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RESUMEN

Como parte de un proyecto de investigacion multidisciplinario enfocado en el descubrimiento
de nuevos productos naturales con actividad antimicrobiana a partir de organismos fungicos,
se realizé el estudio quimico y biolégico de 15 hongos aislados de varios sustratos,
recolectados en playas del Pacifico mexicano, en el pie de la montafia La Becerra en Cuatro

Ciénegas en Coahuila, en Tepoztlan en Morelos y de una hormiga colectada en Chiapas.

Las especies se cultivaron a mediana escala en un medio sélido compuesto por arroz y se
obtuvieron sus extractos organicos. Estos fueron sometidos a un estudio quimico biodirigido,
empleando como ensayo de monitoreo, la evaluacion de su potencial antimicrobiano contra
una serie de bacterias pertenecientes al grupo ESKAPE: Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, K. aerogenes, Acinetobacter baumannii,

Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter cloacae.

Los extractos de los organismos identificados uno del orden Hypocreales (ORO2) y el otro
perteneciente al género Alfaria (ORO3), fueron sujetos a procesos de separacion y
purificacion de sus principios activos mediante técnicas cromatogréaficas de vanguardia. Asi,
a partir del hongo ORO2, se obtuvieron una serie de compuestos de tipo tricotecenos (1-3) e
isocumarinas (4-5), ademas de una serie de peptabidticos conocidos como neoefrapeptinas
(6-11). Por otra parte, del hongo ORO3 se aisloé una isocumarina novedosa (12) y una serie
de fenilespirodrimanos (13-19), siendo cinco de estos novedosos. La determinacion
estructural de todos los productos se realizO mediante técnicas espectroscopicas y
espectrométricas. Finalmente, algunos de los compuestos mostraron una importante

actividad antimicrobiana contra las cepas S. aureus susceptible y resistente a meticilina.

Asi, los estudios quimicos y biologicos realizados durante este proyecto contribuyen de forma
importante al conocimiento de la biodiversidad de especies fungicas del pais y su capacidad
de producir compuestos bioactivos que sirvan de inspiracion para el desarrollo de nuevos

farmacos.
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ABSTRACT

As part of a multidisciplinary research project focused on the discovery of new natural products
with antimicrobial activity from fungi isolated from unexplored habitats in Mexico, a chemical
and biological study of 15 isolates collected from beaches in the Mexican Pacific, at the base
of La Becerra mountain in Cuatro Ciénegas, Coahuila, in Tepoztlan, Morelos, and from an ant

collected in Chiapas.

Fungi were grown in rice medium (medium scale) and its organic extracts were tested against
bacteria from the ESKAPE group (Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, K. aerogenes, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, and
Enterobacter cloacae). The extracts of the organisms, one identified within the order
Hypocreales (ORO2) and other from the genus Alfaria (ORO3), were subjected to a bioactive-
guided fractionation study. From the ORO2 species, a series of trichothecene-type
compounds (1-3), isocoumarins (4-5), and several peptabiotics known as neoefrapeptins (6-
11) were identified. From ORO3, a novel isocoumarin (12) and a series of
phenylspirodrimanes derivatives (13-19), five of these were new, were isolated and
characterized. The structure of all isolates was established by spectroscopic and
spectrometric techniques. Finally, some of these compounds showed significant antimicrobial

activity against methicillin-susceptible and resistant S. aureus strains.

Overall, the chemical and biological studies carried out during this project contribute to the
knowledge of the fungal biodiversity of Mexico, and the ability of these species to produce
bioactive compounds that could serve as prototypes for the development of new antimicrobial

drugs.

Vi



INTRODUCCION

1.1 Enfermedades infecciosas

Las enfermedades infecciosas se definen como aquellas causadas por un agente patogénico
especifico o los productos toéxicos del mismo.! Estos agentes pueden ser bacterias, virus,
hongos, parasitos u otros microorganismos que pueden transmitirse de manera directa o
indirecta de un individuo a otro.? 2 De acuerdo con la Organizacién Mundial de Salud (OMS),
las enfermedades infecciosas formaron parte de las 10 principales causas de muerte en el
2019, destacando entre éstas las infecciones de vias respiratorias inferiores, las afecciones

neonatales y las enfermedades diarreicas (Figura 1).*

Principales causas de muerte a nivel global
en el ano 2019
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Figura 1. Principales causas de muerte a nivel global en el afio 2019.* En color naranja se
muestran aguellas debidas a procesos infecciosos.

En México, las enfermedades infecciosas fueron la segunda y quinta causa de muerte en el
afio 2020 (Figura 2).> Asi mismo, dichas enfermedades son las tres principales causas de
morbilidad a nivel nacional, donde las infecciones respiratorias agudas ocupan la primer

posicion, seguida de las intestinales y las urinarias.®
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Figura 2. Principales causas de muerte en México en el afio 2020.° En color azul se muestran
aguellas debidas a procesos infecciosos.

Cabe destacar que las enfermedades infecciosas no solo afectan directamente a la salud de
las personas, si ho también tienen implicaciones sociales, politicas y econémicas en los

sectores de salud, la industria, el turismo, el sector agricola, entre otros.”:8

Dentro de los diversos agentes etiologicos de las enfermedades infecciosas, las bacterias han
sido causantes de millones de muertes a lo largo de la historia de la humanidad, a pesar de
que solo un pequefio porcentaje de estos organismos causan infecciones y enfermedades.®
Por ejemplo, Mycobacterium tuberculosis, la bacteria causante de la tuberculosis, provocé la
muerte de 1.5 millones de personas a nivel mundial en el afio 2020.1° Otra bacteria de gran
relevancia por causar la muerte de aproximadamente 335 mil nifios menores de 5 afios en el
2015, es Streptococcus pneumoniae, uno de los agentes etioldgicos de la neumonia

bacteriana, meningitis y sepsis.!?

A pesar de la mortandad, las infecciones bacterianas son faciles de tratar debido a la
existencia de diversos agentes antimicrobianos.® Sin embargo, la resistencia bacteriana a
dichos agentes es un problema que hoy en dia estd en aumento y que esta tendiendo

consecuencias potencialmente devastadoras.



1.2 Resistencia antimicrobiana

Los antibiéticos son el medicamento que se receta con mayor frecuencia en el mundo'?. Su
funcién se ha expandido desde el tratamiento de infecciones graves, prevenir infecciones en
pacientes quirlirgicos, proteger a los pacientes con cancer y a las personas con sistemas
inmunes comprometidos, asi como para promover el crecimiento y prevenir enfermedades en

el ganado y otros animales destinados a la alimentacion.314

Desde su introduccién en la década de 1940, los antibiéticos han sido fundamentales para la
atencion médica moderna debido a que estos permitieron el manejo y el tratamiento de
enfermedades como la tuberculosis, la neumonia bacteriana, la sepsis, etc., lo que condujo a
una mejor supervivencia y resultados en los pacientes.'® Hoy en dia, las infecciones que
alguna vez fueron tratables se estan volviendo dificiles de curar, debido a un aumento del

fendbmeno conocido como resistencia antimicrobiana.

La resistencia antimicrobiana ocurre cuando las bacterias desarrollan la capacidad de evadir
el efecto de los antibidticos disefiados para combatirlos, es decir, crecen en presencia de
éstos.'® Este fenébmeno deriva de cambios en el genoma de los microorganismos, lo que les
permite sobrevivir en medio en medios 0 ambientes donde los antibiticos se encuentran
presentes!’. Algunos de los mecanismos descritos para la resistencia son la formacion de
barreras celulares que impiden la entrada o absorcién del antimicrobiano; cambios en los
sistemas de expulsion de farmacos, alteraciones en los bancos de accion de los antibiéticos,
0 sobreexpresion de enzimas que inactivan estos agentes( Figura 3).18 19 Cabe mencionar
gue estos procesos se ha acelerado en afos recientes debido a un incremento en el uso
inadecuado de los antibidticos y la presion selectiva que ejercen éstos a los microrganismos,
lo que permite la propagacién de mutaciones que promueven la supervivencia de las bacterias
(resistencia adquirida).'> Como consecuencia de todo esto, los antibiéticos se vuelven

ineficaces.

El fendmeno antes descrito ha llamado la atencién a los distinto sectores de la sociedad,

debido a que las infecciones bacterianas son cada dia mas frecuentes, y las estimaciones



indican que afo con afo alrededor de 700,000 personas mueren de infecciones causadas
por bacterias resistentes.?° Ademas, dichas infecciones tienen un gran impacto econémico
debido a que son significativamente mas costosas para los sistemas de salud, dado a
estadias hospitalarias mas prolongadas y/o tratamientos mas intensivos y costosos.?! El
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) de los Estados Unidos, estima que el costo
de la resistencia a los antimicrobianos en ese pais es de $55 billones de ddlares cada afio,
de los cuales $20 billones son para la atencibn médica y $35 billones por la pérdida de
productividad. Aunado a esto, se estima que el costo de la resistencia antimicrobiana a nivel
mundial para el afio 2050 sera aproximadamente de $100-210 billones de délares.??, 23
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Figura 3. Mecanismos de resistencia bacteriana a los antibiéticos.??

En el afio 2017, la OMS public6 una lista de patégenos hacia los que se necesita orientar la
investigacion y el desarrollo de nuevos antibidticos con urgencia. Dentro de esta amplia lista,
los microorganismos agrupados bajo el acréonimo ESKAPE (Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa, y algunas especies del género Enterobacter) fueron designados como "estado
de prioridad".?* Estos organismos son responsables de la mayoria de las infecciones
nosocomiales y de aproximadamente 23,000 muertes por afio,”® ademas de poseer la
capacidad para adquirir y diseminar diversos genes de resistencia®® y evitar la capacidad

biocida de mas de un agente antimicrobiano.?’



1.3 Microorganismos como fuente de antibiéticos

Las bacterias, los hongos y las plantas son los principales productores de moléculas con bajo
peso molecular (<1500 Da), que presentan diversas funciones, principalmente les ayudan a
sobrevivir en el medio ambiente donde se encuentran.?® Estas moléculas se conocen como
metabolitos secundarios, metabolitos especializados, o simplemente como productos
naturales (PNs). Sin duda estas sustancias han sido una fuente importante de numerosos
farmacos con estructuras quimicas y actividades biologicas diversas, y/o de inspiracion para
el desarrollo de otros farmacos mas eficaces (Figura 4).2°-31
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Figura 4. Ejemplos selectos de farmacos y PNs con actividad biolégica (N, nombre; F, fuente
natural; U, uso).2°-32

Hoy en dia, de las nuevas entidades quimicas (NEQs) aprobadas por la Food and Drug
Administration (FDA) de los Estados Unidos para uso medicinal, aproximadamente el 70 %
son PNs, derivados de éstos o moléculas sintéticas que mimetizan un PNs. En el caso
particular de los farmacos para el tratamiento de infecciones, el 60% de los aprobados

corresponden a estas mismas categorias (Figura 5).%2
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Figura 5. Nuevas entidades quimicas aprobadas por la FDA para uso medicinal (A)y
medicamentos con actividad antimicrobiana entre 1981 y 2019 (B).*?

En particular, los hongos y las bacterias son considerados la principal fuente de obtencion de
los PNs con actividad antimicrobiana.®® El uso de estos microorganismos para tratar
infecciones data de al menos 1500 afios a.C., en donde se hace referencia al uso de hongos

para el tratamiento de heridas infectadas.3

El descubrimiento de la penicilina a partir del moho Penicillium notatum en 1929 por Alexander
Fleming, dio origen a una era completamente nueva en la quimioterapia de las infecciones,
cambiando asf la calidad y expectativa de vida humana.®® Para finales de la década de 1930,
Selman Waksman comenzd un estudio sistematico en diversos microorganismos para
determinar su potencial como productores de compuestos antimicrobianos.3® Ambos eventos
condujeron al inicio de la “era dorada de los antibi6ticos” (1950-1960) donde la mayoria de



las clases de antibiéticos que usamos como medicamentos hoy en dia, fueron descubiertas
e introducidas en el mercado.® Actualmente, las clases mas importantes de antibiéticos son
las penicilinas, las cefalosporinas, las tetraciclinas, los aminoglucosidos, los macrolidos, los
polienos, los glicopéptidos, entre otros (Tabla 1, Figura 6).3” De los antibiéticos utilizados en
la clinica y que son producidos por microorganismos, méas de la mitad fueron descubiertos de
actinomicetos, del 10 al 15% de bacterias no filamentosas, y alrededor del 20% de hongos

filamentosos.36

Tabla 1. Clases y fuente de obtencion de algunos antibiéticos utilizados clinicamente.3®

Introduccién

Clase Descubrimiento ala clinica Ejemplo y organismo productor
Antibiéticos producidos por actinomicetos
Aminoglucésidos 1944 1946 Kanamicina A (Streptomyces kanamyceticus)
Anfenicoles 1947 1949 Cloranfenicol (S. venezuelae)
Tetraciclinas 1948 1948 Tetraciclina (S aureofaciens)
Tuberactinomicinas 1951 1953 Viomicina (S. puniceus)
Macrélidos 1952 1952 Eritromicina (Saccharopolys poraerythraea)
Estreptograminas 1953 1965 Pristinamicina (S. pristinaespiralis)
Glicopéptidos 1954 1958 Vancomicina (Amycolatopsis orientalis)
Cicloserinas 1955 1964 Seromicina (S. orchidaceus)
Ansamicinas 1959 1963 Rifamicina (A. rifamycinica)
Lincosamidas 1962 1963 Clindgmicin_az derivaqlo sintétic_o de la
lincomicina (S. lincolnensis)
Fosfonatos 1969 1971 Fosfomicina (S. fradiae)
Lipiarmicinas 1975 2011 Fidaxomicina (Da}ctylosporangium
aurantiacum)
Meropenem, derivado sintético de la
Carbapenos 1976 1985 tienamicina (S. cattleya)
Lipopéptidos 1987 2003 Daptomicina (S. roseosporus)
Antibiéticos producidos por hongos
Penicilinas 1928 1943 Penicilina G (P. notatum)
Cefalosporinas 1948 1964 Cefalosporina C (C. acremonium)
Pleuromutilinas 1951 2007 Retapamulin_a_, derivado sintéticq de la
Pleuromutilina (Pleurotus mutilus)
Eniantinas 1953 1963 Fusafungina (F. lateritium)
Esteroides 1958 1962 Acido fusidico (Fusidium coccineum)
Antibiéticos producidos por bacterias no filamentosas
Polipéptidos 1939 1941 Gramicidina A (B. brevis)
Bacitracinas 1945 1948 Bacitracina A (B. subtilis)
Polimixinas 1950 1958 Colistina (Paenibacillus polymyxa)
Mupirocinas 1971 1985 Mupirocina (P. fluorescens)
Monobactanos 1981 1986 Aztreonam, molécula sintética basada en SQ

