept 6
512, 2.69, dd (13.9, 7.2)
6 116.6 295 16.6 1.07, s, 3H 7 363 dd (157 1)
7 17.6 1.76, s, 3H 155 0.89, 5, 3H 8 2.20, hept (6.8)
8 60.0 3.91, s, 3H 59.8 3.91,s, 3H 9 0.96, d (6.7), 3H
10 0.96, d (6.7), 3H
1 4.30,d (6.5)
12 2.02, hex (6.7)
13 0.92, d (6.8), 3H
14 1.03,d (6.6), 3H

5.7 Analisis por redes moleculares de los cocultivos entre las especies seleccionadas.

Para este analisis se tomaron como objeto de estudio los extractos resultantes del cocultivo
de las especies Aspergillus sp. NCA257/Cladosporium sp. NCA273 y Aspergillus sp.
NCA257/Aspergillus sp. NCA276, asi como los respectivos mono-cultivos de cada organismo. El
extracto perteneciente al cocultivo entre las especies Cladosporium sp. NCA273/Aspergillus sp.

NCAZ276 fue excluido de este analisis debido a que el conjunto de sefales observadas en el cocultivo
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fueron principalmente las detectadas en el monocultivo del hongo Aspergillus sp. NCA276. La RM

elaborada consistié en 1380 nodos, los cuales fueron agrupados en 114 clusteres (mas de 2 nodos

por cluster; Figura 78).

A partir de ello, se hizo especial énfasis en las anotaciones realizadas por la misma plataforma del

GNPS vy los observados con la herramienta Derreplicator+ (Tabla 32). Como resultado, se observo

la presencia de algunos compuestos que aparecieron de novo con el experimento de cocultivo:

el

alterporriol B, cuya presencia ha sido descrita previamente en distintas especies de Alternaria

(Pleosporaceae)'” y el hongo enddfito Stemphylium globuliferum (Pleosporaceae)® y

el

aspocalasinol B, el cual se describi6 como producto del cocultivo entre Aspergillus flavipes

(Aspergillaceae) y Chaetomium globosum (Chaetomiaceae).8

ot &5 Monocultivos

<l & &% 4 NCA257 Aspergillus sp.
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Figura 78. R

M de Ibs extractos NCA257 (Aspergillus sp.) en amarillo, NCA273 (Cladosporium sp.) en rojo y

su respectivo cocultivo en naranja; NCA276 (Aspergillus sp.) en cian y su cocultivo con NCA257 en verde.20?

De manera general, mediante este experimento se revel6 que la mayoria de los nodos observados

dentro de ambos cocultivos (resaltados en naranja y verde) se relacionan intrinsecamente con

aquellos detectados en el monocultivo (de color amarillo) de la especie Aspergillus sp. NCA257.
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Tabla 32. Anotaciones realizadas a partir de la RM de Cladosporium sp. NCA273 y Aspergillus spp.
(NCA257 y NCA276) y sus respectivos cocultivos.

lon Masa
Compuesto observado Aducto Foérmula exacta (Err;r) Exgl?icte?qde
(m/z)° (m/z)¢ PP 9
3-isobutil-6-(1-hidroxi- .
2metilpropil)-2(1H)- 225.160 [M+H]"  C12H21N202 225.1595 +2.4 %%222%77//%%?227736
pirazinona (18) &°
Aspocalasina J°¢ 402.263 [M+H]*  Ca24H36NO4 402.2644 +1.3 NCA';(F?/?\J@ANG
Alterporriol B® 619.148 [M+H]*  Cs2H27013 619.1452 +0.9 ';%’:225577//':1%22277%
Emerifenolicina F© 734.459 [M+H]"  C44HesNOs 734.4632 +0.8 NCA276
Aspocalasinol A° 418258 [M+H]" CoHaNOs 4182593  +12 Al\zlg%@/;xzm
a Compuesto aislado.  Anotaciones hechas manualmente. ¢ Anotacion de GNPS. ¢ Valores del GNPS. ©
Valores del analisis por UPLC-HRESIMS-MS/MS.

Esto puede explicarse debido al incremento en la produccién en ambos cocultivos del acido penicilico
(16), el cual es una micotoxina de bajo peso molecular producida comiunmente por mas de 100
especies diferentes de hongos, dentro de las cuales se encuentran en mayor proporcién especies
de Aspergillus subgénero Circumdati.'® Este producto posee una alta toxicidad asociada a un
mecanismo especifico, debido a su unidn con los grupos funcionales sulfhidrilo (cisteina y glutation)
presentes en las proteinas.'® Por lo que responsable de la supresién de las vias metabolicas de las
otras cepas presentes en el cocultivo otorgando al organismo Aspergillus sp. NCA257 una ventaja
de crecer y producir sus propios metabolitos, sobre las otras especies seleccionadas. Finalmente,
este analisis proporciond la evidencia suficiente para determinar que el organismo productor del
producto 3-isobutil-6-(1-hidroxi-2metilpropil)-2(1H)-pirazinona (18) es el organismo Aspergillus sp.
NCA257 debido a que el nodo asignado para este compuesto se encontré presente en ambos

cocultivos y forma parte del cluster mas grande que existe en la red (Figura 78).

5.8 Caracterizacion de los productos 19 y 20.

Como resultado del estudio quimico de los extractos obtenidos por el cultivo de la especie
fungica Aspergillus sp. NCA276 y la bacteria NCA250 en medio liquido, se obtuvieron los
compuestos 19 y 20. El metabolito 19 fue obtenido a partir del hongo Aspergillus sp. NCA276,

mientras que el producto 20 por la bacteria NCA250.
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El analisis por HPLC-PDA del compuesto 19 (4.5 mg) fue similar al de 4 (inciso 5.1.1), observando
en ambos, dos maximos de absorcion en 195y 225 nm (Figura 79). La presencia de los iones m/z
256.1328 [M+H]* y 254.1186 [M—H] en los espectros de HRESIMS de 19 permitieron establecer la
férmula molecular como C1eH17NO2 (IDH=9, calculado para C16H1sNOz2, A=—1.6 ppm). Debido a que
este compuesto fue obtenido como un cristal durante el fraccionamiento, se sometié de manera
inmediata a un analisis por difraccion de rayos X (Figura 79), el cual confirmé la estructura de este
producto como el N-benzoil-L-fenilalaninol (19).745 En el procedimiento de separacion de 19 también
se obtuvo otro compuesto (0.5 mg), cuyos valores de féormula molecular C32H30N204, tiempo de
retencion y perfil de UV se encontraron en perfecta armonia con los obtenidos en el inciso 5.1.1 para
el producto 4 (asperfenamato).

256.1328
[M+H]*

19

Relative Abundance

278.1144 533.2404
238.1222 [ 319.1414 376.2112  434.2530 483.2691 i 592.3120
LI e B A
200 250 300 350 400 450 500 5!

254.1186 300.1239
[M—H] |[M+HCOO]

Relative Abundance

o 227 1289 N |. 327 2174 392 2078 432 2390 4781906 519 2532 590.2974
™+ T T T T
200 250 300 350 400 450 500 550
100 (193.78 m/z
8
< 80
2
E 60-
<
o 40
2
3 20
14
340 79 389 47
o T e
200 250 300 350 400 450 500

wavelength (nm)
Figura 79. Estructura obtenida de la difraccién de rayos X del monocristal obtenido del producto 19 y
espectros de HRESIMS y perfil de UV del producto 19.

Por otra parte, en los espectros de HRESIMS del compuesto 20 (obtenido de la bacteria NCA250)
se identificaron los iones m/z 1255.6356 [M+H]* y 1253.6215 [M-H]-, los cuales permitieron
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establecer la formula molecular como Ces2HssN12016 (IDH=26, calculado para Ce2Hs7N12016, A=-0.1
ppm; Figura 80). La busqueda de esta férmula en la base de datos Dictionary of Natural Products?”
y el andlisis de los fragmentos generados en el espectro de MS/MS en modo positivo (Figura 80),

fueron consistentes con los descritos para el antibiético actinomicina D (20).133

1255.6364 295.2278
100 FH] 10
2
g 80 80
g M-H]
2
3 60 12536215
20 o 40 293.2109 40
$ o28.8218 TG 1201.4022 2 363.2154
= S0 5299085 | 792. 27°1|l“||ll 1L, 13334801 LT 5072135 700.4818 839.1261  1068.6832 13216080
[ B SRR L, e e e T LB e e T
200 400 600 800 1000 1200 1400 200 400 600 800 1000 1200 1400
m/z m/z
100, 223.66
g 7
s 80—
g
S
2
<
EIRE
§ 200 |
« ol 298.95 371.86 44477
ZC‘IO 2%0 360 3%0 400 450 500
wavelength (nm)
01003-023-£ 42043 RT: 6.08 AV: 1 NL 304E6 oar O
T: FTMS + p ESI d Full ms2 1255 6364@hcd30.00 [86.6667-1300.0000]
100+ 459.1299 NMe
9 L-MeVal
907 L-Pro TI %
803 HN
3 D-val /Y
g 103 [H-Pro-Sar-MeVal-OH+H*
8 7
S 60 3001917
2 5]
; 3 [H-Val-Pro-Sar-MeVal-OH+H[*
£ 409 ! [M-(H-Val-Pro-Sar-MeVal-OH )+H]*
& 305 203.1391 { —Val :
E i 5581986 —Pro-Sar-MeVal-OH !
207 282 1812 ' ]
7 169.0972 3 530.2037 T
103 3992599 = .-
E 3542381 - 928 4551
3 7.
PEOINTOW Y RS U B O D oA N GO -3, SN
100 400 500 1600 700 800 200 1000 1100 1200 1300
miz
140
8 1209
2 1207
e, 7 857.3820
5100 :
< 928.4551
2 80 [M-(H-Pro-Sar-MeVal-OH)+H]*
] ] 1 -CO —[H-Pro-Sar-MeVal-OH] :
5 i
¥ 60+ R :
] i 829.3883 -Cco;
] 629.2737 [
40 _co :
E 657.2681 7442947 -Pro \ -val '
20 726.3000 :
] 675.2766 758.3170 912.4495 | 956.4556 1022.7083
otyr—t -t e
600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050
m/z

Figura 80. Espectros de HRESIMS y perfil de UV del producto 20. Patrén de fragmentacion observado para
el producto 20 por HRESIMS.