26, 80 (Chromobacterium violaceum)
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Figura 6. Ejemplos selectos de clases de PNs con actividad antimicrobiana.2¢*’

1.4 Importancia de los hongos en la produccién de antibidticos

Los hongos son organismos eucariontes y heterétrofos con pared celular que contiene
quitina.’® Estos organismos tienen un papel clave en los ecosistemas como
descomponedores, mutualistas y patdégenos, aunque en la mayoria de los casos, su rol
individual en la naturaleza aln se desconoce.®® Actualmente se han identificado alrededor
de 148,000 especies fungicas en el mundo, aunque se cree que mas del 90% de las especies
siguen siendo desconocidas, ya que se estima hay entre 2.2 y 5 millones de especies de

hongos en la Tierra.*°

Los hongos se clasifican en dos grupos principales, aquellos que obtienen sus nutrientes a
partir de organismos vivos (parasitos y mutualistas) y los que tienen la capacidad de degradar
la materia organica (saprofitos). Independientemente del grupo en el que se encuentren,
todos los hongos producen metabolitos secundarios, principalmente en la fase estacionaria

de su crecimiento.4°



Los PNs de origen fangico han mostrado una gran importancia econémica, comercial y

biotecnolégica, como farmacos (antibiéticos, reguladores del colesterol, inmunosupresores y

antitumorales, etc.) o de utilidad en la agricultura (agentes de control de plagas) (Figuras 4y

6 y Tablas 1 y 2). Por otra parte, de todos los PNs aislados hasta el afio 2015

aproximadamente 8360 compuestos mostraron alguna actividad biologica (antibacteriana,

antifingica o antitumoral).*% 42

Tabla 2. Ejemplo de metabolitos secundarios sintetizados por organismos flngicos y sus
aplicaciones.

Metabolito

Ejemplo de hongo
productor

Uso

Penicillium brevicompactum

Inmunosupresor empleado
en la prevencion del rechazo
de 6rganos en trasplantes

Base para el desarrollo del
fingolimod empleado en el

HO

Isaria sinclairii . .
tratamiento de la esclerosis
maltiple
Miriocina
Ho AP -
/\O(;/[ Aspergillus oryzae Antioxidante en productos
OH cosméticos
Acido kojico
(0] H
2

+10H

~ HO” O
Acido gliberélico

Fusarium fujikuroi

Hormona de crecimiento
vegetal

H
HO OH

; OH
Acido citrico

Aspergillus niger

Productos medicinales y
alimenticios

Griseofulvina

Penicillium griseofulvum

Tratamiento de infecciones
tépicas contra hongos
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Como se mencion6 anteriormente, en los ultimos afios, el espectro de microorganismos
resistentes a diferentes antibiéticos comerciales ha incrementado, por lo que uno de los
objetivos para frenar el fendmeno de la resistencia antimicrobiana es encontrar o sintetizar
nuevas clases de antibioticos. En este sentido las fuentes naturales son la mejor opcion para
la obtencidn de PNs con actividad antimicrobiana, en particular las especies fuangicas, debido
a que han sido poco estudiadas desde el punto de vista quimico. Se estima que solo el 7%
del total de las especies ha sido estudiado con tales fines, por lo que existe la posibilidad de

encontrar PNs novedosos con actividad antimicrobiana a partir de éstas.*?

1.5 Habitats con condiciones extremas como fuente de PNs con actividad

antimicrobiana

La busqueda de NEQs con actividad antimicrobiana que evadan los mecanismos de
resistencia de los microorganismos, es sin lugar a duda una estrategia que numerosos centros
de investigacion, universidades y pequefias industrias han continuado realizando para
combatir el fendmeno de multirresistencia.3® Para ello, se requiere de una mayor comprension
de la naturaleza y del alcance de la diversidad microbiana en los habitats naturales, que junto
con la aplicacion de nuevas tecnologias en microbiologia y quimica, permitan el

descubrimiento de dichas moléculas biodindmicas con propiedades terapéuticas.*®

Uno de los métodos para la obtencion de estas substancias es a partir de microorganismos

gue habitan ecosistemas poco explorados y con condiciones ambientales extremas, por

11



ejemplo, en regiones polares, fuentes hidrotermales, areas marinas de alta presion o
salinidad, etc., bajo la premisa de que los factores ambientales promoveran la sintesis de

nuevos metabolitos secundarios que favorezcan su supervivencia y adaptacion (Figura 7).4>

46

= Antimicrobiano = Anticancerigeno = Antifingico
Antiinflamatorio = Antiviral = Otras actividades

Figura 7. Actividad biologica de metabolitos producidos por microorganismos aislados de hébitats
extremos®.

Los hongos de ambientes extremos son, por lo tanto, buenos candidatos potenciales para el
aislamiento de nuevos compuestos bioactivos, particularmente con actividad
antimicrobiana.*’ En la Tabla 3 podemos observar algunos ejemplos de PNs con actividad

antimicrobiana aislados a partir de hongos que habitan habitats extremos.*> 48

Tabla 3. Ejemplos de PNs con actividad antimicrobiana aislados a partir de hongos de habitats
extremos. 548
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Eutipenoide B

Actividad contra S.
aureus resistente
a meticilina
(MRSA)

Aislado de una
esponja del
Artico

Lindgomycetaceae

Lindgomicina
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Tricoderina A
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Pestalotia sp. Enterococcus
faecium resistente
a vancomicina

Aislado de una
alga marina

Pestalona

1.6 México, un pais megadiverso

México es un pais megadiverso que alberga cerca del 10% de las especies registradas en el
mundo, gran parte de ellas endémicas.*® En el caso de los organismos flingicos, se estima
gue en nuestro pais existen mas de 200,000 especies, aunque soOlo se han aislado e
identificado alrededor del 5% de éstas.®® En los Ultimos afios se han realizado diversos
estudios de bioprospeccién de hongos de México obteniéndose numerosos PNs bioactivos
(Figura 8). 5153
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Figura 8. Ejemplos selectos de PNs bioactivos obtenidos a partir de organismos flingicos en
México.51-53
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2. HIPOTESIS

El estudio quimico biodirigido de hongos aislados de regiones con condiciones extremas en
México, como en la zona intermareal de las playas de Oro y la Bahia de Manzanillo en Colima,
o la Bahia de Caleta en Guerrero, por mencionar algunos sitios, permitira el descubrimiento
de metabolitos secundarios con una diversidad quimica estructural inusual y/o posible

aplicacién en la terapéutica contra bacterias resistentes a antibidticos.

3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este proyecto es descubrir nuevos PNs con actividad antimicrobiana
contra bacterias del grupo ESKAPE a partir de organismos flngicos obtenidos de diversos

habitats de México.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Establecer la viabilidad y pureza de una serie de taxones fungicos obtenidos de muestras
colectadas de regiones inexploradas de México.

2. Cultivar cada cepa en medio sélido y obtener sus correspondientes extractos organicos
mediante técnicas de maceracién y reparto.

3. Establecer el potencial antimicrobiano de los extractos contra bacterias del grupo ESKAPE.
4. Realizar el estudio quimico biodirigido de los taxones mas activos mediante técnicas
cromatograficas convencionales y ensayos biol6gicos de monitoreo.

5. Caracterizar a los metabolitos mayoritarios y minoritarios presentes en las fracciones
activas mediante técnicas espectroscopicas y espectrométricas de vanguardia, y establecer

su potencial antimicrobiano.
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1 Acondicionamiento e identificacion de los microorganismos

Los organismos fangicos objeto de estudio de la presente investigacion fueron aislados a
partir de muestras de arena (arenicolas) recolectadas en la zona intermareal de las playas de
Oro y la Bahia de Manzanillo en Colima, y de la Bahia de Caleta en Acapulco en Guerrero,
México. También se estudiéo un hongo copréfilo aislado a partir del guano del murciélago
Leptonycteris hivalis en Tepoztlan, Morelos, México; uno hongo entomopatégeno obtenido de
una hormiga encontrada en Chiapas, México; y un hongo sapréfito aislado a partir de
muestras de suelo en el pie de la montafia La Becerra en Cuatro Ciénegas, Coahuila, México
(Tabla 4).

Tabla 4. Identificacion interna de los organismos de estudio y su sitio de colecta.

rganism rganism

(cécc)iigi insterono) Lugar de colecta (cé%ig?) insterono) Lugar de colecta
ORO12 Playa del Oro, Colima ACA172 Acapulco, Guerrero
ORO2? Playa del Oro, Colima ACA202 Acapulco, Guerrero
ORO3? Playa del Oro, Colima ZL01? Bahia de Manzanillo, Colima
ORO4? Playa del Oro, Colima 710122 Bahia de Manzanillo, Colima
ACA1?2 Acapulco, Guerrero CC6-15° Cuatro Ciénegas, Coahuila
ACA3? Acapulco, Guerrero GH142 Aislado de hormiga, Chiapas
ACA4?2 Acapulco, Guerrero GUANOQO? Tepoztlan, Morelos
ACA112 Acapulco, Guerrero

2 Proporcionados por la Dra. Maria del Carmen Gonzalez Villasefior del IB, UNAM
b Aislado en el grupo de trabajo del Dr. Mario Figueroa.

De manera general, a partir de los cultivos axénicos en cajas de Petri con medio APD (agar
papa dextrosa) de cada organismo, se hicieron transferencias en cajas con medio frescoy se
incubaron por 7 dias a temperatura ambiente (TA) hasta observar un crecimiento homogéneo
de las colonias. Posteriormente, con estos cultivos se procedio a preparar los pre indculos en
medio YESD (15 mL, 1% de extracto de levadura, 2% de peptona de soya y 2% de dextrosa)
para los cultivos en medio sélido, y a la extraccién de su ADN gendmico para la identificacion
taxonomica de las cepas. Brevemente, este Ultimo paso se realiz6 mediante la comparacion
por BLAST de las secuencias amplificadas de la region del espaciador de transcripcion interno
(ITS) con aquellas contenidas en la base de datos del National Center for Biotechnology

Information (NCBI). Esta actividad fue realizada con el apoyo de la investigadora postdoctoral
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Anahi Martinez Céardenas, de la Facultad de Quimica, UNAM, y del Dr. Huzefa Raja de la

Universidad de Carolina del Norte en Greensboro, Carolina del Norte, EUA.

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

organicos

Los cultivos en mediana escala para los estudios quimicos y biolégicos se realizaron en medio
solido de arroz humedo (15 g de arroz y 30 mL de agua en matraces Erlenmeyer de 250 mL)
a partir de los preindculos en medio YESD, los cuales se mantuvieron en agitacion constante
(100 rpm) durante 5 dias a TA. Al cabo de este periodo, los in6culos fueron vertidos sobre el
sustrato sélido (10 matraces por organismo) y se dejaron crecer por 21 dias a TA con
fotoperiodos de luz-oscuridad 12/12 horas. Por otra parte, los hongos arenicolas se cultivaron
en presencia y en ausencia de sales marinas artificiales (Instant Ocean Salts, 32 g/L, 5
matraces por condicién), con la finalidad de poder comparar sus perfiles metabdlicos y

actividad bioldgica bajo estas condiciones de crecimiento.

La preparacién de los extractos organicos se realizé mediante procesos de maceracion y
reparto. En primer lugar, se adicionaron 60 mL de CHCI3-MeOH (1:1) a cada matraz y luego
se fragmento el cultivo (biomasa y sustrato remanente) con la ayuda de una espatula. La
suspension resultante se mantuvo en agitacion constante (100 rpm) durante 8 horas, se filtrd
al vacio y al filtrado se agregaron 60 mL de CHCIsy agua hasta un volumen final de 200 mL.
La fase organica se separ6 en un embudo de separacion y la fase acuosa se extrajo de nuevo
utilizando 60 mL de CHCls. Las fases organicas se reunieron y concentraron a sequedad a
presiéon reducida. Finalmente, la fase organica se resuspendié con 60 mL de CH3CN-MeOH
(1:1) y se sometid a un proceso de desengrase con 60 mL de hexano. El extracto de CH3CN-
MeOH seco al vacio y se almaceno a temperatura ambiente.

4.3 Evaluacion de la actividad antimicrobiana
Todos los extractos organicos, fracciones primarias y compuestos puros se evaluaron en el
ensayo de actividad antimicrobiana empleado el método de microdilucion con el colorante

bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), en placas de 96 pozos. Las
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bacterias de prueba pertenecen al grupo ESKAPE (Enterococcus faecalis ATCC 29212; E.
faecalis ATCC 51299 resistente a vancomicina; Staphylococcus aureus ATCC 25923
susceptible a meticilina, MSSA; S. aureus ATCC 43300 resistente a meticilina, MRSA;
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603; Acinetobacter baumannii ATCC 17978; A. baumannii
cepa 564 resistente a diversos antibiéticos; Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853; K.
aerogenes ATCC 13048; y E. cloacae ATCC 700323.

Los microorganismos fueron proporcionados por el cepario de la FQ, UNAM y por el Dr.
Rodolfo Garcia Contreras de la Facultad de Medicina, UNAM. Los medios de cultivo
empleados en el ensayo fueron caldo Mduller-Hinton y Luria-Bertani, y como controles
positivos se emplearon a los antimicrobianos ampicilina, gentamicina y vancomicina. En
primer lugar se establecié la concentracion minima inhibitoria (CIM) de cada uno de los
antibiéticos siguiendo los protocolos ampliamente establecidos.*® Posteriormente, se
procedid a evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos, fracciones y compuestos.
Todas las evaluaciones se realizaron por triplicado en el caso de extractos y fracciones a 20
y 200 pg/mL, y por duplicado para los compuestos puros a 10, 50 y 100 ug/mL. Brevemente,
se colocaron en los pozos 50 L de la solucién de cada muestra a las concentraciones de 1
y 0.1 mg/mL (10% de DMSO en medio de cultivo) en el caso de los extractos y fracciones y
de 0.5, 0.25 y 0.05 mg/mL (10% de DMSO en medio de cultivo) para compuestos puros.
Luego se adicionaron 100 pyL de medio de cultivo y 100 pL de una suspension del
microorganismo en solucién salina ajustada al 0.5 del estandar de McFarland (1.5x108
CFU/mL); enseguida la placa se incub6 durante 24 horas a 37°C. Al término del periodo de
incubacion, se adicionaron a cada pozo 10 pL del colorante MTT (5 mg/mL en MeOH) y la
placa se incubé nuevamente durante 30 min a 37°C. La actividad de los extractos y fracciones
se determin6 de manera cualitativa mediante el grado de intensidad del color del MTT y que
esta relacionado con inhibicion del crecimiento de los microorganismos. En el caso de los
compuestos puros, la actividad se determindé midiendo la absorbancia de cada pozo a una
longitud de onda de 490 nm y 608 nm en un espectrofotometro. El % de inhibicion del

crecimiento se determind utilizando la siguiente formula.