5.9 Ensayo de estria cruzada para evaluar el potencial antibacteriano de las bacterias
seleccionadas.

Se seleccion6 el ensayo de estria cruzada como un método rapido para determinar el
potencial antimicrobiano de las cepas de estudio. Para establecer la actividad antimicrobiana de las
bacterias sujeto de estudio, se observé que tanto proliferaba el crecimiento de las bacterias de
prueba alrededor de la estria. Por lo que se logré establecer la actividad bajo los siguientes criterios:
como inhibicién total (++) se tomé en cuenta la ausencia del crecimiento de las bacterias de prueba
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en toda la caja de Petri (por ejemplo, en la Figura 81, la ausencia del crecimiento de Staphylococcus
aureus en la caja inoculada con la bacteria NCA250); como inhibicion parcial (+) se tomé la cuenta
el detenimiento del crecimiento de manera progresiva a la cercania de la estria principal (por ejemplo,
en la Figura 81, el detenimiento del crecimiento de Salmonella typhi frente la estria de la bacteria
NCA271). En algunos casos se observé la deformacion del crecimiento o cambio en la morfologia
(*) de las bacterias sujeto de estudio con las bacterias de prueba (como es el caso de la bacteria

NCA258 y Pseudomonas aeruginosa, Figura 81). Dichas observaciones se resumen en la Tabla 33.

Figura 81. Resultados del ensayo de actividad antimicrobiana (estria cruzada) de las bacterias NCA250,
NCA258 y NCA271 contra: a) E. coli, b) S. typhi, c) P. aeruginosa, d) S. aureus, e) B. subtilis y f) C. albicans.

control NCA250 NCA258 NCA271

Tabla 33. Actividad antimicrobiana en el ensayo de estria cruzada.

Bacteria E. coli S. typhi _ P. aeruginosa S. aureus  B. subtilis _C. albicans

NCA250

NCA251

NCA253
NCA255 [ ]
NCA258
NCA259
NCA260
NCA266
NCA269
NCA271
NCA274

Inhibicién del crecimiento a la proximidad de la estria principal
Inhibicién total del crecimiento

* Interaccion entre ambos organismos

De acuerdo con las observaciones realizadas de este ensayo y las caracteristicas morfoldgicas de
los organismos, se seleccionaron algunas bacterias candidatas realizar los extractos
correspondientes, las cuales se mencionan segun los morfotipos observados: NCA250; NCA258 y
NCA259; NCA260 y NCA274; NCA269 y NCA271.
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A partir del estudio quimico de los extractos provenientes del cultivo en medio sdélido de arroz de la

bacteria NCA250, se obtuvo cantidad adicional del producto actinomicina D (20), con la cual fue

posible el registro del espectro de RMN 'H (Figura 82) y su concordancia con lo descrito en la

literatura especializada (Tabla 34)."8 Por otro lado, se obtuvieron los productos 21 y 22 provenientes

del extracto de la bacteria NCA274.
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Figura 82. Espectro de RMN 'H (CDCls, 600 MHz) del producto actinomicina D (20).

Tabla 34. Datos espectroscopicos del compuesto 20 (CDCls).

. 20 L 20
Posicion Posicion
1600 MHz J(Hz) A1 600 MHz J(Hz)
3 7.63,d (7.8) 4 7.36,d (8.1)
2' 4.49,dd (6.8, 2.7) 2" 4.61,dd (6.5, 2.5)
NH-2' 7.15,d (6.8) NH-2" 7.75,d (6.5)
4 3.53,dd (10.1,6.1) 4" 3.56, dd (9.6, 6.4)
NH-4' 8.16,d (5.9) NH-4" 8.00,d (6.3)
5' 2.22,1d (10.1, 6.9) 5" 2.15,1d (9.4, 6.8)
6' 1.13,d (6.1), 3H 6" 1.12,d (6.2), 3H
7' 0.95,d (6.2), 3H 7" 0.97,d (6.0), 3H
9 3.73, m 9" 3.73, m
3.96,td (11.2,7.1) 3.82,td (11.3,7.0)
10' 2.07, m; 2.28, m 10" 2.07, m; 2.28, m
11" 1.81,dd (11.7, 6.8) 11" 1.86, dd (12.0, 6.6)
2.65, m 2.95 m
12' 6.02,d (9.2) 12" 5.95,d, (9.2)
13 2.55,s, 3H 14 2.25,s, 3H
14' 2.88, s, 3H 14" 2.88, s, 3H
15 3.63,d (17.3) 15" 3.61,d (17.4)
4.72,d (17.5) 4.79,d (17.5)
17' 2.93,s, 3H 17" 2.87,s, 3H
18' 2.68,d(9.4) 18" 2.68,d (94)
19' 2.63, m 19" 2.63, m
20' 0.74,d, (6.5), 3H 20" 0.74,d (6.5), 3H
21 0.88, d, (6.8), 3H 21" 0.91,d (6.8), 3H
23' 5.21,dd (6.3, 2.6) 23" 5.17,dd (6.3, 2.5)
24' 1.24,d (6.0), 3H 24" 1.24,d (6.0), 3H
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5.10 Caracterizacion de los productos 21 y 22,

Los productos 21 y 22 fueron obtenidos a partir del extracto organico de la bacteria NCA274 sobre

arroz humedo.

OH

OH

21

@)
0 HN)K

HO

22

La férmula molecular del producto 21 fue calculada como C1oH1004 (IDH=6, calculado para

C10H1104, A=+1.1 ppm) y se determiné por los iones observados en los espectros de masas de alta

resolucién, 195.0654 [M+H]* y 193.0499 [M—-H]~ en los modos positivo y negativo, respectivamente

(Figura 83). El espectro de RMN 'H (Figura 84) mostro las sefales de dos metinos vecinales con

constantes de acoplamiento de tipo trans en &4 7.48 (J=15.8 Hz) y 6.33 (J=15.8 Hz). De manera

adicional, se observaron sefales de un anillo aromatico trisustituido con constantes de acoplamiento
de tipo orto en o1 6.79 (J=8.2 Hz); orto y meta en on 7.02 (J=8.2, 1.9 Hz) y meta en on 7.15 (J=1.9

Hz). Debido a la cantidad obtenida (0.6 mg) se dificultd la obtencién de los experimentos de RMN

13C y bidimensionales.
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Espectros de HRESIMS y perfil de UV de los productos 21 y 22.
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Figura 84. Espectro de RMN 'H (MeOD-ds4, 400 MHz) del producto 2,5-dihidroxicinamato de metilo (21).

Los desplazamientos quimicos observados fueron congruentes con los descritos previamente para
el 2,5-dihidroxicinamato de metilo (21), el cual es un producto natural aislado de diversas fuentes
vegetales principalmente, debido a que deriva de la ruta biosintética del acido siquimico.'® Sin
embargo, es necesario de mas experimentos y el aislamiento de cantidad adicional de este

compuesto para su caracterizaciéon inequivoca.

Consecutivamente para el producto 22, se obtuvo la férmula molecular CoHsNO3 (IDH=6, calculado
para CoH10NO3, A=+0.4 ppm) basada en los iones observados: 180.0656 [M+H]* y 178.0500 [M-H]~
en los modos positivo y negativo, respectivamente (Figura 83). Como resultado del analisis del
espectro de RMN 'H (Figura 85), se encontraron evidencias de un grupo acetilo en & 2.17 (s), asi
como de un sistema aromatico trisustituido con constantes de acoplamiento de tipo orto en 61 8.46
(d, J=7.8 Hz), orto y meta en &1 8.04 (dd, J=7.8, 1.6 Hz), 7.37 (ddd, J=8.4, 7.3, 1.6) y 7.05 (td, J=7.8,
1.1).
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Figura 85. Espectro de RMN 'H (MeOD-ds4, 400 MHz) del producto acido N-acetil antranilico (22).

Con esta informacion fue posible la identificacion de este compuesto como el acido N-
acetilantranilico (22), debido a la armonia de estas sefales con las presentes en la literatura. ' Las

constantes espectroscépicas de ambos productos se resumen en la Tabla 35.

Tabla 35. Datos espectroscopicos de los compuestos 21 y 22 (MeOD-da).

L 21 . 22

Posicién Posicién
o1 600 MHz J(Hz) 1 400 MHz J(Hz)

1 6.33,d (15.8) 3 8.46,d (7.8)

2 7.48,d (15.8) 4 7.37,ddd (8.4, 7.3, 1.6)

3 7.15,d (1.8) 5 7.05,td (7.8, 1.1)

4 7.02,dd (8.2, 1.9) 6 8.04, dd (7.8, 1.6)

6 6.79,d (8.2) NH-Ac 2.17,s, 3H
3’-OMe 3.89, s, 3H

5.11 Ensayos de actividad antimicrobiana de los compuestos puros.

5.11.1 Actividad antimicrobiana frente bacterias ESKAPE.

Los compuestos puros (1, 3-5, 7, 9-17, 19 y 20) obtenidos durante este proyecto fueron
evaluados in vitro empleando el método de microdilucién en placas de 96 pozos, frente una bateria
de bacterias Gram(+) y Gram(-), enlistada en el inciso 4.13.1 de la parte experimental. Los
compuestos fueron evaluados a dos concentraciones (100 y 10 ug/mL) y como controles positivos,
se empled vancomicina para ambas cepas de E. faecalis y SARM, ampicilina para S. aureus ATCC
6538 y ATCC 25923 y gentamicina para las bacterias Gram(-). Se empleé MTT como agente

revelador.

Los resultados de este ensayo se muestran en la Tabla 36. Cabe mencionar que se observé una
inhibicién del crecimiento mayor frente a organismos Gram(+), en especial de las cepas de S. aureus
y SARM. No se observo actividad considerable frente a los organismos Acinetobacter baumannii, K.

aerogenes, K. pneumoniae, E. cloacae y P. aeruginosa.

De los compuestos evaluados, resalta la actividad de los fenilespirodrimanos (13-15) contra las tres
cepas de S. aureus, incluyendo SARM. El acetato de stachybotrélida (13) (CMI < 23 nM) fue el
compuesto mas activo entre ellos. En estudios previos, la stachybotrélida (15) exhibié potencial
antibacteriano frente S. aureus y SARM, y se describié como un inhibidor de la enzima dihidrofolato
reductasa bacteriana con una potente afinidad de unién dosis dependiente (CMI 32 ug/mL).'8” Con
lo antes mencionado, se encontré que el acetato de stachybotrdélida (13), debido a sus caracteristicas
estructurales podria ser un inhibidor de la enzima dihidrofolato reductasa mas potente que el descrito
en la literatura. De manera adicional, esta familia de compuestos ha mostrado distintas actividades

en investigaciones previas: antiviral, antinflamatoria, antiplasmadica, citotéxica y antimicrobiana. 88
192
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Por otra parte, el acetato de stachybotrélida (13) ha mostrado un efecto inhibitorio para el virus de
infuenza A (ICso 18.9 uM), mientras que el acetato de stachybotrydial (14) ha sido descrito como un
inhibidor de la proteina cinasa 2 humana (CK2; ICso 0.69 uM)."93

El éter dimetilico del asterriquinol D (9) resultd inactivo frente S. aureus y E. faecalis en una
investigacion previa;'70 El acido sidénico (7) habia resultado inactivo frente SARM, S. aureus, E.
faecalis y las bacterias Gram(-) A. baumannii, E. coli y K. pneumoniae. Esta informacién es

congruente con la observada en esta evaluacion.'#”
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Tabla 36. Resultados de la actividad antimicrobiana de los compuestos puros (% de inhibicion del crecimiento).

GRAM (+) GRAM (-)

Compuesto E. faecalis E. Eas\‘;fhs S. aureus S. aureus s'szlg;ﬂs A. baumannii baum;mn i pneurir(‘l'oniae E. cloacae

ATCC29212 ATCC51299 ATCC6538 ATCC25923 ATCC43300 ATCC17978 cepa 564 ATCC700603
Concentracion de prueba (mg/mL) 100 10 100 10 100 10 100 10 100 10 100 10 100 10 100 10 100 10
1 17-desoxi-aspergilina PZ 0.0 0.0 0.0 0.0 254 321 11.8 303 277 375 122 16.3 0.0 0.0 0.0 0.0 28.1 0.0
2 aspergilina PZ 0.0 0.0 0.0 0.0 19.5 0.0 0.0 0.0 23.0 3.3 0.0 0.0 16.9 27.0 0.0 0.0 9.0 2.4
3 aspocalasina D 37.2 0.0 23.8 0.0 97.0 6.6 81.4 5.2 87.2 1.5 129 175 116 279 0.0 0.0 15.8 30.9
4 asperfenamato 0.0 0.0 0.0 0.0 487 274 104 0.0 62.9 19.9 8.4 8.2 222 19.2 0.0 0.0 22.5 3.6
5 2-O-metilbutirolactona Il 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 14.0 0.0
7 acido sidénico 0.0 0.0 0.0 0.0 26.8 48.7 0.0 277 34.0 477 18.7 13.3 0.0 0.0 27.6 0.0 119 171
9 éter dimetilico de asterriquinolD 0.0 0.0 0.0 00 673 299 509 219 623 268 0.0 1.3  20.1 17 538 198 482 54
10 O-metilmeleina 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 15.6 0.0 19.8 336 381 8.8 131 215 138 13.8 0.0 16.2 17.6
11 atranona A 13.0 0.0 0.0 0.0 239 257 0.0 0.0 20.8 30.8 7.2 9.6 40.5 2.7 45.5 0.0 6.0 7.5
12 atranona B 0.0 0.0 0.0 0.0 355 293 0.0 0.0 386 271 129 187 135 19.0 0.0 0.0 12.0 2.2
13 acetato de stachybotrélida 0.0 0.0 0.0 0.0 922 976 850 81.0 928 929 199 196 187 158 27.6 0.0 21.5 4.4
14 acetato de stachybotrydial 0.0 0.0 0.0 0.0 964 124 827 328 893 26.6 12.3 15.0 8.5 6.4 20.7 0.0 18.3 2.1
15 stachybotrélida 0.0 0.0 0.0 0.0 97.3 10.1 82.2 0.0 912 337 264 242 274 16.1 19.5 9.0 23.7 143
16 acido penicilico 0.0 0.0 0.0 0.0 99.2 420 804 1.1 514 476 133 10.1 0.0 0.0 2.0 1.4 13.5 2.1
17 acido 5,6-dihidropenicilico 38.3 0.0 0.0 0.0 11.2 38.8 0.0 5.6 0.0 393 1.0 119 277 252 8.8 0.0 11.0 11.9
19 N-benzoil-L-fenilalaninol 0.0 0.0 0.0 0.0 42.8 0.0 13.3 273 50.7 520 174 147 255 0.0 0.0 0.0 11.4 9.2
20 actinomicina D 683 481 678 799 993 995 962 971 964 951 894 173 126 0.0 335 146 374 6.1
Concentracién minima inhibitoria 3750 o5a 100° 200° 2 5a 1250 700° 9382 050¢

(CMI) pg/mL

Controles positivos: Vancomicina; PAmpicilina; °Gentamicina; * Cepas multirresistentes a farmacos.
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5.11.12 Actividad antimicrobiana frente Mycobacterium spp.

De manera adicional e independiente a la evaluacion antimicrobiana descrita en el inciso
anterior, se exploré el potencial anti-Mycobacterium en colaboracién con grupo de investigacion del
Dr. Scott G. Franzblau del Institute for Tuberculosis Research de la University of lllinois Chicago,
USA.

Los compuestos se probaron sobre cepas tuberculosas (M. tuberculosis H37Rv) y no tuberculosas
(M. abscessus ATCC19977, M. chelonae ATCC35752, M. marinum ATCC927, M. avium ATCC15769
y M. kansasii (ATCC12478), empleando el ensayo en microplaca azul de Alamar (MABA), para cepas
replicantes de M. tuberculosis Hz7Rv. Los compuestos que exhibieron una inhibicion mayor del 90%
a la concentracion de 50 ug/mL, posteriormente fueron sometidos un ensayo de baja recuperacion
de oxigeno (LORA), el cual representa las condiciones anaerdbicas del estado de la infeccion (no
replicantes), asi como su evaluacion frente al resto de las cepas (empleando MABA). Finalmente, se
determind su potencial citotoxico frente la linea celular Vero (ATCC CCL-81). Los resultados de estas

pruebas se muestran en las Tablas 37 y 38.

Tabla 37. Resultados de la evaluacién anti-M. tuberculosis Hs7Rv de los compuestos aislados.