Abs células + muestra — Abs blanco ) 0
3

% de Inhibicién = (100—
% de Inhibicion Abs de células con DMSO al 10% — Abs de blanco
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4.4 Fraccionamiento primario de los extractos fungicos en mediana escala

A partir de los resultados de la actividad antimicrobiana, se selecciono6 a los hongos con las
claves ORO2 y ORO3 para su estudio quimico biodirigido. Debido a que ambos hongos fueron
cultivados en medios enriquecidos con sales o sin sales marinas artificiales, se analizo de
manera preliminar su contenido metabdlico en un cromatografo de liquidos de ultra eficiencia
(UPLC) equipado con un detector PDA, y acoplado con un espectrometro de masas de alta
resolucion de ionizacién por electrospray (HRESIMS). En las Figuras 9y 10, se muestran la
comparacién de los cromatogramas obtenidos para cada organismo, y debido a que no se
encontraron diferencias significativas en los perfiles obtenidos, se decidi6 juntar extractos de

cada organismo en las dos condiciones de crecimiento para su fraccionamiento primario.

oro2-1
20201027-10 3: Diode Array
3.0e+1, 084105 Range: 4.514e+1
E 548 6.33
E 5.37.
2.0e+1l 5.59 11.35
n2 3 068
1.0e+14 9.65 10.54
0.0 T T T T T 1
-0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00
20201027-9 3: Diode Array
0.69 Range: 5.287e+1
E 0.84 6.33
3.0e+14
E| 5.36. 5'42 59
2 20e+y 8.90 11.35
E 5.17 5.67 6.53 9.59
10e+15 272 368 738 82 10,29
0.0 T T T T T T T T T 1 Time
-0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00

Figura 9. Comparacion de los cromatogramas (UV A 190-500 nm) de los extractos del
hongo OROZ2 sin sales (arriba) y con sales (abajo).

oro3
20201027-11 3: Diode Array
6.26 Range: 2.387e+2

1.5e+25

2
" 1.0e+2d

5.0e+1: O'QW
0.0 T T 1
-0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00

20201027-12 3: Diode Array
6.27 Range: 2.827e+2

2.0e+2

AU

1.0e+2

1 0.85%921.02 3.39

0.0 T T
-0.00 2.00

T T T T T T 1 Time
4.00 6.00 8.00 10.00 12.00

Figura 10. Comparacion de los cromatogramas (UV A 190-500 nm) de los extractos del
hongo ORO3 sin sales (arriba) y con sales (abajo).
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El fraccionamiento primario de los extractos organicos en mediana escala se realizé en un
cromatégrafo CombiFlash Rf+ Lumen, equipado con una bomba binaria, detectores de
UV/visible con arreglo de fotodiodos (PDA) y de dispersion de luz evaporativo (ELSD) y un
colector de fracciones. La separacion se realizé en una columna empacada con gel de silice
(RediSep Rf Gold Si-gel) y como fase movil se emplearon gradientes de polaridad creciente
entre mezclas de hexano, cloroformo, acetato de etilo y MeOH. Las condiciones generales de

andlisis se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5. Condiciones de analisis por cromatografia en columnatipo flash de los extractos de ORO2
y ORO3.

Muestra Peso Gel de Volumen de Flujo Tiempo de Volumenes
(@) silice (g) fraccién (mL) (mL/min) corrida (min)  por columna
ORO3 3.1 65 20 55 89.8 39.5
ORO2 0.9 40 15 40 69.7 58.1

La evaluacion de la actividad antimicrobiana de las fracciones obtenidas se realiz6 de acuerdo
a lo descrito en el apartado 4.3. Asi, debido a que numerosas fracciones primarias de ambos
hongos presentaron una buena actividad inhibitoria sobre algunas bacterias a ambas
concentraciones de prueba, se decidié establecer su complejidad preliminar mediante su

analisis en un cromatografo de liquidos de alta eficiencia (HPLC) a nivel analitico.

4.5. Aislamiento y purificacion de las fracciones activas

El aislamiento y purificacion de algunos de los constituyentes presentes en las fracciones
activas se realizé mediante HPLC a nivel preparativo. El equipo empleado esta equipado con
una bomba cuaternaria, inyectores manual y automatico, detectores de PDA (Amax 190-500
nm) y ELSD (ganancia 100, presion de N2 40 psi, nebulizador en modo de calentamiento y
temperatura del tubo de 75+5°C) y colector de fracciones. El control del equipo y el
procesamiento y manipulacion de los datos se realizé con el programa Empower version 3.0.
El establecimiento de los perfiles cromatograficos y las condiciones de separacion de los
compuestos se realizo en una columna Kinetex Cis (5 ym, 250 x 4.6 mm) y como fase movil
se empled acido férmico acuoso (0.1%) (A) y CHsCN (B) y diferentes sistemas de elucion.

Una vez establecidas las condiciones de separacion, se realiz6 el escalamiento de las

20



condiciones a nivel preparativo para la purificacion de los compuestos. Esto se realizé en una
columna Kinetex Cis (5 um, 250 x 21.2 mm;) con un flujo de 21.24 mL/min. Por cada inyeccion
se utilizaron entre 20-30 mg de muestra y las todas las fracciones se llevaron a sequedad

bajo una corriente de aire.

4.5.1 Estudio quimico del hongo ORO2
4.5.1.1 Separacion de la fraccion 4 (F4)

La separacion de la fraccion activa F4 (150 mg) se realiz6 mediante HPLC a nivel preparativo
bajo las siguientes condiciones de analisis:

- Fase mdvil: acido formico acuoso (0.1%) (A) y CHsCN (B).

- Gradiente: 40% de B por 5 min; 40% a 100% de B en 15 min; 100% de B por 5 min; y
reacondicionamiento de la columna por 7 min (40% de B).

- Tiempo de corrida: 13 min.

- Flujo: 21.24 mL/min.

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

- Tiempo de colecta por tubo: 7.5 s.

4.5.1.2 Separacioén de la fraccion 5 (F5)

La separacién de la fraccion activa F5 (22.9 mg) se realiz6 mediante HPLC a nivel preparativo
bajo las siguientes condiciones de analisis:

- Fase mdvil: acido formico acuoso (0.1%) (A) y CHsCN (B).

- Gradiente: 40% de B por 5 min; 40% a 100% de B en 15 min; 100% de B por 5 min; y
reacondicionamiento de la columna por 7 min (40% de B).

- Tiempo de corrida: 12 min.

- Flujo: 21.24 mL/min.

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

- Tiempo de colecta por tubo: 5.5 s.
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4.5.1.3 Separacion de la fraccién 6 (F6)

La separacion de la fraccion activa F6 (60 mg) se realiz6 mediante HPLC a nivel preparativo
bajo las siguientes condiciones de analisis:

- Fase movil: acido férmico acuoso (0.1%) (A) y CH3CN (B).

- Gradiente: 40% a 100% de B en 15 min; 100% de B por 5 min; y reacondicionamiento de la
columna por 7 min (40% de B).

- Tiempo de corrida: 21 min.

- Flujo: 21.24 mL/min.

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

- Tiempo de colecta por tubo: 11 s.

4.5.2 Estudio quimico del hongo ORO3

4.5.2.1 Fraccionamiento secundario de la fraccion 7 (F7)

Debido al rendimiento obtenido de la fraccion F7 (931 mg) en el fraccionamiento primario del
extracto de este hongo y a su complejidad observada por HPLC a nivel analitico, se realizé
un fraccionamiento secundario por cromatografia en columna tipo Flash siguiendo las

condiciones generales de analisis se resumen en la Tabla 6.

Tabla 6. Condiciones de analisis por cromatografia en columna tipo flash de la fraccién F7 de
ORO3.

Muestra Peso Gel de Volumen de Flujo Tiempo de Volumenes por
(9) silice (g)  fraccién (mL) (mL/min)  corrida (min) columna
F7 0.72 40 25 40 72.0 60

4.5.2.2 Separacion de la fraccién secundaria 5 (F7-5)

La separacion de la fraccion activa F7-5 (25 mg) se realiz6 mediante HPLC a nivel preparativo
bajo las siguientes condiciones de analisis:

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

- Gradiente: 50% a 100% de B en 20 min; 100% de B por 5 min; y reacondicionamiento de la
columna por 7 min (50% de B).

- Tiempo de corrida: 10 min.
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- Flujo: 21.24 mL/min.
- Longitudes de onda de deteccion: 254 y 365 nm.

- Tiempo de colecta por tubo: 6 s.

4.5.2.3 Separacion de la fraccion secundaria 6 (F7-6)

La separacion de la fraccion activa F7-6 (107 mg) se realizé mediante HPLC a nivel
preparativo bajo las siguientes condiciones de andlisis:

- Fase movil: acido férmico acuoso (0.1%) (A) y CH3CN (B).

- Gradiente: 50% a 100% de B en 20 min; 100% de B por 5 min; y reacondicionamiento de la
columna por 7 min (50% de B).

- Tiempo de corrida: 19 min.

- Flujo: 21.24 mL/min.

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

- Tiempo de colecta por tubo: 11 s.

4.5.2.4 Separacion de la fraccion secundaria 7 (F7-7)

La separacién de la fraccion activa F7-7 (60 mg) se realiz6 mediante HPLC a nivel preparativo
bajo las siguientes condiciones de andlisis:

- Fase mdvil: acido formico acuoso (0.1%) (A) y CHsCN (B).

- Gradiente: 50% a 100% de B en 20 min; 100% de B por 5 min; y reacondicionamiento de la
columna por 7 min (50% de B).

- Tiempo de corrida: 18 min.

- Flujo: 21.24 mL/min.

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

- Tiempo de colecta por tubo: 10 s.

4.2.3.5 Separacion de la fraccion 4 (F4)

La separacion de la fraccién activa F4 (40 mg) se realizé6 mediante HPLC a nivel preparativo

bajo las siguientes condiciones de andlisis:
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- Fase movil: acido férmico acuoso (0.1%) (A) y CHsCN (B).

- Gradiente: 50% a 100% de B en 10 min; 100% de B por 5 min; y reacondicionamiento de la
columna por 7 min (50% de B).

- Tiempo de corrida: 10 min.

- Flujo: 21.24 mL/min.

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

- Tiempo de colecta por tubo: 6 s.

4.2.3.6 Separacion de la fraccion 13 (F13)

La separacion de la fraccion activa F13 (50 mg) se realiz6 mediante HPLC a nivel preparativo
bajo las siguientes condiciones de analisis:

- Fase mdvil: acido formico acuoso (0.1%) (A) y CHsCN (B).

- Gradiente: 35% a 70% de B en 15 min; 70% a 100% en 0.1 min, 100% de B por 5 min; y
reacondicionamiento de la columna por 7 min (35% de B).

- Tiempo de corrida: 10 min.

- Flujo: 21.24 mL/min.

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

- Tiempo de colecta por tubo: 6 s.

4.5.3 Caracterizacion estructural de los metabolitos aislados

La caracterizacion estructural de los metabolitos aislados se realiz6 mediante el analisis
detallado de sus espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) y los obtenidos por
espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS). Los espectros de RMN mono y
bidimensionales se registraron en un equipo Varian VNMRS 400 o en un JEOL ECA 600 en
CDs30D, CDCls, acetona-ds y dioxano-ds. Todos los analisis se realizaron en la USAIl, FQ,
UNAM.

Por otra parte, los espectros de masas se obtuvieron en UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS en
los modos positivo (ESI*) y negativo (ESI7). Los analisis cromatograficos se registraron a una

temperatura de 40°C empleando una columna C18 (1.7 ym, 2.1 x 10 mm,) y una mezcla
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binaria de acido férmico acuoso (0.1%) (A) y CH3CN (B), utilizando un gradiente de 15% a
100% de B en 8 min, luego 100% de B por 1.5 min, y regresando a las condiciones iniciales
en 0.5 min. La deteccién en el UV se realizé de 200 a 500 nm. Por otra parte, el espectrometro
de masas se emple6 bajo las siguientes condiciones de analisis: temperatura del capilar: 275
°C; voltaje de la fuente, 3.5-4.5 kV; voltaje del capilar, 20-42 V; y voltaje del lente del tubo; 95-
110 V. Se empled N2 como gas acarreador a 25 UA de flujo. Para cada uno de los analisis se
disolvié 1.0 mg de muestra en 0.5 mL de una mezcla de dioxano/MeOH (1:1) y el control del
instrumento se realizé con el programa Xcalibur 2.1. Todos los andlisis de HRMS se realizaron
en la UNCG.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Este trabajo forma parte de un proyecto multidisciplinario de investigacion que tiene como
objetivo la obtencion de metabolitos secundarios con potencial antimicrobiano a partir de
fuentes inexploradas de nuestro pais. Las cepas fangicas estudiadas en este proyecto se
obtuvieron de habitats con condiciones climaticas y ambientales diversas (temperatura, luz,
salinidad, nutrientes, etc.), y como se menciono anteriormente, bajo estas condiciones los
microorganismos son capaces de producir metabolitos secundarios inusuales y/o bioactivos

que les permitan garantizar su supervivencia.*>-4®

En esta seccion se discutiran, en primer lugar, los resultados obtenidos del
acondicionamiento, el cultivo y la evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos
en mediana escala de los hongos objeto de estudio. Posteriormente, se describiran los
resultados de los estudios quimicos realizados sobre las cepas seleccionadas por su
potencial biolégico, asi como el aislamiento y caracterizacion de algunos de los metabolitos

presentes en las fracciones activas.

5.1 Acondicionamiento e identificacién de los organismos fungicos

Se realizé el acondicionamiento de 15 cepas fungicas provenientes de diferentes sitios de
colecta, siguiendo la metodologia descrita en el inciso 4.1. En la Figura 11 se ilustra la
morfologia de algunas de éstas en cajas de Petri con medio APD después de 5 dias de

crecimiento a temperatura ambiente.

ZL012

Figura 11. Morfologia de algunos organismos fungicos estudiados.

26



Cabe mencionar que algunos de estos organismos ya habian sido estudiados de manera

preliminar en el grupo de trabajo, con excepcion de los hongos con clave ORO, los cuales se

trabajaron por primera vez en este proyecto. La identificacién taxonémica preliminar de los

organismos se realiz6 mediante el andlisis de sus secuencias ARNr ITS (Tabla 7).5

Tabla 7. Identificacién taxondmica preliminar de las cepas flungicas.

NI, no identificado.

Organismo . Organismo .
o Taxonomia A Taxonomia
(cédigo interno) (cédigo interno)
ZL01 Mucorales ACA1l Onygenales
ZL012 Pleosporales ACAl7 Simplicillium obclavatum
CC6-15 Ascomycota ACA20 Chrysosporium sp.
GUANO Guanomyces polythrix ORO1 Diaporthe sp
GH14 NI ORO2 Hypocreales
ACAl Trichomonascaceae ORO3 Alfaria sp.
ACA3 Malbranchea aurantiaca CBS ORO4 Pleosporales
127.77
ACA4 Acremonium sp.

Una vez confirmada la viabilidad y pureza de todos los organismos, se prepararon los

correspondientes cultivos en mediana escala en medio sélido de arroz (Figura 12) siguiendo

la metodologia descrita en el inciso 4.2. Al término del periodo de crecimiento establecido, se

obtuvieron sus extractos organicos (inciso 4.2). Los rendimientos obtenidos de este proceso

se resumen en la Tabla 8.

Figura 12. Ejemplo del cultivo en mediana escala del hongo ORO3: (A) cultivo en medio sélido de
arroz humedo a los 21 dias de crecimiento, (B) anverso y (C) reverso.
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5.2 Evaluacién de la actividad antimicrobiana de los extractos organicos en mediana

escala
El potencial antimicrobiano de los extractos organicos en mediana escala se establecio

utilizando una serie de microorganismos ESKAPE susceptibles y resistentes a antibioticos

(inciso 4.3). Los resultados de la evaluacion de resumen en la Tabla 8.

Tabla 8. Resultados de la actividad antimicrobiana de los extractos flngicos en mediana escala.

Extracto Rendimiento MSSA MRSA E. cloacae E. faecalis
(mQ) ATCC 25923 | ATCC 43300 | ATCC 700323 ATCC 51299
ORO1 151.3
ORO1* 121.9
ORO2 566.7
ORO2* 666.6
ORO3 1876.4
ORO3* 1693.8
ORO4 201.9
ORO4* 287.6
ACA1 52.2
ACA1* 54.5
ACA3 326.6
ACA3* 317.3
ACA4 542.0
ACA4* 663.1
ACA11 483.0
ACA11l* 295.7
ACAL7 568.2
ACA17* 544.2
ACA20 159.7
ACA20* 367.1
ZL01 239.2
ZL012 123.2
GUANO 750.0
CC6-15 922.4
GH14 736.5
ZL01lh 3298.0
ORO4 h 565.0 _I
ORO4* h 896.0
ACA3 h 432.7




ACA3 h 474.6
BLANCO 69.2
BLANCO* 93.6

CIM (pg/mL) control positivo
Criterios de inhibicion
Inhibicién total a 200 pg/mL y 20 pg/mL de extracto

1.25 500

Inhibicién parcial a 200 pg/mL y 20 ug/mL de extracto

Inhibicién parcial a 200 pg/mL de extracto
Sin inhibicién
Ampicilina |

\VVancomicina

*Con sales marinas; g= extracto hexanico; Ninguna muestra present6 actividad contra E. faecalis
ATCC 29212, K. pneumoniae ATCC 700603, A. baumannii ATCC 17978, A. baumannii cepa
564, P. aeruginosa ATCC 27853, K. aerogenes ATCC 13048.

5.3 Fraccionamiento primario de los extractos fungicos en mediana escala de los

organismos seleccionados

Con base en los resultados de actividad antimicrobiana indicados en la tabla anterior, se
seleccionaron a los hongos ORO2 y OROS3 para continuar con su estudio quimico biodirigido
ya que mostraron una inhibicién importante sobre el crecimiento de MSSA y MRSA a ambas
concentraciones de prueba. Asi, en primer lugar se realiz6 el fraccionamiento primario de los
extractos mediante una cromatografia en columna tipo Flash siguiendo la metodologia
descrita en 4.4. Los conjuntos de fracciones se reunieron con base en los perfiles en el UV y
ELSD (Figura 13), obteniéndose 11 fracciones para el extracto del hongo ORO2 y 15
fracciones para el de ORO3 (Tabla 9).
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Figura 13. Fraccionamiento primario por cromatografia en columna tipo flash de los
extractos de los hongos ORO2 (A) y OROS3 (B). Las lineas verdes y amarillas
corresponden a los detectores ELSD y PDA, y la linea azul al gradiente de elucién
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Tabla 9. Fraccionamiento primario de los extractos en mediana escala de los hongos ORO2 y ORO3.

Hongo ORO2 Hongo ORO3

Fraccion Peso Fraccion Peso Fraccion Peso Fraccion Peso

(mg) (mg) (mg) (mg)
1 (1-46) 38.4 7 (75-87) 106.6 | 1 (1-64) 23.5 9 (157-158) 6.5
2(47) 0.5 8 (88-100) 99.3 | 2 (65-72) 233.2 10 (159-160) 4.9
3 (48-53) 37.8 9 (101-159) 132.9 | 3(73-88) 18.8 11 (161) 4.8
4(54-69) 177.3 10 (160-163) 10.6 | 4 (89-100) 161.1 12 (162-163) 6.1
5(70-74) 316 11 (164-fin) 73.0 [ 5(101-110) 195.1 13 (164-198) 237.8
6 (75-87) 243.4 Recuperado (mg) 725.6 | 6 (111-117) 448.7 14 (199-223) 260.6
Recobro (%) 77.6 | 7 (118-135) 9314 15 (224-fin) 44.4
8 (136-156) 216.7 Recuperado (mg) 2793.5
Recobro (%) 89.9

5.4 Evaluacién de la actividad antimicrobiana de las fracciones de los extractos de

mediana escala

La evaluacion del potencial antimicrobiano de los extractos en mediana escala y sus

correspondientes fracciones primarias se realizd siguiendo la metodologia descrita en el

30



inciso 4.3 (Tabla 10). Dichas fracciones fueron evaluadas Unicamente contra MSSA y MRSA,

debido a que fueron las bacterias que fueron inhibidas principalmente por los extractos en

pequefia escala.

Tabla 10. Resultados de actividad antimicrobiana de los extractos y fracciones
del extracto en mediana escala de los hongos ORO2 y ORO3.

Extracto/ fraccion

MRSA MSSA

ORO2

ORO2-3

ORO2-4

ORO2-5

ORO2-6

ORO2-7

ORO2-8

ORO2-9

ORO2-10

ORO2-11

ORO3

ORO3-1

ORO3-2

ORO3-3

ORO3-4

ORO3-5

ORO3-6

ORO3-7

ORO3-8

ORO3-9

ORO3-10

ORO3-11

ORO3-12

ORO3-13

ORO3-14

ORO3-15

CIM (pg/mL) control positivo

1.25

Criterios de inhibicién

Inhibicién total a 200 y 20 yg/mL de muestra

Inhibicién parcial a 200 y 20 ug/mL de muestra

Inhibicién parcial a 200 ug/mL de muestra

Sin inhibicion

Ampicilina
\Vancomicina
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5.5 Estudio quimico del hongo ORO2

El hongo ORO2 pertenece al orden Hypocreales (Tabla 7) el cual contiene 14 familias, 434
géneros y 5313 especies.®® Algunos de los géneros mas representativos dentro de este orden
son Fusarium, Claviceps, Stachybotrys y Trichoderma, los cuales contienen especies
parasitas de plantas, insectos y hongos.>’ Estos hongos son productores de una gran
cantidad de metabolitos secundarios estructuralmente diversos y con actividades biologicas
relevantes para el desarrollo de farmacos o substancias de uso en la veterinaria y la

agricultura.>®

5.5.1 Aislamiento y caracterizacion de 1-3 a partir de la fraccion OR0O2-4 y ORO2-5

Con base en los resultados de actividad de las fracciones primarias del hongo ORO2 (Tabla
10), se seleccionaron las fracciones OR0O2-4, OR0O2-5 y ORO2-6 para la separacion de los
componentes mayoritarios mediante HPLC a nivel preparativo (incisos 4.5.1.1, 4.5.1.2,
4.5.1.3). Asi, a partir de las fracciones combinadas ORO2-4 y OR0O2-5, se logro el aislamiento
de 1.7 mg del compuesto 1 (tr 12.89 min), 3.5 mg de 2 (tr 13.51 min) y 2.7 mg del compuesto
3 (tr 14.40 min) (Figura 14).

2
0.101 1113
A o) ]
< 0.059
O'OO;““\““\““\““\““\‘
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00
Minutes
B 200.00-
=2 100.005
%) ]
- 1 1 2 3
0.00+
N O e e
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00
C ‘ Minutes
0.60
2 1
<<
0.40
020 123

J 188 'NRAT WEA

000 200 400 600 800 1000 1200 14.00 16.00 18.00
Minutes

0.00

Figura 14. Cromatograma por HPLC de las fracciones combinadas F-4 y F-5: (A) PDA 254 nm,
(B) ELSD a nivel analitico y (C) separacion a nivel preparativo (PDA 254 nm).
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El compuesto 1 se aisl6 como un soélido blanco y su formula molecular se estableci6 como
C29H380s mediante los analisis por UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS (m/z 515.2647 [M+H]*y
513.3074 [M-H]-, A= 1.5 ppm), la cual permite 11 grados de insaturacion (Figura 15).

01003-194-4 #1348 RT: 5.08 AV - ** ~~~== 01003-194-4 #1353 RT:5.09 AV - ** = ~~=~
A T: FTMS + ¢ ESI Full ms[135.000( T: FTMS - ¢ ESI Full ms[135.000C
532.2911 499.3286
100 1004 1
80-] 80
60 60
] ] 515.3231
] 1 |s01.3389 553.3395
40 515.2647 404
20.] 20] j‘21-3141 541.3405
] 504.2597 ] 513.3074 527.3235
361.2010 l 548.2858 | | | ] 551.2860 |
] 90 423.2738 48. ] 286
0 il A 618.3201 0 |.|I Iy l.ll]u TS T T
e e B e B P i e L e U et D
350 400 450 500 550 600 500 510 520 530 540 550
miz m/z
B QOBSH #EHED R S0 AV: 30 NL: 2.75E5

7 AN
20
; \
E t. 30254 404.13 469.86

T T T T T T 1
200 250 300 350 400 450 500
wavelength (nm)

Figura 15. Espectros de masas en los modos ESI* y ESI"(A) y de UV (B) de 1.

El andlisis detallado del espectro de RMN 'H (Figura 16A y Tabla 11) permitié identificar los
siguientes conjuntos de sefiales: En &4 0.80 (s), 1.17 (d, J =6.0), 1.71 (s) y en 2.23 (d, J =
1.2) se observan cuatro sefiales asignables a grupos metilo; entre 61 1.50-2.58 se observan
un conjunto de sefiales correspondientes a seis hidrégenos asignables a 3 metilenos; en &
2.0 (m), 2.58 (m), 3.48 (m), 3.86 (dt, J =10.3, 7.9), 4.06 (d, J =12.5), 4.15 (d, J = 12.5) se
observan seis sefales atribuibles a 3 metilenos unidos a oxigeno; en 61 2.84 (d, J =4.0) y
3.16 (d, J = 4.0) se observan dos hidrégenos de un epoxi-metileno; en s+ 3.74 (m), 3.86 (d, J
=5.0),4.11(d, J=5.6), 6.37 (dd, J=8.1, 4.1) se observan las sefales asignables a 5 metinos
bases de oxigeno; en s 551 (d, J = 44) y en 5.84 (s) se observan dos sefiales
correspondientes a 2 hidrogenos vinilicos; y en 64 5.71 (dd, J = 15.7, 6.4), 5.86 (d, J =11.0),
6.61 (dd, J = 11.3, 1.0), 7.59 (dd, J = 15.7, 10.9) se observan los protones de un dieno 1,4-

disustituido.
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Por otra parte, en el espectro de RMN *3C (Figura 16B y Tabla 11), se observan 29 sefiales
asignables a cuatro carbonos de metilos en & 6.3, 18.5, 19.8 y 23.2, tres carbonos de
metilenos en &c 22.6, 27.6, 39.7, cuatro carbonos de tipo oximetileno en ¢&c 36.6, 47.5, 64.4,
66.9, seis carbonos de metinos en 6c 116.9, 118.7,119.4, 131.1, 135.0, 141.9, cinco carbonos
de tipo oximetino en ¢c 66.6, 69.6, 75.2, 79.2, 83.0 y siete carbonos no protonados en &c 42.4,
48.5, 65.6, 140.2, 158.0, 166.3.