Compuesto M. tuberculosis H37Rv
MABA?® LORAP
Aspergillus sp. NCA276
17-desoxi-aspergilina PZ (1) 19 (ND) ND
aspocalasina D (3) 101 (39.5) >50
asperfenamato (4) 101 (16.6) >50
2-O-metilbutirolactona Il (5) 83 (ND) ND
N-benzoil-L-fenilalaninol (19) 20 (ND) ND
Aspergillus sp. NCA264
acido siddnico (7) 30 (ND) ND
diorcinol (8) 100 (47.9) >50
Aspergillus sp. NCA257
éter dimetilico de asterriquinol D (9) 13 (ND) ND
Stachybotrys sp. NCA252
O-Metilmeleina (10) 22 (ND) ND
atranona A (11) 29 (ND) ND
atranona B (12) 33 (ND) ND
acetato de stachybotrdlida (13) 99 (48.3) >50
acetato de stachybotridial (14) 38 (ND) ND
stachybotrdlida (15) 103 (49.4) >50
Aspergillus sp. NCA257 (cocultivo con Aspergillus sp. NCA276/Cladosporium sp. NCA273)
acido penicilico (16) 98 (49.5) >50
acido 5,6-dihidropenicilico (17) 42 (ND) ND
3.—iso_butil-6—(1—hidroxi-2-metilpropi|)-2(1H)- 23 (ND) ND
pirazinona (18)
Bacteria NCA250
actinomicina D (20) 101 (5.4) 22.7
CMI rifampicina (uM) 0.032 0.082
2% de inhibicion a 50 pg/mL (CMI, concentraciéon minima inhibitoria en pM).
bCMI en uM.
ND, no determinado (solo se determiné para los productos que mostraron >90% de inhibicién a 50 pg/mL vs
M. tuberculosis Hz37Rv en MABA.
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Tabla 38. Resultados de la evaluacion antimicobacteriana frente cepas no tuberculosas de los compuestos que
mostraron >90% de inhibicién a 50 pg/mL vs M. tuberculosis H37Rv en MABA.

M. abscessus M. chelonae M. marinum M. avium M. kansasii .
Compuesto ATCC19977  ATCC35752 ATCC927 ATCC15769  ATCC12478 C\z‘:c';s
MABA?
Aspergillus sp. NCA276
aspocalasina D (3) >50 (0) >50 (17) >50 (31) 22.55 >50 (16) 37.5
asperfenamato (4) >50 (0) >50 (6) >50 (22) 37.00 >50 (0) >50
Aspergillus sp. NCA264
diorcinol (8) >50 (0) >50 (12) 47.24 19.98 >50 (0) 39.9
Stachybotrys sp. NCA252
:faegﬁ;%gtfo“ da (13) >50 (0) >50(0) 23.15 11.63 >50(0)  38.2
stachybotrélida (15) >50 (0) >50 (0) 47.02 16.92 >50(0) 39.7
Aspergillus sp. NCA257 (co-cultivo con Aspergillus sp. NCA276/Cladosporium sp. NCA273)
acido penicilico (16) >50 (0) >50 (73) >50 (58) >50 (53) >50(0) 354
Bacteria NCA250
actinomicina D (20) >50 (0) >50 (34) 20.12 1.37 49.94 14.9
CMI rifampicina (uM) >8 4.25 0.09 0.05 0.41 >100

@ CMI en uM (% de inhibicion a 50 uM)
b Concentracién necesaria para inhibir el 50% del crecimiento de la linea celular (Clso) en uM.

De los compuestos evaluados, sélo los compuestos 3, 4, 8, 13, 15, 16 y 20 mostraron una inhibicion
mayor al 90% frente M. tuberculosis Hs7Rv y de ellos, Unicamente la actinomicina D (20) fue capaz
de inhibir a M. tuberculosis bajo condiciones anaerdbicas. Nuevamente los fenilespirodrimanos
(13-15) resultaron ser metabolitos bioactivos, se podria hablar de una especificidad estructural en
cuanto a su actividad, debido a que el compuesto que presenta el dialdehido en lugar de la lactona
que no presentd una inhibiciéon considerable.

El compuesto 2-O-metilbutirolactona 1l (5) resulté inactivo deacuerdo los criterios de estas
evaluaciones, en investigaciones previas, demostré su eficacia como agente antiincrustante de
larvas de percebe, asi como moderada actividad contra bacterias de los géneros Staphylococcus,
Bacillus y Vibrio.26

De los compuestos que resultaron activos: el diorcinol (8), a pesar de no evaluarse en este trabajo,
previamente ha demostrado diversas bioactividades, como agente antituberculoso frente
Mycobacterium tuberculosis cepa Hs7Ra (CMI 50 ug/mL),'®5 congruente con la observada. De
manera adicional, existen descripciones de su actividad antimicrobiana moderada frente especies
selectas de Staphylococcus 'y Vibrio (CMI: 20—40 pug/mL),®* Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145
(CMI: 17.4 uM)'S y E. faecalis ATCC 29212, S. aureus ATCC 29213, SARM y E. coli ATCC 25922
(CMI: 0.45, 0.45, 0.45 y 0.9ug/mL, respectivamente);'% antifingica frente Cryptococcus
neoformans,'% el oomiceto Saprolegnia parasitica (CMI: 8 ug/disco),'®” y Candida albicans (CMI 22.8
uM).198
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El asperfenamato (4) habia resultado inactivo frente M. tuberculosis en investigaciones previas, pero
fue encontrado activo en esta evaluacion.99:200 Anteriormente, habia demostrado actividad selectiva

frente Staphylococcus epidermidis (CMI 10 puM).42

Finalmente, la aspocalasina D (3) habia exhibido actividad antibacteriana moderada contra S. aureus
y SARM en investigaciones anteriores (CMI 32 ug/mL),2°! su evaluacion frente micobacterias es
novedosa. De manera adicional, el compuesto 3 ha presentado diferentes actividades: citotédxica,20?
antimicrobiana frente B. subtilis (CMI 32 ug/mL),2%2 S. epidermidis, S. aureus, E. coliy B. cereus (CMI
10 uM en todos los casos)'? y antifingica frente C. neoformans resistente a flucitosina (CMI 32
pg/mL).140

El 4cido penicilico (17) mostré actividad antibacteriana, la cual fue asociada a las propiedades
intrinsecas del compuesto, previamente explicadas.'82 De igual forma, la actinomicina D (20) es un
metabolito con diversas actividades ampliamente estudiadas, de las cuales sobresalen la antibiotica
y anticancerigena, cuyo mecanismo de accién principal consiste en inhibir la transcripcion al unirse
al ADN de doble cadena.?%3
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6. CONCLUSIONES

- Las especies de hongos y bacterias provenientes de dos cenotes de la peninsula de Yucatan
resultaron ser buenas candidatas para la obtencién de moléculas con actividad bioldgica. Su
crecimiento en condiciones de laboratorio y la extraccién de sus cultivos dio como resultado el

aislamiento de 19 metabolitos fungicos y 3 metabolitos a partir de bacterias.

- Se establecié la configuracion absoluta del producto 17-desoxi-aspergilina PZ (1) mediante su

analisis por cristalografia de rayos X.

- Se identificd por primera vez el producto O-metilmeleina (10) a partir de un hongo del género
Stachybotrys.

- Los ensayos de interaccion en caja de Petri entre las cepas estudiadas, permitieron establecer
algunos fendmenos relacionados con su coexistencia en el ambiente de donde se aislaron. La
obtencién y el fraccionamiento de los extractos de los cocultivos de las especies Aspergillus sp.
NCA257 y Cladosporium sp. NCA273, permitieron el aislamiento de los productos acido 5,6-
dihidropenicilico (17) y 3-isobutil-6-(1-hidroxi-2-metilpropil)-2(1H)-pirazinona (18), los cuales no

habian sido detectados en el estudio de estos organismos en monocultivo.

- Se estableci6 la diversidad quimica que poseen los organismos estudiados mediante los analisis
metabolémicos no dirigidos y por redes moleculares, demostrando asi que son una fuente potencial

de recursos quimicos que pueden ser investigados con otros fines.

- Se realizé una contribucion a la base de datos del GNPS mediante la anotacion de los compuestos
aislados que no se encontraban presentes en la base de datos.

- Se determind el potencial antimicrobiano de los extractos obtenidos de las bacterianas provenientes

de cenotes, encontrando una alta tasa de organismos que pueden ser objeto de estudios futuros.

- Se demostro el potencial antibacteriano de los fenilespirodrimanos (13-15), en especial el acetato
de stachybotrélida (13), el cual tuvo una CMI de 23 nM contra las tres cepas de S. aureus ensayadas.
Este hecho es muy relevante ya que estos productos pueden ser candidatos para el desarrollo de

nuevos agentes contra cepas de SARM.
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7. PERSPECTIVAS

- Realizar el estudio quimico del extracto NCA252b del hongo Stachybotrys sp., debido a que este

organismo demostrd poseer el potencial biosintético para producir distintas clases de compuestos.

- Explorar el posible mecanismo de accion anti-SARM del acetato de stachybotrélida (13) en ensayos

in vitro especificos 0 mediante métodos computacionales de interaccion blanco molecular-ligando.

- Realizar el estudio quimico del organismo NCA256 Arachniotus verruculosus, debido a que sélo
existen 9 metabolitos reportados como productos de este género y no hay una descripcion en la

literatura de esta especie.

- Analizar mediante redes moleculares los extractos obtenidos a partir de las cepas bacterianas, con
la finalidad de establecer su diversidad metabdlica y potencial para el aislamiento de compuestos

novedosos.

- Aislar cantidad adicional del producto 21, producido por la bacteria NCA274 para su caracterizaciéon

estructural inequivoca.