El analisis combinado de los datos experimentales antes descritos y lo encontrado en la
literatura especializada permitié caracterizar a este producto como la isororidina E (Figura
17). % Este tricoteceno, junto con otras micotoxinas, son producidas por diversos hongos del
orden Hypocreales, incluyendo los géneros Fusarium, Myrothecium, Verticimonosporium,
Stachybotrys, Trichoderma, Trichothecium, Cephalosporium y Cylindrocarpon.®® A pesar de
gue este tipo de compuestos han sido asociados con un gran niumero de intoxicaciones en
animales y seres humanos,®! asi como causantes de enfermedades en cultivos e importancia
agricola, se han considerado candidatos para el desarrollo de agentes citotdxicos y
antimicrobianos.>® En particular, la isororidina E ha sido aislada de Cylindrocarpon spp.,
Polyporus confluens y Myrothecium verrucaria, y ha mostrado una importante actividad
citotdxica, insecticida, herbicida, fitotdxica, antimicrobiana y fungicida.6>%2 En este proyecto
se establecié su actividad antimicrobiana contra MRSA y MSSA, inhibiendo el 100% del
crecimiento de ambas bacterias a una concentracion de 100 pg/mL, y el 75.7% de MRSA a

la concentracion de 50 pg/mL (Tabla 14).
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&4, mult. (J en Hz)
3.84,d (5.0)
2.58, m
2.03, m
6.35, dd (8.0, 4.0)

Isororidina E&P<

&, tipo
79.2, CH
36.6, CH>
75.3,CH

48.5, C

42.6, C

&4, mult. (J en Hz)
3.86,d (5.0)
2.58, m
20, m
6.37,dd (8.1, 4.1)

&, tipo
79.2, CH
36.6, CH>
75.2, CH

48.5, C

42.4,C

Figura 16. Espectros de RMN *H (600 MHz) (A) y **C (150 MHz) (B) de 1 en CDCls.

Posicion
3a
3b
5
6

Tabla 11. Datos de RMN del 1 en CDCl; (600 y 150 MHz para *H y 3C, respectivamente).




7a 996, CH 150,dd (13.1,55) | .. ., 1.49, m
7b T2 231, dt(13.7, 8.2) TR 2.0, m
8a 2.15, dt, (12.8, 6.2)
27.6, CH Bk ’ 27.7, CH 2.0
8b -2 20.m -2 M
9 140.2, C - 140.1, C -
10 118.7, CH 5.51, d (4.4) 118.9, CH 5.50, d (4.3)
11 66.6, CH 4.11, d (5.6) 66.7, CH 4.09, d (5.5)
12 65.6, C - 65.7, C -
13a 3.16, d (4.0) 3.15, d (4.0)
13b 47.5, CH 2.84.d (4.0) 47.7, CH 2.83.d (4.0)
14 6.3, CHs 0.80, s 6.4, CHs 0.77, s
15a 4.06, d (12.5) 4.06, d (12.5)
15b 64.4, CH 4.15,d (12.5) 64.5, CHz 4.16, d (12,5)
16 23.2, CHs 1.71,s 23.2, CHs 1.71,s
1 166.3, C - 166.3, C -
2' 119.4, CH 5.84, s 119.5, CH 5.83, s
3 158.0, C - 158.0, C -
4'a 2.55; m
39.7, CH. 2.58, m 40.0, CH.
4'b 2.32, m
5'a 3.82, dt (10.3, 7.9) 3.81, m
66.9, CH. 67.0, CH;
5'a 3.48, m 3.48, m
6' 83.0, CH 3.74, m 83.2, CH 3.74, m
7' 135.0,CH | 5.71,dd (15.7,6.4) | 135.2, CH 5.71, dd (16.0, 6.0)
8' 131.1,CH | 7.59,dd (15.7, 10.9) | 131.0, CH 7.55, dd (16.9, 11.0)
9 141.9,CH | 6.61,dd(11.3,11.0) | 142.0, CH 6.60, ddd (11.4, 11.4)
10' 116.9, CH 5.86, d (11.0) 117.1, CH 5.82,d (11.0)
11’ 166.3, C - 166.3, C -
12' 19.8, CHs 2.23,d (1.2) 19.8, CHs 2.21,d (1.2)
13’ 69.6, CH 3.74,m 69.6, CH 3.70, m
14' 18.5, CHs 1.17, d (6.0) 18.5, CHs 1.16, d (6.0)

aMatsumoto, M., et al., 1977; ? De Carvalho, M., 2015, Jarvis, B. B., y Wang, S., 1999.

Figura 17. Estructura de la isororidina E (1).
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El compuesto 2 se aisl6 como un sélido blanco y su férmula molecular se establecié como
C20H380s mediante los andlisis por UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS (m/z 515.2645 [M+H]*y
513.3073 [M-H]~, A=1.1 ppm), la cual permite 11 grados de insaturacion (Figura 18).

01003-194-4 #1398 RT: 5.22 AV ~ " =~ 7777
T: FTMS - ¢ ESI Full ms[135.000C

A 01003-194-4 #1399 RT:5.23 Ay~ " =777
T: FTMS + ¢ ESI Full ms[135.000¢
532.2909

100 100
80 80
] ] 515.3224
60 60 513.3073 521.3132
40 534.2970 40+
] 7| 503.2660 511.2911
20] 515.2645 ] 7 519.2971 | 553 3573
. 20 507.2961 [
] 510.3436 || 5183693 l 5532206 ] | L[] 1 | ‘ | [ ‘ I
LS o o o o e 5L e e e e e S e S S e B B B e
500 510 520 530 540 550 505 510 515 520 525
m/z m/z

B 01003-194-5 #6176-6244 RT: 5.15-5.20 AV: 69 NL:

223.6598
100+ N

80
60-]

40: 263.1003

204

B * 345.5668 483.0108
0 | L L L L L L L L L
200 300 400 500

wavelength (nm)

Figura 18. Espectros de masas en los modos ESI* y ESI"(A) y de UV (B) de 2.

El andlisis detallado del espectro de RMN 'H y de 13C (Figura 19 y Tabla 12) revel6 sefiales
y desplazamientos similares a los del compuesto 1, que aunado a que ambos comparten el
mismo peso molecular, se podria deducir que podria tratarse de dos isomeros. La diferencia
mas importante en los espectros de RMN 'H de estos compuestos fue la constante de
acoplamiento entre los hidrogenos 6’y 7°: 1, Je,7= 6.4 Hz; 2, Jo.7= 3.4 Hz. Cabe destacar que
la isororidina E (1) es uno de los 4 isémeros de la rodidina E, que presenta una configuracion
C-6'(S)/C-13’(S) y con un valor de Js,7 6 Hz. Por otro lado, los isémeros con configuracion C-
6’ (R), tienen un valor de Js,7 de alrededor de 3 Hz. Ademas, la diferencia entre los
desplazamientos de RMN *3C para los epimeros con 6'R es de alrededor de 12 ppm, mientras
que para los que tienen la configuracién 6’S, la diferencia es de 4 ppm.®! El andlisis anterior

permitié caracterizar a 2 como la roridina E (Figura 20). Este compuesto ha sido aislado de
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Myrothecium verrucaria, M. roridum, Stachybotrys atra, Baccharis cordifolia, Cercophora
areolata y Fusarium sp. LS68, %1 3 y presenta actividades bioldgicas similares a las de 1.
Finalmente 2 inhibio el 100% del crecimiento de MRSA y MSSA a la concentracion de 100

pg/mL, y el 93.9% de MRSA a la concentracién de 50 pg/mL (Tabla 14).
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Tabla 12. Datos de RMN del 2 en CDCl; (600 y 150 MHz para *H y *C, respectivamente).

Figura 19. Espectros de RMN *H (600 MHz) (A) y *C (150 MHz) (B) de 2 en CDCls.

2 Roridina E?
Posicion | &, tipo 64, mult. (J en Hz) &c, tipo &4, mult. (J en Hz)
2 79.4, CH 3.85, d (5.2) 79.5, CH 3.83, d (5.0)
3a 254, m 2.51, dd (15.0, 8.0)
3p | 36.0.CH: 2.05, m 36.1,CHz ™5 94 "ddd (15.0, 5.0, 4.0)
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4 74.4, CH 6.21, dd (8.1, 4.0) 74.4, CH 6.20, dd (8.0, 4.0)
5 48.4, C ; 486, C ;
6 42.9.C } 42.9.C }
7a 2.05, m 2.02, ddd (12.6, 12.6, 5.0)
o | A8 CH e hra2s. 51, 16) | 228 M2 165 ddd (12.6, 5.0, 1.4)
B2 | 2.05, m e oy, | 201 040 (126,126, 50)
8b -9, CHz 2.05, m 8, CHz2 550, ddd (12,6, 5.0, 1.4)
9 140.5, C i 140.4, C :
10 |119.1,CH| 548,dd (5.7, 1.8) 119.0, CH 546, d (5.0)
11| 67.4,CH 3.90,d (5.4) 67.4, CH 3.89,d (5.0)
12 65.8, C ; 65.8, C ;
13a 3.14,d (4.1) 3.12,d (4.1)
13b 48.4, CH 2.82,d (4.1) 48.4, CH 2.80, d (4.1)
14 | 6.9, CH, 0.79, 5 6.9, CHa 0.77,s
15a 431, d (12.5) 429, d (12.5)
15p | 040, CH 3.93 d (12.5) 64.0, CH, 3.92.d (12.5)
16 | 23.5, CHs 171, s 235, CH, 1.69, sa
1 166.7, C ; 166.7, C i
> [117.4, CH 5.96, d (L4) 117.4, CH 5.94, sa
3 159.5, C ; 159.4, C i
¥a_ |, 254, m e o 251, ddd (13, 7.3, 1.0)
4'b 4, CHz 2.51, m -5, CHz 2.48, ddd (13, 6.8, 1.0)
53| 01 cpp, | 26%.000(150,62,10) [ _ =~ 7 362 ddd (15, 68, 10)
5D 3.56, q (7.1) 3.54, ddd (15.1, 7.3, 1.0)
6 842 CH | 3.70,ddd (6.8,2.9,1.6) | 842 CH | 3.68 ddq (6.7, 3.2, 1.0)
7 (1382, CH| 5.0, dd (15.7, 3.4) 138.2, CH 5.88, dd (15.7, 3.2)
8 | 1268, CH | 7.52, ddt (15.7, 11.4,1.4) | 126.8, CH 751, dd (15.7, 11.3)
9 |143.9, CH 6.57, 1 (1L4) 143.8, CH 6.55, t (11.3)
10 | 118.0. CH 5.75, d (11.4) 118.0, CH 5.73,d (11.3)
11 | 166.0.C i 166.0, C i
12| 20.5, CHs 2.26,d (13) 20.5, CHa 224, d (L1)
13| 70.9, CH 3.65, q (7.0, 6.4) 70.9 CH 3.63,dq (6.7, 6.2)
14| 18.5, CHa 1.20, d (6.2) 18.5, CHa 118, d (6.2)
13-OH i ; ; 2.62, sa

abRidge, C., et al., 2016

HO 14

Figura 20. Estructura de la roridina E (2).




Finalmente, el compuesto 3 se aisl6 como un solido blanco y su formula molecular se
estableci6 como C27H320s mediante los analisis por UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS (m/z
485.2175 [M+H]*y 483.3333 [M—H]~, A= 1.0 ppm), la cual permite 12 grados de insaturacion
(Figura 21).
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Figura 21. Espectros de masas en los modos ESI* y ESI"(A) y de UV (B) de 3.

500

El andlisis detallado del espectro de RMN 'H y de 13C (Figura 22 y Tabla 13) revel6 sefales
y desplazamientos similares a las de 1y 2, con la diferencia de que 3 presenta un carbono
de carbonilo en la posicion C-6’ (&c 166.1), en lugar de un carbono de tipo oximetino como en
1y 2 (& 83.0y 84.1 respectivamente). Ademas, 3 tiene 2 carbonos menos que 1y 2,
confirmando que este producto no cuenta la cadena lateral de hidroxietil en C-6’. El analisis
anterior mas lo descrito en la literatura permitié caracterizar a 3 como la verrucarina J o
muconomicina B (Figura 23). Este tricoteceno macrociclico ha sido aislado también a partir
de especies como M. verrucaria, M. roridum y Fusarium sp. LS68; tiene actividad citotoxica

contra lineas celulares de cancer de ovario, induciendo apoptosis, dafio en el ADN y
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generacion de especies reactivas de oxigeno. ¢ También se ha reportado su actividad

antiviral y antimalarica.®® 6 En este trabajo, 3, inhibi6é el 100.0% del crecimiento MRSA a la

concentracion de 100 pg/mL y en un 89.6% a la de 50 pg/mL (Tabla 14).
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Figura 22. Espectros de RMN H (600 MHz) (A) y *3C (150 MHz) (B) de 3 en CDCls.

Tabla 13. Datos de RMN del 3 en CDCl; (600 y 150 MHz para H y 3C, respectivamente).

Posicién ' 3 _ Verrucarina J@
&, tipo &4, mult. (J en Hz) &, tipo &4, mult. (J en Hz)
2 79.0, CH 3.85,d (5.1) 79.0, CH 3.85,d (5.2)
3a 2.16, ddd (14.9, 5.3) 2.16, ddd (15.2, 5.2, 5.2)
3b 35.1, CH 2.53, m 35.1, CH; 2.45-2.60, m
4 75.3, CH 5.99, dd (8.3, 4.4) 75.3, CH 5.99, dd (8.2, 4.3)
5 48.8, C - 48.8, C -
6 43.0, C - 43.0,C -
;E 20.7, CH; 2.0, m 20.7, CH; 1.7-2.1, m
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8a

8h 27.6, CH; 2.0, m 27.7, CH; 1.7-2.1, m

9 140.4, C - 140.4, C -

10 118.1, CH 5.45,d (5.4) 118.1, CH 5.46,d (5.1)

11 67.2, CH 3.75,d (4.7) 67.3, CH 3.75,d (5.1)

12 65.4, C - 65.4, C -
13a 3.14,d (4.0) 3.14,d (4.1)
13p | *80, CHz 2.83.d (3.8) 48.0, CH 2.83.d (4.1)

14 6.9, CHs 0.83, s 6.9, CHs 0.83, s
15a 4.42,d (12.7) 4.42,d (12.2)
15b 63.3, CH, 3.96,d (12.6) 63.3, CH; 3.97,d (12.2)

16 23.2, CH; 1.71,s 23.6, CH; 1.72,s

1 165.8, C - 165.8, C -

2' 118.6, CH 5.83, sa 118.6, CH 5.83, sa

3 159.6, C - 156.6, C -

A'a

1D 40.1, CH> 253, m 40.2, CH> 2.45-2.60, m

5a 4.46, m, 445, m

60.4, CH 60.4, CH

5b ? [4.14, ddd (11.3, 9.3, 4.2) > [ 4.15, ddd (11.7, 8.0, 5.3)
6' 166.1, C - 166.1, C -

7 127.3, CH 6.0, d (15.4) 127.4, CH 6.00, d (15.2)

8' 139.1, CH 8.06, ddd (15.7, 11.6, 139.1, CH 8.06, dd (15.2, 11.5)

1.0)

9' 139.4, CH 6.61,1t(11.4) 139.5, CH 6.62, dd (11.5, 11.5)
10 1255, CH 6.10,d (11.1) 1255, CH 6.10,d (11.5)

11 165.5, C - 165.5,C -

12' 17.1, CHs 2.27,d (1.2) 17.9, CHs 2.28,d (1.5)

aSaikawa, Y., et al., 2001
Figura 23. Estructura de la verrucarina J (3).
Tabla 14. Actividad antimicrobiana de 1-3 aislados del hongo ORO2.
Concentracién % de % de
Compuesto (ug/mL) MRSA | inhibicion | MSSA | inhibicion
10 0.0% 0.0%
1 50 75.7% - -
100 100.0% 100.0%
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10 | 0.0% 0.0%
2 50 93.9% - -
100 100.0% 100.0%
10 0.0% 0.0%
3 50 89.6% - -
100 100.0%
CIM (pg/ml__) control 156 400
pOSItIVO

Criterios de inhibicion

Inhibicién total
Inhibicién parcial

Sin inhibicion

Vancomicina

Ampicilina

-, No se determiné.