- Realizar andlisis de componentes principales y otros estudios que permitan establecer las

correlaciones relaciones entre los distintos organismos y sus metabolitos.
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ABSTRACT: Cenotes are habitats with unique physical, chemical, and biological
features. Unexplored microorganisms from these sinkholes represent a potential
source of bioactive molecules. Thus, a series of cultivable fungi (Aspergillus spp.
NCA257, NCA264, and NCA276, Stachybotrys sp. NCA252, and Cladosporium sp.
NCA273) isolated from the cenote Tza Itza were subjected to chemical, coculture,
and metabolomic analyses. Nineteen compounds were obtained and tested for their
antimicrobial potential against ESKAPE pathogens, Mycobacterium tuberculosis, and
nontuberculous mycobacteria. In particular, phenylspirodrimanes from Stachybotrys
sp. NCA252 showed significant activity against MRSA, MSSA, and mycobacterial
strains. On the other hand, the absolute configuration of the new compound 17-
deoxy-aspergillin PZ (1) isolated from Aspergillus sp. NCA276 was established via
single-crystal X-ray crystallography. Also, the chemical analysis of the cocultures
between Aspergillus and Cladosporium strains revealed the production of metabolites

that were not present or were barely detected in the monocultures. Finally, molecular networking analysis of the LC-MS-MS/MS
data for each fungus was used as a tool for the annotation of additional compounds, increasing the chemical knowledge on the
corresponding fungal strains. Overall, this is the first systematic chemical study on fungi isolated from a sinkhole in Mexico.

B INTRODUCTION

One of the most famous geological features in the Yucatan
peninsula is the ring of cenotes (from the Maya word ts'onot),
which is a group of sinkholes formed by the process of
karstification.” The origin of cenotes is related to the impact of
the Chicxulub asteroid around 66 millions of years ago, which
caused changes in the karst features.”” These habitats are
physically and chemically unique due to the phototrophic
activity of its microbial communities. In particular, the carbon
and sulfur cycles completed by different microbes affect the
sulfate reduction into aqueous sulfide, accelerating the
limestone dissolution, and increasing alkalinity.4’5 In addition,
most of the cenotes have hydraulic connections or networks
across the region, and the microbial communities, especially
freshwater fungi and bacteria, play a key role in keeping the
balance of the entire ecosystem.

Metagenomic analysis of soil samples from freshwater
environments in the Yucatan peninsula revealed a remarkable
microbial diversity, where fungi (ascomycetes) prevail over
bacteria (actinobacteria) in terms of biomass production and
enzymatic substrate degradation.” Furthermore, the biosyn-
thetic potential of these communities of microbes was assessed
using bioinformatics tools coupled with direct amplification of
environmental DNA.*"'? The number of studies demonstrat-

© 2022 The Authors. Published by
American Chemical Society

7 ACS Publications

ing the potential of microorganisms from cenotes for the
discovery of bioactive natural products is scarce. Such studies
have focused on the biological activity of extracts, exhibiting a
high percentage of hits (~81%). About half of the extracts
showed varied activities, including insecticidal and nema-
toxic.'' ™" To date, the only formal chemical study reported
from a fungal strain isolated from plant litter submerged in a
sinkhole in Merida, Yucatan, led to the discovery of the novel
hexahydroacremonintriol. This compound showed moderate
insecticidal activity against phytophagous Myzus persicae, and
Rhopalosiphum padi."*

The number of microorganisms from this region seems to be
underexplored. The Yucatan peninsula thus remains an
invaluable source of biological diversity for bioprospecting
purposes.>'® In this study, the chemical diversity and
antimicrobial properties of a series of cultivable fungi isolated
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Figure 2. Fungal isolates from cenote Tza Itza on PDA medium: Aspergillus spp. NCA257, NCA264, and NCA276; Stachybotrys sp. NCA252; and

Cladosporium sp. NCA273.

from the Tza Itza cenote were explored by combining
conventional chemical studies, cocultures analysis, and
metabolomics (Figure 1). The isolation of several compounds
from single-strain cultures demonstrated their potential to
produce interesting chemistry. In addition, the analysis of
cocultures led to the identification of compounds that were not
present, or were barely detected, in the monocultures.
Moreover, molecular networking (MN) analysis of the liquid
chromatography coupled to high-resolution mass spectrometry
(LC-HRMS) data of each fungus, allowed the annotation of
additional compounds beyond to the isolated. Finally, several

12172

isolated compounds showed significant antibacterial activity
against ESKAPE pathogens, Mycobacterium tuberculosis, and
nontuberculous mycobacterias.

B RESULTS AND DISCUSSION

Fungal Strains Isolation and Identification. Five
culturable fungal strains were isolated from sediments samples
collected in the cenote Tza Itza. The taxonomic identity of the
strains was determined by molecular sequencing of the ITS
rDNA, followed by BLAST search and maximum likelihood
analysis.'”'® The strains were identified as Aspergillus

https://doi.org/10.1021/acsomega.2c00544
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Figure 3. Isolated compounds from Aspergillus spp. NCA257, NCA264, and NCA276.

(NCA257, NCA264, and NCA276), Stachybotrys (NCA252),
and Cladosporium (NCA273) (Figure 2 and Table SI,
Supporting Information). Next, and as part of a program to
explore the chemical diversity and antimicrobial potential of
fungal species isolated from unexplored areas of Mexico,
isolated strains were subjected to chemical, biological, and
metabolomic analyses.

Chemical Study and Molecular Networking Analysis
of Aspergillus spp. The chemical study of the defatted
extracts from moist rice cultures of the Aspergillus spp. yielded
a new compound, 17-deoxy-aspergillin PZ (1), and the
known aspergillin PZ (2),”* aspochalasin D (3),”" asperphe-
namate (4),”> N-benzoyl-L-phenylalaninol (5),”* and 2-O-
methylbutyrolactone II (6)** from strain NCA276; diorcinol
(7),”> sydonic acid (8),”° and 11-dehydrosydonic acid (9)*
from NCA264; and asterriquinol D dimethyl ether (10)** from
NCA257 (Figure 3). All known compounds were elucidated by
comparison with reported spectroscopic data (Supporting
Information). Compound 1 was originally isolated from a jar
fermentation of a presumably Aspergillus species, and its planar
structure was established by NMR analysis.'” However, its
absolute configuration had not been determined before.
Suitable colorless crystals (Figure S1, Supporting Information)
of 1 were obtained for X-ray structural determination and its
absolute configuration was established as 3S,3aR,4S,6a-
$,8aS,9R,138,13aR,13bR-1 (Figure 4).

Next, the organic extracts of these strains were analyzed by
ultrahigh-performance liquid chromatography tandem high-
resolution electrospray mass spectrometry (UPLC-HRESIMS-
MS/MS). Then, metabolomic analyses were performed using
an in-house dereplication procedure’”*® and the Global
Natural Products Social (GNPS) platform to perform
feature-based molecular networking (FBMN) and spectral
library search.”' ~** The strain NCA276 showed the largest and
most chemically diverse MN. Its metabolite features were

Figure 4. Displacement ellipsoid plot (50% probability level) of 1 at
100(2) K.

grouped into 800 nodes arranged in 22 clusters or chemical
families with >3 nodes per cluster, 29 with two nodes, and 506
singletons (Figure S). Chemical ontology analysis by the
MolNetEnhancer GNPS tool classified the molecular features
in six classes of compounds (Figure S). Detailed analysis of the
aspochalasins (cytochalasans) cluster allowed to manually
annotate the isolated compounds 1—3 using their HRMS-MS/
MS data along with a series of related compounds
(aspochalasins T and K, and flavichalasin N)**** annotated
by GNPS (Figure 5 and Table 1). In the phenylalanine and
derivatives cluster, 4 and its precursor 5 were annotated
(Figure 5). Lastly, emeriphenolicin F*° and erythroskyrin®’
were found by GNPS in the glutamic and derivatives and
furofuranes nodes (Figure S). For strain NCA264, FBMN
analysis grouped the molecular features (591 nodes) into 9
classes of compounds clustered in 29 chemical families with >3
nodes per cluster, 29 with two nodes, and 542 singletons
(Figure 6). The biggest family in the network belongs to the
sesquiterpenoids, where 8, 9, and its derivative (S)-10-
hydroxysydonic acid®® were annotated (Figure 6). In addition,
7 was successfully annotated by GNPS in the phenyl-
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Figure S. Metabolomic analysis of Aspergillus sp. NCA276. (A) FBMN (>2 nodes per cluster) and (B—E) selected clusters with nodes showing the
compounds manually annotated (red circles) and by GNPS library search. Singletons (no molecular relatives) are not shown in the network.

propanoids and polyketides family (Table 1). Finally, MN of
strain NCA257 showed 154 nodes grouped in 11 clusters with
>3 nodes per cluster, 3 with two nodes, and 99 singletons.
Interestingly, FBMN analysis did not show any structural
families, but the annotation of 10 was possible using its
HRMS-MS/MS data (Figure 7 and Table 1).

Chemical Study and Molecular Networking Analysis
of Stachybotrys sp. NCA252 and Cladosporium sp.
NCA273. From the organic extract of Stachybotrys sp.
NCA252 culture, the isocoumarin, O-methylmellein (11),*
the dolabellane-type diterpenoids, atranones A and B (12 and
13),*" and the phenylspirodrimanes, stachybotrolide acetate
(14), stachybotrydial acetate (15), and stachybotrolide
(16),"** were isolated (Figure 8 and Supporting Informa-

12174

tion). Compounds 12 and 13 are commonly observed in the
chemotype A of Stachybotrys spp., and no compounds from
chemotype S (e.g., macrocyclic trichothecenes such as
satratoxins and roridins) were detected in the NCA252
strain.”™** In addition, the interconversion of 1S into lactone
14 was observed by NMR* (Figure S44). Finally, this is the
first report of the isolation of 11 in a fungus of the Stachybotrys
genera.

GNPS analysis of this strain grouped the metabolite features
into 325 nodes arranged in 12 clusters with >3 nodes per
cluster, 17 with two nodes, and 103 singletons. Chemical
ontology analysis showed the presence of seven classes of
compounds (Figure 9). Detailed analysis of the benzofurans
and phtalides nodes allowed the manual annotation of 14 and

https://doi.org/10.1021/acsomega.2c00544
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Table 1. Chemical Annotation of Metabolites from Aspergillus spp

compound observed ion (m/z)? adduct molecular formula exact mass (m/z)° mass accuracy (ppm)

Aspergillus sp. NCA276

17-deoxy-aspergillin PZ (1)“” 386.268 [M+H]" CyyHyNO, 386.2682 20
aspergillin PZ (2)“ 402263 [M+H]* CyyHyNO, 4022630 22
aspochalasin D (3)“” 384253 [M—H,0+H]* C,Hy,NO; 384.2523 -27
asperphenamate (4)“° 507.228 [M+H]* C3,H;N,0, 507.2279 +0.1
N-benzoyl-L-phenylalaninol (5)™° 256.133 [M+H]* C,¢H,sNO, 256.1328 +1.6
aspochalasin 1° 416.240 [M+H]* CyH;3,NO; 416.2437 +1.3
aspochalasin K* 434.289 [M+H]* C,sH,oNOg 4342906 +1.2
flavichalasin N“ 434.253 [M+H]* CysH,(NO; 434.2906 +12
emeriphenolicin F* 734.459 [M+H]* C4HeNOg 734.4632 +0.8
erythroskyrin® 456.235 [M+H]* C,6H34NO¢ 456.2386 +1.2
Aspergillus sp. NCA264

diorcinol (7)< 229.086 [M—H] C1.H:05 229.0863 -3.1
sydonic acid (8)“° 265.144 [M—H]~ CysH,,04 265.1442 -13
11-dehydrosydonic acid (9)“° 263.129 [M-H]~ C,sH,,0, 263.1286 -1.1
(S)-10-hydroxysydonic acid® 281.139 [M—H]~ CysH,,04 281.1389 -19
Aspergillus sp. NCA257

Asterriquinol D dimethyl ether (10)*? 429.180 [M+H]* C,6H,5N,0, 429.1800 -2.1

“Isolated compound. “Manual annotation. “GNPS annotation. “Values from GNPS. “Values from UPLC-HRESIMS-MS/MS analysis.
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Figure 6. Metabolomic analysis of Aspergillus sp. NCA264. (A) FBMN and (B,C) selected clusters with nodes showing the compounds annotated
by GNPS library search.

16, and by GNPS the annotation of a series of related of the organic extract obtained from the solid culture (poor
phenylspyrodrimanes, including 15, asperugin,*® and stachy- growth in this medium). In addition, the MN analysis of this
bysbin A*” (Figure 9 and Table 2). strain grouped the metabolite features into 77 nodes arranged
The chemical study of the culture of Cladosporium sp. in 6 clusters with >3 nodes per cluster, 8 with two nodes, and
NCA273 did not yield any pure compound due to the scarcity 63 singletons. No matches were found using the in-house
12175 https://doi.org/10.1021/acsomega.2c00544
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Figure 8. Isolated compounds from Stachybotrys sp. NCA252.

dereplication procedure nor the spectral library search in the
GNPS, and only two chemical families (O-glycosyl compounds
and glycerophosphocholines) were observed by FBMN
(Figure S45).

Aspergillus spp. NCA257 and NCA276 and Cladospo-
rium sp. NCA273 Coculture Analysis. During the isolation
process of the fungal strains from the cenote sediment samples,
a series of antagonistic interactions between Aspergillus spp.
NCA257 and NCA276 and Cladosporium sp. NCA273 were
observed (Figure 10). It is known that coculture fermentation
can trigger the expression of silent biosynthetic gene clusters to
produce new secondary metabolites, increase the amounts of
others, or in some cases inhibit the production of some
compounds.**™" This strategy was thus employed to analyze

the chemical variation of these strains when cocultivated in
solid media (Supporting Information).

High-performance liquid chromatography (HPLC) analysis
of the organic extract of the coculture of Aspergillus sp.
NCA257 and Cladosporium sp. NCA273 revealed the presence
of penicillic acid (17),”" 5,6-dihydropenicillic acid (18),°* and
3-isobutyl-6-(1-hydroxy-2-methylpropyl)-pyrazin-2(1H)-one
(19)°* (Figure 11). Compound 17 was not isolated from the
monoculture of Aspergillus sp. NCA257 due to its low
abundance. However, the induction of 17—19 by coculture
allowed its isolation and structural elucidation (Supporting
Information). Interestingly, 17 abundance (AUC by HPLC
analysis) was 250% times higher in the coculture compared to
the monoculture of Aspergillus sp. NCA257, whereas 10 was
totally suppressed. On the other hand, the analysis of the
Aspergillus spp. NCA257 and NCA276 coculture revealed
similar results than those of NCA257 and NCA273 coculture,
that is, 17—19 were induced in the coculture, and the
aspochalasins 1 and 3 were suppressed (Figure 12).

The MN analysis by GNPS of the cocultures of NCA257/
NCA273 and NCA257/NCA276, and the single-cultures of all
three strains consisted of 1380 nodes, which were grouped into
114 clusters with >2 nodes per cluster (Figure S$46).
Interestingly, the MN showed a major contribution from
strain NCA257 (Aspergillus sp.) in the clusters of the chemical
features (Figure S46). This agrees with the HPLC profiles
(Figures 11 and 12), where the production of the penicillic
acids 17 and 18, and the pyrazinone 19 suppresses the
biosynthesis of the main metabolites from the other strains.”*
Finally, aspochalasin J, aspochalasinol A, and alterporriol B
were annotated by GNPS in MN (Figure S46 and Table S4,
Supporting Information).

Biological Activity of Pure Compounds. The anti-
bacterial activity of the isolated compounds was assessed
against a panel of ESKAPE pathogens using the microdilution
assay”>® at 100 ug/mL or 10 ug/mL (Table 3). From these,
the aspochalasin 3, the amino acid ester 4, the bis-indolyl
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Figure 9. Metabolomic analysis of Stachybotrys sp. NCA252. (A) FBMN and (B—F) selected clusters with nodes showing the compounds manually

annotated (red circles) and by GNPS library search.

benzenoid 10, and the phenylspirodrimanes 14—16 showed
high activity (>50% inhibition) against MSSA and MRSA
strains with 14 as the most potent metabolite (>81% inhibition
at test concentration of 10 ug/mL). None of the tested

compounds were active against Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Klebsiella aerogenes ATCC 13048, K. pneumoniae
ATCC 700603, Acinetobacter baumannii ATCC 17978, and
the multidrug-resistant A. baumannii clinical strain AS64.°7
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Table 2. Chemical Annotation of Metabolites from Stachybotrys sp. NCA252

compound observed ion (m/z)? adduct
O-methylmellein (11)*" 215.068 [M+Na]*
atranone A (12)* 461218 [M+HCOO
atranone B (13)%" 445223 [M-H]~
stachybotrolide acetate (14)*" 429.227 [M+H]*
stachybotrydial acetate (15)“ 369.206 M
stachybotrolide (16)*” 387.217 [M+H]*
stachybotramide® 430.258 [M+H]*
K-76 diacetate” 487.233 [M+H]*
stachybotrysin H 471238 M
myrothecisin D 371222 M
F1839E° 446.254 [M+H]*
asperugin® 401.232 [M+H]*
stachybysbin A“ 385.201 [M+H]*

molecular formula exact mass (m/z)° mass accuracy (ppm)

C,,H,,0;Na 215.0675 +1.7
C,y5H3304 4612182 +0.2
CysH,,0, 4452226 -13
CysH,,04 4292272 +0.1
Cy3Hy0, 369.2061 +0.2
Cy3Hjy, 05 387.2160 -1.6
C,ysHygNOj; 430.2593 +12
Cy,Hy504 4872332 +1.1
C,,H;50, 4712383 +12
Cy:H,,0, 3712222 +14
C,sH,NO, 4462542 +1.1
C,,Hy;05 401.2328 +1.4
Cy5H,05 3852015 +1.4

“Isolated compound. “Manually annotation. “GNPS annotation. “Values from GNPS. “Values from UPLC-HRESIMS-MS/MS analysis.

Figure 10. Fungal interaction between Aspergillus spp. NCA257 and
NCA276 and Cladosporium sp. NCA273 in PDA plates.

Finally, 7, 9, and 19 were not tested due to the scarcity of the
isolated material.

In addition, the anti-mycobacteria activity of the isolated
compounds was assessed using the microplate Alamar blue
(MABA) and low oxygen recovery (LORA) assays””>” against
tuberculous (TB) and nontuberculous mycobacterias (NTM),
respectively, and a cytotoxicity assay against Vero cell line
(ATCC CCL-81)® (Table 4). Compounds 3, 4, 7, 14, 16, and
17 showed >98% growth inhibition of TB at 50 yug/mL and
CCs values >35 uM against Vero cells. Moreover, 3, 4, 7, 14,
and 16, displayed anti-M. avium activity with MIC values of
22.6,37.0,20.0, 11.6, and 17.0 uM, respectively, and 7, 14, and
16 against M. marinum with MIC values of 47.2, 23.1, and 47.0
UM, respectively. Compounds 2 and 9 were not tested in these
assays due to the paucity of the isolated material.