5.5.2 Aislamiento y caracterizacién de 4y 5 a partir de la fraccion ORO2-6

A partir de la fraccion ORO2-6, se obtuvieron 1.6 mg del compuesto 4 (tr 3.98 min), 0.9 mg
de 5 (tr4.31 min), y 0.8 mg adicionales de 2 (tr 9.11 min) (Figura 24).
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Figura 24. Cromatograma por HPLC de la fracciéon F-6: (A) PDA 254 nm, (B) ELSD a nivel
analitico y (C) separacion a nivel preparativo (PDA 254 nm).
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El compuesto 4 se aislé como un sélido amorfo amarillo y su férmula molecular se establecié
como CisHi60s mediante los analisis por UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS (m/z 269.1018
[M+H]"y 267.0871 [M-H]~, A=-0.6 ppm), la cual permite 6 grados de insaturacion (Figura 25).
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Figura 25. Espectros de masas en los modos ESI* y ESI"(A) y de UV (B) de 4.

T
200

El andlisis detallado del espectro de RMN 'H (Figura 26 y Tabla 15) permiti6 identificar los
siguientes grupos de sefales: en &4 1.58 (d, J=6.5), 2.34 (s) y en 3.86 (s) se observan sefales
de hidrégenos de metilos, uno de ellos de un grupo metoxilo; en &4 3.79 (d, J=11.6) y 4.08 (d,
J=11.5) se observan dos sefiales no equivalentes atribuibles a un grupo hidroximetilo; en &
4.51 (q, J=6.7) se observa un hidrogeno de un metino base de oxigeno y en 61 6.45 (S) una
sefial correspondiente a un hidrégeno aromatico; y en &4 3.05 (s) y 11.59 (s) se observan dos

sefiales asignables a hidrogenos de grupos hidroxilo, uno de ellos quelatado.

El andlisis anterior junto con lo descrito en la literatura permitio caracterizar a 4 como la
acremonona C (Figura 27), una isocumarina aislada a partir del hongo endéfito Acremonium
sp. PSU-MA70.%7 Este compuesto no fue activo contra C. albicans®® y en este trabajo no fue

posible establecer su potencial antimicrobiano debido a la poca cantidad de muestra aislada.

44



14 13
TNOOOMN~O—O®
NWNW = QWM <
<ttt T TONO® (2] 1"
e I P N
| &5
Y
9-0OH 8
[=2] [T}
I <t 4-OH
h ©
|
| ! 12 [|]12 3
3 ]
I i |
1
J T R
o d & i ) & )
[=)] o - ) o (o) —
o — - N - ~N ™M
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2
ppm

Figura 26. Espectro de RMN *H (400 MHz) 4 en CDCls.

Tabla 15. Datos de RMN de *H del 4 en CDCl; (400 MHz).

Posicié 4 Acremonona C?
osicion &n, mult. (J en Hz) &4, mult. (J en Hz)
3 4.51,q(6.7) 4.44, q (6.5)
4-OH 3.05, s 2.97,s
8 6.45, s 6.39, s
9-OH 11.59, s 11.52, s
11 1.58, d (6.5) 1.51,d (6.5)
12 4.08,d (11.5) 4.02,d (11.0)
3.79,d (11.6) 3.72,d (11.0)
13 2.34,s 2.27,s
14 3.86, s 3.79, s
aRukachaisirikul, V., et al., 2012.

OH O
Figura 27. Estructura de la acremonona C (4).

El compuesto 5 se aislé como un sélido amorfo amarrillo y su férmula molecular se establecié
como CisHi60s mediante los analisis por UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS (m/z 269.1018
[M+H]*y 267.0871 [M—H]~, A=-0.6 ppm), la cual permite 6 grados de insaturacién (Figura 28).
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Figura 28. Espectros de masas en los modos ESI* y ESI"(A) y de UV (B) de 5.

El andlisis detallado del espectro de RMN 'H y de 13C (Figura 29 y Tabla 16) revel6 sefales
y desplazamientos similares a los de 4, con la diferencia de que 5 presenta cambios en los
sustituyentes de la posicion 3 y 4. En 5 se observan hidrégenos de un grupo hidroximetileno
en o1 4.44 (d, J=10.6) y 6+ 4.12 (d, J=10.6), mientras que 4 tiene un grupo metilo en C-3y un
grupo etoxilo en C-4 (o1 1.19, d, J=6.5 Hz y 4.16, m). El andlisis anterior junto con lo descrito
en la literatura especializada permitié caracterizar al compuesto 5 como la acremonona D
(Figura 30), un isbmero estructural de 4 aislado también del hongo enddfito Acremonium sp.
PSU-MA70.57. 68
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Figura 29. Espectro de RMN *H (400 MHz) del compuesto 5 en CDCls.

Tabla 16. Datos de RMN de *H del 5 en CDCl; (400 MHz).

Posicis 5 Acremonona D?
osicion &4, mult. (J en Hz) &4, mult. (J en Hz)
3 4.44,d (10.6) 4.46,d (10.5)

4.12,d(10.6) 4.14,d (10.5)
4-OH 2.73,s 2.75,s
8 6.45, s 6.46, s
9-OH 11.63,s 11.64,s
11 4.16, m 4.17,q (6.5)
12 1.19,d (6.5) 1.20,d (6.5)
13 2.40, s 242, s
14 3.86, s 3.88, s

a8 Rukachaisirikul, V., et al., 2012.

OH
Figura 30. Estructura de la acremonona D (5).
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5.5.3 Identificacidon de 6-11 mediante el analisis metabolémico del extracto organico por

UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS

El andlisis del extracto del hongo ORO2 mediante UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS revelo la

presencia de una serie de productos entre tr 5.02-5.80 min con peso molecular de 1618 y

1660 umas (Figura 31). A pesar de que estos productos no fueron detectados en las

fracciones activas del hongo, se decidio realizar su caracterizacion mediante el estudio

detallado de los patrones de fragmentacion observados en sus espectros de masas y lo

descrito en literatura.

A

RT: 0.00 - 10.01
5.55

NL:

100 552 | 9.69E9
0.52 511 5.61 TIC Ms
80 01003-154-3
o0 508
0.55 4.06
i 2.98 301 5.02 | ‘ 5.83 7.69 773
40 0.58 " | 409 586 672 |
3.04 -
20 o065 203 i 4:12 585 1776
080 | gl ll ’ 8.29
“‘I » " N i (L H 9117
O 045 UL L I il 10 0 M1 ALARAAE 3 D v " NL
. 9.20E5
800000 nm=209.5-
] 5.21 210.5 PDA
] 5.39 01003-154-3
600000
) 3 5. 05 ‘
3 400000 | 058 Uf 549
] 293 4.84 1 5.69
200000 2 00 307 399 | W 7.r2
\
] 0 26 | HL T www 5 510 . jL7 81 822 958
4 gl ) © R g W e .
0 U """xx yw T T L L N N I I B B x‘y T XIT"?M?WHV[WVJ?N 1
0 1 4 5 7 8 9 10
Time (min)
01003-154-3 #1923-2241 RT: 5.02-5.83 AV: 53 NL: 3.09E7
T: FTMS + p ESI Full ms [200.0000-1800.
1632.0582
100
o 1634.0657 1646.0746
1648.0819
80
70 /
60
50 |
0 1618.0430
30 1660.0896
1621,0570 1630,0435 1636,0746 1650,0889
20 = 1644.0609 1663,0966
10 1616.0287 1623.0648 1658.0764 /
614,041 | | | Lo [ 638,079 | in i R
T T T T IRARS| T T T T T T T T T T T T T T U
1610 1620 1630 1640 1650 1660
m/z

Figura 31. Cromatogramas TIC y de UV del extracto del hongo ORO2 (A). Espectro de masas en
el modo ESI* del tr 5.02-5.83 min (B).
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Dicho andlisis reveld que estos iones observados corresponden a una serie de peptabidticos
conocidos como neoefrapeptinas (Tabla 17), las cuales se componen de 15 aminoacidos con
un residuo C-terminal inusual alquilado, el 1,5-diazabiciclo [4.3.0]non-5-eno (X). Estos
compuestos fueron aislados del hongo Geotrichum candidum DSM 15068,5% 70 sin embargo,
afilos mas tarde se encontré que esta cepa fue identificada de manera incorrecta, y que podria
tratarse de una nueva especie perteneciente al orden de los Hypocreales.”t Las
neoefrapeptinas presentan actividad insecticida contra las plagas masticatorias como

Heliothis virescens, Plutella xylostella y Spodoptera iittoralis.®®

Tabla 17. HRESIMS [M]* y secuencia de aminoacidos de las neoefrapeptinas 6-11.2

Neoefrapeptina A (6), 1632.0580 [M]*
AcPip!-Aib?-L-Pip3-L-Iva*-Aib®-L-Leu®-g-Ala’-Gly8-Acc®-Aib°-L-Pip!-Aib*?-Gly*3-L-Leu*-L-lva®-X*®

Neoefrapeptina D (7), 1618.0431 [M]*
AcPip!-Aib?-L-Pip3-Aib*-Aib®-L-Leu®-g-Ala’-Gly8-Acc®-Aib°-L-Pip!-Aib'2-Gly3-L-Leu-L-Ival®-X1®

Neoefrapeptina F (8), 1632.0585 [M]*
AcPip!-Aib?-L-Pip3-L-Iva*-AibS-L-Leu®-g-Ala’-Gly8-Acc®-Aib°-3M-Pro*-Aib2-Gly*3-L-Leu?-L-lva’®-X16

Neoefrapeptina B (9), 1646.0745 [M]*
AcPip!-Aib?-L-Pip3-L-lva*- L-lva®-L-Leu®-g-Ala’-Gly®-Acc®-Aib%-L-Pip-Aib!2-Gly*3-L-Leu*-L-lval>-X1®

Neoefrapeptina C (10), 1646.0739 [M]*
AcPip!-Aib?-L-Pip-L-Iva*-AibS-L-Leu®-g-Ala’-Gly8-Acc®- L-Iva®®-L-Pip!!-Aib'2-Gly®-L-Leu®-L-lvat®-X16

Neoefrapeptina E (11), 1660.0908 [M]*
AcPip*-Aib%-L-Pip3-L-lva‘-L-Iva >-L-Leu®-g-Ala’-Gly8-Acc®- L-Ival®-L-Pip*-Aib2-Gly**-L-Leu*-L-Ival®>-X*®

L-Pip, L-&cido pipecdlico; Aib, acido a-aminoisobutirico, L-lva, L-isovalina; L-Leu, L-leucina; BAla, -
alanina; Gly, glicina; Acc, acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico; 3M-Pro, 3-metilprolina; X, N-peptido-
l-isobutil-2-(2,3,4,6,7,8-hexahidro-1-pirrolo-[1,2-a]-pirimidino) etilamina (PIHPPE). 2Fredenhagen, A., et
al., 2006.

La formula molecular de 6 (tr 5.11 min) se establecié como Cs2H139N18016 mediante el analisis
de los espectros de masas por UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS (m/z 1632.0580 [M+H]"y A =-
2.2 ppm) (Figura 32), ademas de los iones en m/z 943.5612 y 689.5078, que corresponden
al extremo amino terminal acetilado y el carboxilo terminal del péptido. Por otra parte, el
espectro de MS/MS del ion m/z 943.5612 reveld la presencia de los fragmentos en m/z
296.1966, 409.2808, 620.3779, 705.4324, asignables a las pérdidas del tercer al décimo
aminoacido del péptido (Figura 33). El analisis anterior junto con lo descrito en la literatura

permitié caracterizar a 6 como la neoefrapeptina A (Figura 34).7°
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Figura 32. Espectro de masas en el modo ESI* de 6.
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a]-pirimidino) etilamina (PIHPPE).

Iz

AcPip’

La formula molecular de 7 (tr 5.02 min) se establecio como CsiH137N18O16 con base en el
analisis del espectro de masas obtenido por UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS (m/z 1618.0431
[M+H]*y A =-1.8 ppm) (Figura 35). Este compuesto tiene 14 umas menos que 6, y que se
atribuye al cambio del aminoacido Iva por Aib en la posicion 4 de 7. La diferencia de 14 umas
se puede observar en todos los fragmentos en el espectro de MS/MS del ion en m/z 929.5452
(Figura 36). Asi, el analisis anterior junto con lo descrito en la literatura permitié caracterizar

a 7 como la neoefrapeptina D (Figura 37).7°
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Figura 35. Espectro de masas en modo ESI* de 7.
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Figura 36. Espectro de masas en modo ESI* del ion m/z 929.5451 de 7.

Flgura 37. Estructura de la neoefrapeptina D (7).