B CONCLUSIONS

In summary, this work represents the first contribution to the
chemical diversity and biology of fungi from sediments in a
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cenote of the Yucatan peninsula. Strains Aspergillus (NCA257,
NCA264, and NCA276), Stachybotrys (NCA252), and
Cladosporium (NCA273) were isolated from sediments’
samples collected in the cenote Tza Itza and taxonomically
identified by molecular sequencing of the ITS rDNA. From
this, several isolated compounds showed significant activity
against MSSA, MRSA, other ESKAPE pathogens and
mycobacterial strains and could be further studied for the
development of potential drug leads. The absolute config-
uration of new 17-deoxy-aspergillin PZ (1) was established via
single-crystal X-ray crystallography. Finally, cocultures and
metabolomics analysis revealed that communication between
the strains is needed to produce metabolites that were not
present in the monocultures. Overall, this work uncovers the
chemical and biological potential of understudied fungal strains
to produce biosynthetic bioactive natural products.

B EXPERIMENTAL SECTION

General Experimental Procedures. Optical rotations,
and UV data were measured using a Rudolph Research
Autopol III polarimeter (Rudolph Research Analytical), and a
Varian Cary 100 Bio UV—vis spectrophotometer (Varian Inc.),
respectively. NMR experiments were conducted in CDCl; or
methanol-d,, using a JEOL ECA-600 spectrometer (JEOL
Ltd.), a Varian VNMRS 400 (Varian Inc.), or a Bruker Avance
III 400 MHz (Bruker BioSpin Corp.). HRESIMS data were
acquired using a Q Exactive Plus system (Thermo Fisher
Scientific), equipped with an electrospray ionization source
with an HCD cell. Data were collected in both positive and
negative modes via direct injection or through an Acquity
UPLC system (Waters Corp.) using a BEH C,5 column (50 X
2.1 mm id.,, 1.7 ym; Waters Corp.) with a gradient solvent
system from 15:85 to 100:0 CH;CN-0.1% aqueous formic acid
for 10 min at a flow rate of 0.3 mL/min. Analytical and
preparative HPLC were carried out on a Waters HPLC system
equipped with a 2535 quaternary pump, a 2707 autosampler,
and 2998 PDA and 2424 ELSD detectors, using Gemini C,q
and Kinetex C;g columns (S ym,110 A, 250 X 4.6 mm i.d. and
S um, 110 A, 250 X 21.2 mm i.d.; Phenomenex) for analytical
and preparative runs, respectively. Data acquisition and
management were performed with the Empower 3 software
(Waters Corp.). Flash chromatography was conducted on a
CombiFlash Rf+ Lumen system (Teledyne Technologies Inc.)
equipped with PDA and ELSD detectors using RediSep Rf
Gold Si-gel columns (Teledyne Technologies Inc.). Reagent-
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Figure 11. HPLC traces (PDA UV A = 254 nm) of monoculture extracts of Aspergillus sp. NCA257 and Cladosporium sp. NCA273 and the

coculture extract.

grade chloroform, n-hexane, and methanol, and HPLC- and
MS-grade acetonitrile, methanol, and water were purchased
from ].T. Baker (Avantor Performance Materials). Deuterated
NMR solvents were acquired from Cambridge Isotope
Laboratories, Inc.

Fungal Strains Isolation and Identification. The fungi
of interest were isolated from sediment samples collected from
cenote Tza Itza (20°43'50.27” N, 89°27'56.82” W), in the
state of Yucatan, Mexico in 2018. The cenote dimensions are a
maximum depth of 40 m, water mirror of 7.6 X 10.5 m, and
dry cave of 30 X 8 X 5 m (L X W X H). The isolation of the
strains was made in A1 10% media with peptone (0.4 g), starch
(1.0 g), yeast extract (0.2 g), supplemented with rifampicin (5
ug/mL) and cycloheximide (0.1 mg/mL) to reduce the growth
of Gram-negative bacteria as previously described."” The
fungal cultures are maintained at —80 °C at the microbial
culture collection from Unidad de Quimica en Sisal, Facultad
de Quimica, UNAM, in Yucatan, Mexico. A copy of each strain
used for the chemical studies is also maintained at the
Departamento de Farmacia, Facultad de Quimica, UNAM,
Mexico. Axenic cultures of strains NCA252, NCA257,
NCA264, NCA273, and NCA276 were subjected to molecular
identification by ITS sequencing and BLAST search with the
RefSeg database using the methodologies reported.””*” For
designation of taxonomic names, the results of the ITS BLAST
search using GenBank were interpreted with caution using
modification of outlined criteria.”> Since we sequenced only
the ITS region, we chose a rather conservative approach and
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made identifications only to the genus level even when BLAST
sequence homology was >99%. Sequences for each strain were
deposited in the National Center for Biotechnology
Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ )
and given the GenBank Data Base accession numbers indicated
in (Table S1 Supporting Information).

Fungal Cultivation, Extraction, and Isolation and
Characterization of Pure Compounds. The methods
utilized to culture the fungal strains (mono and cocultures)
to prepare their organic extracts and to isolate and structurally
elucidate compounds 1—19 from the fungi followed well-
established protocols®*™®” and are detailed in the Supporting
Information.

17-Deoxy-aspergillin PZ (1). Colorless solid; [a]p'®! + 7.5
(c 0.1, CHCLy); UV (CHCLy) An. (log €) 322 (3.28), 285
(3.34) nm; 'H and C NMR, see Table S3 on Supporting
Information; HRESIMS m/z 386.2682 [M + H]* (calcd. for
C,,H;(NO; 386.2695).

X-ray Crystallographic Analysis of 17-deoxy-asper-
gillin PZ (1). Suitable X-ray quality single crystals for 17-
deoxy-aspergillin PZ (1) were successfully obtained from
MeOH—CHCL,—H,0 (20:1:1) recrystallization mixture. The
crystallographic data and data collection parameters are
mentioned in Table S2. All reflection intensities were
measured at 100(2) K using a Gemini R diffractometer
(equipped with Atlas detector) with CuKa radiation (4 =
1.54178 A) under the program CrysAlisPro (Version
CrysAlisPro 1.171.38.43f, Rigaku OD, 2015). The refinement
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Figure 12. HPLC traces (PDA UV 1 = 254 nm) of monoculture extracts of Aspergillus spp. NCA257 and NCA276 and the coculture extract.

Table 3. Antimicrobial Activity of Isolated Compounds against ESKAPE Bacteria at 100 pg/mL

growth inhibition (%)

compound

17-deoxy-aspergillin PZ (1)
aspergillin PZ (2)
aspochalasin D (3)
asperphenamate (4)

N-benzoyl-L-phenylalaninol (5)

2-O-methylbutyrolactone II (6)

sydonic acid (8)

asterriquinol D dimethyl ether (10)

O-methylmellein (11)

atranone A (12)

atranone B (13)

stachybotrolide acetate (14)7

stachybotrydial acetate (15)

stachybotrolide (16)

penicillic acid (17)

5,6-dihydropenicillic acid (18)

MIC positive control in ,ug/mL.
“Vancomycin - Inactive at 100 yg/mL. bAmpicillin - Inactive at 100 ug/mL. “Gentamicin - Inactive at 100 ug/mL. 9Tested at 10 pug/mL. “VSEF,
vancomycin-susceptible E. faecalis ATCC 29212; VREF, vancomycin-resistant E. faecalis ATCC 51299; MSSA, methicillin-susceptible S. aureus
ATCC 25923; MRSA, methicillin-resistant S. aureus ATCC 43300; and EC, E. cloacae ATCC 700323.

VSEF® VREF®
37.2 23.8
13.0
38.3

3.75% 25.07

MSSA®

11.8

81.4
104
13.3

81.0
82.7
82.2
80.4

200.0°

92.9
89.3
91.2
514

2.5¢

EC*
28.1
9.0

22.5

11.9
48.2
16.2

6.0
12.2
21.5
18.3
23.7

0.5°

of cell dimensions and data reduction were performed using
the most recent version of the program (viz. CrysAlisPro
1.171.40.53, Rigaku OD, 2019). The structure was solved with
the program SHELXT-2018/2 and was refined on F* by the
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full-matrix least-squares method using SHELXL-2018/3.°° An
empirical absorption correction was applied using CrysAlisPro
1.171.40.53.%” Non-hydrogen atoms were refined anisotropi-
cally. In the refinement, hydrogens attached to carbon, were
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Table 4. Anti-mycobacteria and Cytotoxic Activities of Isolated Compounds

M. chelonae M. avium M. kansasii
M. abscessus ATCC M. marinum ATCC ATCC
M. tuberculosis H37Rv.  ATCC 19977 35752 ATCC 927 15769 12478
Vero cell
ATCC CCL-

compound MABA®  LORA” MABA® 819
17-deoxy-aspergillin PZ (1) 19 (ND) ND ND ND ND ND ND ND
aspochalasin D (3) 101 (39.5) 50 >50 (0) >30 (17) >50 (31)  22.55 >50 (16) 37.5
asperphenamate (4) 101 (16.6) >50 >50 (0) >50 (6) >50 (22) 37.00 >50 (0) >50
N-benzoyl-L-phenylalaninol (5) 20 (ND) ND ND ND ND ND ND ND
2-O-methylbutyrolactone II (6) 83 (ND) ND ND ND ND ND ND ND
diorcinol (7) 100 (47.9) >50 >50 (0) >50 (12) 47.24 19.98 >50 (0) 39.9
sydonic acid (8) 30 (ND) ND ND ND ND ND ND ND
asterriquinol D dimethyl ether (10) 13 (ND) ND ND ND ND ND ND ND
O-methylmellein (11) 22 (ND) ND ND ND ND ND ND ND
atranone A (12) 29 (ND) ND ND ND ND ND ND ND
atranone B (13) 33 (ND) ND ND ND ND ND ND ND
stachybotrolide acetate (14) 99 (48.3) >50 >50 (0) >50(0) 23.15 11.63 >50(0) 382
stachybotrydial acetate (15) 38 (ND) ND ND ND ND ND ND ND
stachybotrolide (16) 103 (49.4) >50 >50 (0) >50 (0) 47.02 16.92 >50(0) 39.7
penicillic acid (17) 98 (49.5) >50 ND ND ND ND ND ND
5,6-dihydropenicillic acid (18) 42 (ND) ND >50 (0) >50 (73) >50 (58) >50 (53) >50(0) 354
3-isobutyl-6-(1-hydroxy-2-methylpropyl) 23 (ND) ND ND ND ND ND ND ND

-pyrazin-2(1H)-one (19)

MIC Rifampicin (ug/mL) 100 (0.03) 0.8 >8.0 425 0.09 0.05 041 >8.0

“9% Inhibition at 50 ug/mL (MIC uM). PMIC uM. “MIC M (% Inhibition). dCCSO, cytotoxic concentration to 50% inhibition of the cell line. ND,
not determined since % inhibition of M. tuberculosis H37Rv using MABA was below 90%.

treated as riding atoms using SHELXL default parameters,
while those attached to nitrogen were located with electron
difference maps. The crystallographic data of 1 in CIF format
was deposited in the Cambridge Structural Database (CSD)
(CCDC no. 2142221).

Biological Activity Assays. Pure compounds were tested
in vitro for antibacterial activity using the Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) broth dilution standard
method.*>® Target bacteria used in the assays belong to the
ESKAPE group: vancomycin-susceptible Enterococcus faecalis
ATCC 29212 (VSEF), vancomycin-resistant E. faecalis ATCC
51299 (VREF), methicillin-susceptible Staphylococcus aureus
ATCC 25923 (MSSA), methicillin-resistant S. aureus ATCC
43300 (MRSA), Klebsiella aerogenes ATCC 13048, K. pneumo-
niae ATCC 700603, Acinetobacter baumannii ATCC 17978,
multidrug-resistant A. baumannii strain 564 (clinical iso-
lated),57 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, and Enter-
obacter cloacae ATCC 700323. The compounds were dissolved
in DMSO to obtain a stock solution and then tested at a final
concentration of 100 yg/mL or 10 ug/mL. The bioassays were
carried out in 96-well plates in triplicate at concentrations of
pure compound. In addition, pure compounds were also tested
against M. tuberculosis H37Rv (MT) strain under both aerobic
(replicating) and anaerobic (nonreplicatingg NRMT) con-
ditions using MABA and LORA assays.”® Compounds with
activity >90% of inhibition of the growth of MT in MABA
were further tested against M. abscessus ATCC 19977, M.
chelonae ATCC 35752, M. marinum ATCC 927, M. avium
ATCC 15769, and M. kansasii ATCC 12478, using MABA™
and a cytotoxicity assay against Vero cell line ATCC CCL-
81.° For the latter, 0.6 mM of resazurin was used and the
absorbance was recorded at 530 nm (excitation) and 590 nm
(emission). Positive controls for all assays are indicated in
Tables 3 and 4.

Molecular Networking and Metabolomics Analysis.
Each extract from the mono and cocultures was analyzed by
LC-HRMS-MS/MS using a previously described method-
ology.éﬁ’67 Raw data were converted to mzML format using the
ProteoWizard tool MsConvert (version 3.0.20239) and the
resulting files uploaded to the Global Natural Products Social
(GNPS; https://gnps.ucsd.edu) Web server using the FTP
Server Version 5.17.16. Molecular networks were generated
following the workflow previously published.”"** Data was
filtered by removing all MS/MS fragment ions within +17 Da
of the precursor m/z. The precursor ion mass tolerance was set
to 0.01 Da and a MS/MS fragment ion tolerance of 0.02 Da. A
network was then created where edges were filtered to have a
cosine score above 0.7 and more than five matched peaks.
Furthermore, edges between two nodes were kept in the
network if and only if each of the nodes appeared in each
other’s respective top 10 most similar nodes. Finally, the
maximum size of a molecular family was set to 100, and the
lowest scoring edges were removed from molecular families
until the molecular family size was below this threshold. The
spectra in the network were then searched against GNPS’
spectral libraries. The library spectra were filtered in the same
manner as the input data. All matches between network spectra
and library spectra were required to have a score above 0.7 and
at least five matched peaks. GNPS MolNetEnhancer and
Dereplicator+ tools were applied for chemical classifica-
tion.”””" Molecular networks were visualized with Cytoscape
3.8.1.7" Finally, manual dereplication was assessed using UV-
absorption maxima and HRMS-MS/MS data against MS/MS
data of 1—19 and by comparison with those reported in the
Dictionary of Natural Products,”* SciFinder,”* and an in-house
mycotoxins database. The annotation of isolated compounds
was at confidence level 1, according to the metabolomics
standards initiative and exact mass accuracy <5 ppm.’*
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The Yucatan Peninsula has one of the most spectacular
and developed karstic aquifers in the world. To expand
the chemical knowledge of the microorganisms from this
unique ecosystem, the organic extracts of four fungal
strains obtained from sediments of the Kankirixché and
Noh Mozén cenotes were subjected to chemical studies
and metabolomic analysis. The isolated compounds,
asterriquinols, penicillic acids, a bisabolene,
phenylalanine derivatives, and aspochalasins from three
Aspergillus spp. and melleins, atranones, and

phenylspirodrimanes from a Stnchybohys sp., were
annotated in the GNPS molecular network of each strain.
In addition, the absolute configuration of the 17-
desoxiaspergillin PZ was stablished by X-Ray analysis

[Flack parameter 0.08(10)].
Some of these compounds were active against MRSA.

Chemical Studies of Fungi from Cenotes of the Yucatan Peninsula

Carlos A. Fajardo-Hernandez!, Alejandra Prieto-Davé?, Firoz S. Khan?, Shabnam Hematian3, and Mario Figueroal. Facultad de Quimica and 2Unidad de Quimica-Sisal, Universidad Nacional
Auténoma de México, Ciudad de México 04510, Mexico. *Department of Chemistry and Biochemistry, University of North Carolina Greensbaro, Greensboro, NC 27402.

The Yucatan Peninsula, which belonged to the seabed and coral
reefs during the Cretaceous-Paleogene era, has unique ecological
features. The most famous geological feature found in this area is
the cenotes (from the Maya word ts'onat), which are sinkholes
formed by the dissolution of carbonate rocks in the karstic platform
(Figure 1).22

Figure 5. (A) GNPS molecular networking analysis of Stachybotrys
sp. NCA252 and (B) benzofuranes cluster.

i o Mozan Cenole
Figure 1. Geographical location of the sampling site

Figure 3. Isolated compounds.

As part of our continuing search of bioactive compounds, nine fungi
isolated from sediments of two cenotes (Kankirixché and Noh
Mozon) were chemically studied. The CHCl;-MeQH extracts were
obtained from rice cultures (21 days) and then fractionated via
Flash chromatography. Compounds 1 6 from Stachybotrys sp.
NCA252, 7 from Aspergillus N , 8-9 from Aspergillus sp.
NCA264, and 10-14 fram Aspergilius sp. NCAZ?E were separated by
reverse-phase HPLC and identified by NMR, HRMS and X-ray
analysis (Figures 2-4).

A

Aspergillus spp.

Stachybotrys sp.
Figure 2. (A-D) Fungal strains chemically studied.

The absolute stereochemistry of aspergillin PZ {10) was established
via X-ray diffraction analysis (Figure 4).

Figure 4. X-ray structure of
17-deoxyaspergillin PZ
[Flack parameter 0.08(10])]

GNPS molecular networking analyses were generated as a tool to
improve the dereplication of metabolites and to show the chemical
diversity of these fungal strains.* Thus, we were able to annotate all
isolated compounds as well several match compounds included in
the GNPS library (Figure 5).
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Finally, 1-8 and 10-13 were tested against ESKAPE bacteria.’ The
phenylspirodrimanes (4-6) showed important activity, specially 4
(MIC 23 nM) against both S. aureus and MRSA (Table 1).

Table 1. Antimicrobial activity of 4-6 (MIC in uM).

Compound S.aureus S. aureus MRSA
ATCC 6538 ATCC 25923 ATCC 43300
4 $0.023 <=0.023 $0.023
5 0.23 0.23 0.23
6 0.26 0.26 0.26
Control
MIC () 1.434 572.40° 0.86

“Ampicillin; "Wancomycin.
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