La formula molecular de 8 (tr 5.46 min) se estableci6 como Cs2H139N18016 con base en los
espectros de masas por UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS (m/z 1632.0585 [M]+ y A=-1.9 ppm)

(Figura 38). Este compuesto tiene el mismo peso molecular y patron de fragmentacion en su

secuencia del extremo N-terminal que 6. Sin embargo, la falta del fragmento en m/z 578.4395

(Figura 39) es indicativa de que 8 tiene el aminoacido 3M-Pro en la posicién 11, en lugar de

acido pipecolico como en 6. El analisis anterior junto con lo descrito en la literatura permitio

caracterizar a 8 como la neoefrapeptina F (Figura 40).7°
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01003-154-3 #2096 RT: 5.46 AV: 1
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Figura 38. Espectro de masas en modo ESI* de 8.
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Figura 39. Ampliacién de los espectros de masas en modo ESI* de 6 (A) y 8 (B) entre m/z 450-750.
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Figura 40. Estructura de la neoefrapeptina F (8).
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La formula molecular de 9 y 10 (tr 5.24 y 5.27 min) se establecié como Cg3zH141N18016 cON
base en los espectros de masas por UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS (m/z 1646.0745 [M]*, A
=-1.7 ppm y 1646.0739 [M]*, A =-2.1 ppm) (Figuras 41y 42). El patron de fragmentacion de
ambos compuestos reveld que la secuencia del extremo C-terminal es similar al de 6, mientras
gue en la N-terminal tiene 14 umas mas. Lo anterior se atribuye al cambio del aminoacido Aib
por Iva en la posicion 5 en 9, y en la posicion 10 en 10. El analisis anterior junto con lo descrito
en la literatura permitié caracterizar a 9 y 10 como las neoefrapeptinas By C (Figuras 43y
44).7
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Figura 41. Espectro de masas en modo ESI* de 9.
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01003-154-3 #2024 RT: 527 AV: 1 NL:8.77E8
T: FTMS + p ESI Full ms [200.0000-1800.0000]
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Figura 42. Espectro de masas en modo ESI* de 10.
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Figura 43. Estructura de la neoefrapeptina B (9).
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Figura 44. Estructura de la neoefrapeptina C (10).

Finalmente, la férmula molecular de 11 (tr 5.80 min) se establecio como CssH143N18016 CON
base en los espectros de masas por UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS (m/z 1660.0908 [M]*, A=-
1.3 ppm) (Figura 45). Este producto tiene 28 umas mas que 6 en el extremo N-terminal, lo

gue se atribuye al cambio del aminoacido Aib por Iva en las posiciones 5y 10 de la secuencia.
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El andlisis anterior junto con descrito en la literatura permitié caracterizar al compuesto 11

como la neoefrapeptina E (Figura 46).7°
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Figura 45. Espectro de masas en modo ESI* de 11.

Figura 46. Estructura de la neoefrapeptina E (11).

5.6 Estudio quimico y biolégico del hongo ORO3

El hongo ORO3 pertenece al género Alfaria, con base en los resultados obtenidos de la
identificacion taxondmica a partir del ITS. Este género fue establecido por Crous et al. (2014)
para acomodar un nuevo patdégeno vegetal, A. cyperiesculenti Crous, asociado con la muerte
regresiva de la punta de la hoja y la pudricion del tubérculo de chufa (Cyperus esculentus) en
Espafia.”? En un estudio posterior, Lombard et al. (2016) agregaron varias especies a este
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género: A. ossiformis, A. putrefolia, entre otras.”® A la fecha, no se han realizado estudios
guimicos a partir de especies de este género, por lo que este proyecto representa el primer

estudio quimico de una especie del género Alfaria.

5.6.1 Estudio quimico de las fracciones activas seleccionadas

Como se menciond anteriormente, los resultados de la actividad biolégica de las fracciones
primarias del extracto del hongo ORO3 (Tabla 10) permitieron seleccionar a la fraccién F7
para la separacion de los responsables de dicha actividad. Debido a la complejidad observada
en el andlisis por HPLC a nivel analitico de dicha fraccion, ademas del buen rendimiento
obtenido en el fraccionamiento primario del extracto (931.4 mg), se decidid realizar un
fraccionamiento secundario mediante una cromatografia en columna tipo Flash siguiendo la
metodologia descrita en 4.5.2.1. De este proceso se obtuvieron 8 conjuntos de fracciones

reunidos con base en los perfiles en el UV y ELSD (Figura 47 y Tabla 18).
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Figura 47. Fraccionamiento por cromatografia en columna tipo Flash de la fracciéon F7. Las lineas
verdes y amarillas corresponden a los detectores ELSD y PDA, y la linea azul al gradiente de
elucién empleado (Hex-CHCls-AcOEt-MeOH).

Tabla 18. Fraccionamiento secundario de la fraccion F7 del extracto del hongo ORO3.

Fraccion Peso (mQ) Fraccion Peso (mg)
1 (1-13) 8.4 5 (22-27) 117.8
2 (14-15) 3.5 6 (28-37) 3225
3 (16-18) 3.4 7 (38-42) 104.3
4 (19-21) 15.8 8 (43-fin) 162.3
Recuperado (mg) 738
Recobro (%) 102
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5.6.2 Aislamiento y caracterizacion de 12 a partir de la fraccién F7-6

La separacion de los constituyentes mayoritarios presentes en la fraccion secundaria F7-6 se
realizo siguiendo la metodologia descrita en el inciso 4.5.2.3. Este procedimiento permitio la

obtencion de 1.9 mg del compuesto 12 (tr 2.78 min) (Figura 48).
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Figura 48. Cromatogramas por HPLC de la fraccion F7-6: (A) ELSD a nivel analitico. (B) PDA 254
nm. (C) Separacioén a nivel preparativo (PDA 254 nm).

El compuesto 12 se aislé como un sélido cristalino y su formula molecular se establecié como
C12H1206 mediante los andlisis por UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS (m/z 253.0710 [M+H]" y
251.0561 [M-H]~, A= 1.3 ppm), la cual permite 7 grados de insaturacion (Figura 49).
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Figura 49. Espectros de masas en los modos ESI*y ESI"(A) y de UV (B) de 12.

El andlisis detallado de los espectros de RMN 'H y 3C (Figura 50A y Tabla 19) permitié
identificar los siguientes grupos de sefales: en &+ 3.52, (dd, J=11.6, 6.0, 5.5 Hz) y 3.62 (dd,
J=10.9, 5.5, 5.3 Hz) se observan los hidrégenos de un oximetileno; en ¢+ 3.88 se observa una
sefal simple correspondiente a un grupo metilo base de oxigeno; en &1 4.67 (dd, J=10.1, 5.1
Hz), se observa la sefial de un hidroximetino; en &1 6.64 (d, J=2.3 Hz) y 6.79 (d, J=2.3 Hz), se
observan dos hidrogenos aromaticos correspondientes a un sistema tetrasustituido; en &u
7.46 se observa una sefial simple de un hidrogeno olefinico; en 64 11.38 se observa una sefial
simple de un hidrogeno fendlico quelatado; y en o4 5.51 (d, J=4.6 Hz) y en 4.80 (t, J=5.9 Hz),
se observan los hidrégenos de dos hidroxilos alifaticos. Por otra parte, en el espectro de RMN
13C (Figura 50B y Tabla 19), se observan 12 sefiales que corresponden a seis carbonos no
protonados con hibridacién sp? (6c 166.4, 165.4, 163.4, 137.6, 118.6 y 99.9), cuatro metinos
(6c 143.1, 100.4, 100.2 y 68.8), un metileno (éc 64.9), y un metoxilo (& 56.0).
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Figura 50. Espectros de RMN *H (600 MHz) (A) y *C (150 MHz) (B) de 12 en DMSO-de.

Tabla 19. Datos de RMN de 12 en DMSO-ds (600 y 150 MHz para *Hy *3C,

respectivamente).

o 12 Myrotelactona AP
Posicion dc, tipo &1, mult. (J en Hz) 8¢, tipo &1, mult. (J en Hz)

1 165.4, C - 165.4, C -

3 143.1, CH 7.46, s 143.1, CH 7.45,s

4 118.5, C - 118.6, C -

5 100.4, CH 6.79, d (2.3) 100.5, CH 6.78, d (2.2)

6 166.4, C 166.4, C

7 100.2, CH 6.64, d (2.3) 100.4, CH 6.63,d (2.2)

8 163.4, C - 163.4, C -

9 99.9, C - 99.9, C -

10 137.6, C - 137.6, C -

11 68.7, CH 4.67,dd (10.1, 5.1) 68.8, CH 4.66, td (5.2, 5.2)

12 64.8, CH, | 3.62,dd (10.9,5.5,5.3) | 64.8,CH, | 3.62,ddd (11.3,5.35.3)
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3.52, dd, (11.6, 6.0, 5.5) 3.51, ddd, (11.3, 5.3, 5.3)
6-OCH; | 56.0, CHs 3.88, s 56.0, CHs 3.87, s
8-OH - 11.38, s - 11.37,s
11-OH - 5.49, d (4.7) - 5.50, d (4.6)
12-OH - 4.79, t, (6.0) - 4.81,t, (5.9)

2Xu, Y., et al, 2018.

El andlisis anterior y lo descrito en la literatura permitié caracterizar al compuesto 12 como la
myrotelactona A.”* La estructura de este compuesto se confirmé mediante el andlisis de
difraccion de rayos X (Figura 51). Sin embargo, la configuracion absoluta de la molécula no
pudo establecerse por esta técnica ya que el valor del pardmetro de Flack [0.2 (4)] no fue
concluyente. A pesar de esto, el valor de la rotacion éptica experimental obtenido para este
compuesto fue el opuesto en signo y magnitud al reportado en la literatura para la
myrotelactona A (Tabla 20), lo que permite concluir que 12 tiene una configuracion de S en
C-11, contrario a la myrotelactona A que presenta la configuracion R (Figura 52). En este
contexto, se estableci6 a 12 como un nuevo producto natural con el nombre trivial de

myrotelactona E.
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Figura 51. Estructura de rayos X de 12.

Tabla 20. Valores experimentales y reportados de rotacion optica de 12.
122 Myrotelactona AP

[]25 = +29.7 [x]20 = —36.0

3¢ 0.01, MeOH; P ¢ 0.1, MeOH (Xu, Y., et al, 2018).
c= concentracion (g/100 mL)

61



OH O
Figura 52. Estructura de la myrotelactona E (12).

5.6.3 Aislamiento y caracterizacion de 13 a partir de la fraccién F7-5

La separacion de los constituyentes mayoritarios presentes en la fraccion secundaria F7-5 se
realizo siguiendo la metodologia descrita en el inciso 4.5.2.2. Este procedimiento permitio la
obtencion de 5.4 mg de compuesto 13 (tr 7.70 min) (Figura 53).
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Figura 53. Cromatogramas por HPLC de la fraccion F7-s: (A) ELSD a nivel analitico. (B) PDA 254
nm. (C) Separacion a nivel preparativo (PDA 254 nm).

Este producto se aislé6 como un aceite amarillo y su férmula molecular se establecié como
C2sH3407 mediante los analisis por UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS (m/z 447.2376 [M+H]* y
445.2229 [M-H]~, A= -0.3 ppm), la cual permite 9 grados de insaturacion (Figura 54). El
andlisis del espectro de RMN H (Figura 55A y Tabla 21) de 13 permitié identificar los

siguientes grupos de sefales: en 61 10.18 (S) y 6.55 (S) se observan dos hidrégenos, uno de
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un grupo aldehido y otro aromético; en o1 4.91 (d, J= 5.5) una sefal atribuible a dos
hidrégenos de un oximetileno, y en &+ 4.49 (d, J=9.9 Hz) y 3.82, (m), dos mas de hidrégenos
de tipo oximetino; o1 3.20 (d, J=16.5 Hz) y 2.87 (d, J=16.5 Hz) se observan las sefiales de un
metileno diasterotopico y entre o4 1.35-1.93 sefiales multiples que integran para 8 hidrégenos
de metilenos y metinos; en o4 2.03 se observa una sefal simple de un metilo de acetato; y en
4 1.14 (s), 0.91 (s), 0.89 (s) y .75 (d, J=6.5 Hz) se observan sefales asignables a metilos.
Por otra parte en el espectro de RMN *3C (Figura 55B y Tabla 21) se observaron 25 sefiales
correspondientes a 5 metilos en &c 15.6, 17.4, 18.0, 21.0 y 29.0; 5 metilenos en &c 21.6, 31.2,
31.6, 39.7 y 62.1, este ultimo unido a oxigeno; 6 metinos en & 37.2, 43.8, 66.3, 84.4, 102.8y
194.9, incluyendo los correspondientes a grupo aldehido, un carbono aromatico protonado y
2 de carbonos oxigenados; 5 carbonos de tipo sp? en &c 112.6, 113.3, 149.9, 161.6 y 168.8,
los ultimos dos oxigenados; un carbono de un carbonilo del acetato en 6c 171.1, una sefal
correspondiente al grupo carbonilo del acetato; un carbono del tipo espiro en 6c 99.9; y dos

cuaternarios en 6c 39.6 y 43.8.
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Figura 54. Espectros de masas en los modos ESI* y ESI"(A) y de UV (PDA) (B) de 13.
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Tabla 21. Datos de RMN de 13 en acetona-ds (600 y 150 MHz para *H y *C,

respectivamente).
L 13 Myrotecisina B
Posicion - .
& tipo &4, mult. (J en Hz) & tipo &4, mult. (J en Hz)
1 39.6, CH> 1.35,t(12.1) 38.4, CH: 1.17m
1.75, dd (12.6, 4.6) 157, m
2 66.3, CH 3.82, m 64.4, CH 3.65, m
3 84.4, CH 4.49,d (9.9 83.3,CH 4.29,d (9.9
4 395, C - 39.0,C -
5 46.8, CH 1.79,dd (12.3, 2.7) 45.5, CH 1.63, m
6 21.6, CH; 1.66, m 20.4, CH: 1.56, m
1.58 m 1.48, m
7 31.6, CH: 1.66, m 30.5, CH> 1.57m
1.50, m 1.38, m
8 37.1,CH 1.93, m 35.6, CH 1.85, m
9 99.9,C - 98.8,C -
10 43.8, C - 42.5,C -
11 31.2, CH> 3.20,d (16.5) 30.2, CH> 3.11,d (16.5)
2.87,d (16.5) 2.89, d (16.5)
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12 15.6, CHs 0.75, d (6.5) 15.1, CHs 0.68, d (6.3)
13 29.0, CHs 0.89, s 28.4, CHs 0.79, s
14 18.0, CHs 0.91, s 17.5, CHs 0.81, s
15 17.4, CHs 1.14,s 16.6, CHs 1.03, s
T 112.6,C - 1125, C -

2 161.6, C 159.8, C -

3 113.6,C - 112.2,C -

7y 149.9, C - 149.4, C -

5 102.8, CH 6.55, s 101.6, CH 6.61, s
6 168.8, C - 167.3,C -

7 194.9, CHO 10.18, s 193.8, CHO 10.07, s
8 62.1, CH, 4.91, d (5.5) 60.4, CH, 4.74,s
1" 1711, C 170.3,C -

2" 21.0, CHs 2.03, s 21.0, CHs 2.02, s

aXu, Y., et al, 2018.

La configuracion relativa de este producto se estableci6 mediante el andlisis de las

correlaciones H-H observadas en el espectro NOESY (Figura 56). Asi, los resultados antes

mencionados Yy lo descrito en la literatura permitieron caracterizar a este producto como la

myrotecisina B (Figura 57).”® Este fenilespirodrimano fue aislado a partir del hongo

Myrothecium sp. OUCMDZ-2784 asociado con la planta medicinal Apocynum venetum

resistente a condiciones de salinidad elevada, y mostro actividad como inhibidor de la enzima

a-glucosidasa (Cls0=0.66 mM)."3

Figura 56. Espectro NOESY y estructura de 13 mostrando las correlaciones clave.
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13 14
Figura 57. Estructura de la myrotecisina B (13).

5.6.4 Aislamiento y caracterizacion de 14y 15 a partir de la fraccion F4

La separacion de los constituyentes mayoritarios presentes en la fraccion primaria F4 se
realizo siguiendo la metodologia descrita en el inciso 4.5.2.5. Este procedimiento permitio la
obtencion de 1.2 mg del compuesto 14 (tr 5.90 min) y 7.3 mg de 15 (tr 6.34 min) (Figura 58).
Ambos compuestos se aislaron como polvos blancos con formula molecular de CzsH3207,
establecida mediante los analisis por UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS (m/z 445.2224 [M+H]"y
443.2063 [M—H]~, A= 0.7 ppm), la cual permite 10 grados de insaturacion (Figura 59).

2000.0
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@ 1000.0-
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0'0;““\““\““\““\‘
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00
Minutes
B 2 2.00 15
] 14
000 P Y e e
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00
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C éé:;u.au 15
0.30 14

Minutes

Figura 58. Cromatogramas por HPLC de la fraccion F4: (A) ELSD a nivel analitico. (B)
PDA 254 nm. (C) Separacién a nivel preparativo (PDA 254 nm).
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Figura 59. Espectros de masas en los modos ESI* y ESI"(A) y de UV (PDA) (B) de 14.

El andlisis detallado de los espectros de RMN de estos compuestos revel6é una importante
similitud entre si y con la myrotecisina B (13), la cual tiene una 2 umas mas. En los espectros
de RMN 'H de 13, 14 y 15 (Figura 60) se evidencié la ausencia de una sefial en o+ 10.18
correspondiente al hidrégeno del aldehido en C-7’ en 14 y 15. Esta diferencia es indicativa de
la formacion de un anillo de lactona en estos compuestos mediante la reaccion entre el
hidroxilo del C-8’y el carbonilo del C-7’ (Figura 61). Por otra parte, las diferencias observadas
en los desplazamientos de los hidrogenos en las posiciones C-2 y C-3 de 14 y 15, se
atribuyeron a un cambio en la posicion de los sustituyentes hidroxilo y acetilo en estos
carbonos (Figura 62 y Tabla 22). Asi, las estructuras planteadas para 14 y 15 se muestran
en la Figura 63, donde se confirma que el precursor 14 es la myrotecisina A y el de 15, la
myrotecisina B (13). Por ultimo, el andlisis de sus espectros NOESY permitié establecer que
ambos productos poseen la misma configuracion relativa que 13 (Figura 64). La busqueda
en la literatura especializada de las estructuras de 14 y 15 no arrojo coincidencias, por lo que

se infiere que estos productos son novedosos.
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Figura 61. Propuesta de la formacién de 14 y 15 a partir de las myrotecinas Ay B (13).
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Figura 62. Comparacion de los espectros de R
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Tabla 22. Datos de RMN de 14 y 15 en CDCI; (600 y 400 MHz para *H y 150 y 100 MHz para
13C, respectivamente).

Posicid 14 15
osicion dc, tipo o1, mult. (J en Hz) 8¢ tipo dn, mult. (J en Hz)
1.72dd (12.2,4.5 1.42,t(12.3
1 35.3, CH2 136 E (12.0) ) 39.2, CH2 1.78? m )
2 72.8,CH | 4.95,ddd (11.8, 10.2, 4.5) 67.4, CH 3.83, td (12.0, 4.0)
3 80.3 CH 3.21,d (10.1) 84.3, CH 4.53,d (10.2)
4 39.7,C - 39.2,C -
5 46.0, CH 1.69, m 45.8, CH 1.78, m
1.48, m 1.48, m
6 21.1, CH2 1.69. m 21.0, CH> 1.65. m
1.49, m 148, m
30.8, CH2 1.62 m 30.8, CH2 1.65. m
8 37.0,CH 181, m 36.8, CH 1.80, m
9 99.3,C - 99.2,C -
10 434, C - 43.3,C -
3.15, d (16.6) 3.19,d (16.4)
11 30.6, CHz 2.84. d (16.7) 30.6, CHz 2.86. d (16.8)
12 15.4, CHs 0.74,d (6.5) 15.4, CHs 0.77,d (6.7)
13 28.6, CHs 1.10, s 28.6, CH3 0.95, s
14 16.7, CHs 0.90, s 17.7, CHs 0.92,s
15 17.1, CHs 1.11, s 17.2, CHs 1.08, s
1 113.0,C - 112.1,C -
2 152.6,C - 1525, C -
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5 95.2, CH 6.37, s 95.3, CH 6.39, s
4 149.0, C - 149.1, C -

3 104.2,C - 104.1,C -

6’ 169.0 C - 166.9, C -

7 70.4, CH> 5.20, s 70.5, CH> 521, s
8’ 172.6, C - 1725, C

1” 171.6,C - 172.6,C

27 21.5, CHs 2.02, s 21.3, CHs 2.15, s
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Figura 64. Espectro NOESY y estructura de 15 mostrando las correlaciones clave.
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5.6.5 Aislamiento y caracterizacion de 16-18 a partir de la fraccién F13

La separacion de los constituyentes mayoritarios presentes en la fraccion F13 se realizo
siguiendo la metodologia descrita en el inciso 4.5.2.6. Este procedimiento permitio la
obtencién de 5.5 mg de 16 (tr 7.16 min), 5.7 mg de 17 (tr 8.41 min) y 1.6 mg de 18 (tr 9.02
min) (Figura 65). Estos tres compuestos se aislaron como polvos blancos con formula
molecular de C2sH33NOs calculada mediante los analisis por UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS
(m/z 444.3830 [M+H]* y 442. 2237 [M-H], A= 1.0 ppm), la cual permite 10 grados de
insaturacion (Figura 66). Cabe destacar la presencia de nitrégeno en estos compuestos

debido a su peso molecular impar observado.
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Figura 65. Cromatogramas por HPLC de la fraccién F13: (A) ELSD a nivel analitico.
(B) PDA 254 nm. (C) Separacion a nivel preparativo (PDA 254 nm).
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Figura 66. Espectros de masas en los modos ESI*y ESI"(A) y de UV (PDA) (B) de 16.
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El andlisis de los espectros de RMN de 'H y 3C de estos compuestos revelaron una gran

similitud entre si y con los de 14 y 15 (Figura 67). La diferencia principal se atribuy6 a la
presencia de un anillo de lactama en 16-18, mientras que 14 y 15, tienen una lactona. Por

otra parte, también se observéd el cambio en los desplazamientos de los hidrogenos en las

posiciones C-2 y C-3 al igual que 14 y 15 (Figura 68 y Tabla 23), correspondientes a un

cambio en las posiciones de los sustituyentes hidroxilo y acetilo en estos carbonos. Asi, las

estructuras planteadas para 16 y 17 se muestran en la Figura 69, y el andlisis de sus

espectros NOESY permitio establecer que ambos productos poseen la misma configuracion

relativa que 13 (Figura 70). Finalmente, la busqueda en la literatura especializada de las

estructuras de 16 y 17 no arrojo coincidencias, por lo que se infiere que estos productos son

novedosos.
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Figura 67. Comparacion de los espectros de RMN *H de 14 (A, 600 MHz, CDCls), 15 (B, 400
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Figura 68. Comparacion de los espectros de RMN 'H de 16 (A) y 17 (B) en 600 MHz, DMSO-ds.
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Figura 69. Estructura de 16 (A) y 17 (B).

Tabla 23. Datos de RMN de 16 y 17 en DMSO-ds (600 y 150 MHz para *Hy 3C,

respectivamente).
Posicion . 16 . 17
8¢, tipo Sn, mult. (J en Hz) &c. tipo &1, mult. (J en Hz)
1.56, m 1.56, m
1 35.1, CH; 1.27,t(12.0) 38.6, CHz 1.27,t(12.2)
2 71.5, CH 4.81, ddd (11.8, 10.2, 4.5) 64.5, CH 3.64, m
3 78.0, CH 2.98 (9.7) 83.4, CH 4.31,d (9.9)
4 40.1, C - 38.5,C -
5 45.3, CH 1.56, m 45.3, CH 1.65m
141, m 142, m
6 20.6, CH» 1.56. m 20.4, CH; 1.56 m
1.41, m 1.42, m
7 30.5, CH> 1.56. m 30.5, CH; 1.56, m
8 36.1, CH 1.78, m 35.9, CH 1.79, m
9 95.9,C - 96.0, C -
10 42.6,C - 425, C -
3.09,d (17.2 3.17,d (17.1
11 31.8, CH, 2.82,d g17.2; 318, CH; 2.83,d §17.2;
12 15.3, CHs 0.64, d (6.5) 15.3, CHs 0.66, d (6.5)
13 28.6, CH3 0.99, s 28.4, CHs 0.80, s
14 16.9, CHs 0.78, s 17.5, CHs 0.82, s
15 16.6, CHs 1.03, s 16.7, CHs 1.01,s
1 122.9,C - 116.7, C -
2 148.3, C - 148.4, C -
3 116.6,C 122.8, C -
4 134.1,C - 134.1,C -
5 93.2C 6.43 s 93.2, CH 6.47 s
6 161.9, C - 162.0, C -
7 42.7, CH> 4.11,s 42.6, CH> 412, s
8 170.1,C 170.3 -
1” 170.1, C - 170.1, C -
2" 21.1, CH; 1.91,s 21.0, CH; 2.02, s
NH - 8.33, s - 8.34, s
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Figura 70. Espectro NOESY Yy estructura de 17 mostrando las correlaciones clave.

El compuesto 18 se aislé6 como un isémero estructural de 16 y 17. Las diferencias mas
importantes entre estos productos se concentraron en los desplazamientos quimicos de los

Hs y Cs del anillo aromético y la lactama (Tabla 24). La revision detallada de la literatura

revel6 que este producto podria tratarse de un isbmero de la chartalactama K, pero con la

posicion del hidrégeno en C-3 en alfa.” Dichas diferencias fueron confirmadas mediante el

analisis del espectro NOESY de este compuesto (Figuras 71y 72). Finalmente, la busqueda

en la literatura especializada de la estructura de 18 no arrojé coincidencias, por lo que se

infiere que este producto es novedoso.

Tabla 24. Datos de RMN *H y *C de 18 en DMSO-d¢ (600 y 150 MHz para *H y *3C,

respectivamente).
Posicion 18 Chartarlactama K2
dc, tipo 6u, mult. (J en Hz2) dc, tipo Su, mult. (J en Hz)

1.56, m 1.21, m

1 39.0, CH, 1.26, t(12.2) 34.1, CH, 1.57, m

2 65.1, CH 3.65, m 63.6, CH 3.89, m

3 84.0, CH 4.31,d (9.8) 80.1, CH 4.69, sa

4 39.0,C 38.2,C -

5 45.9, CH 1.64, m 40.3, CH 1.91, da (8.9)
143, m 1.44, m

6 21.0, CH: 1.58. m 20.3 CH; 1.50 m
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143, m 138, m
7 30.9, CH, e 31.0, CH; T
8 36.5, CH 1.80, m 36.3, CH 1.82, m
9 97.6, C 97.8,C ;
10 42.9.C 43.4,C i
3.14 (17.2) 3.13,d (17.4)
11 32.4, CHz 2.79 (17.0) 32.1, CH 2.81. d (17.4)
12 15.8, CHa 0.65, d(6.4) 15.8, CHa 0.68, d (6.2)
13 29.1, CHa 0.80, s 28.3, CHs 1.0, s
14 18.2, CHs 0.83, s 21.9, CHa 0.81,s
15 17.3, CHs 1.02, s 17.0, CHs 091, s
7 116.7, C 116.8, C ;
> 154.3, C 154.3, C }
3 1015, C 657, s 101.3, CH 6.58, s
& 135.0, C 134.9, C ;
5 114.8, CH 114.7,C :
6 156.3, C 156.4, C :

, 4.23, (16.5) 4.27,d (16.4)
! 424, CH, 4.17,d (16.6) 423, CH, 4.05. d (16.4)
8 170.6, C 170.5, C i
17 170.8, C 170.6, C
%" 21.6, CHa 2.02,s 21.4, CHs 1.99, s
NH i 8.37.s i 8.34

°Li, Y., et al, 2014

Figura 71. Estructura de 18 (A) y la chartalactama K (B).
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Figura 72. Espectro NOESY Yy estructura de 18 mostrando las correlaciones clave.

5.6.6 Aislamiento y caracterizacion de 19 a partir de la fraccién F7-7

La separacion de los constituyentes mayoritarios presentes en la fraccion secundaria F7-7 se
realizo siguiendo la metodologia descrita en el inciso 4.5.2.1. Este procedimiento permitio la
obtencién de 4.6 mg de 19 (tr 7.85 min) (Figura 73). Este compuesto se aisléo como un polvo
blanco y su formula molecular se establecio como CsoHssO13 mediante los analisis por UPLC-
PDA-HRESIMS-MS/MS (m/z 875.4580 [M+H]" y 873.4424 [M-H], A= 0.4 ppm), la cual

permite 18 grados de insaturacion (Figura 74).
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Figura 73. Cromatogramas por HPLC de la fraccion F7-7: (A) ELSD. (B) PDA 254 nm. (C)
Separacion a nivel preparativo (PDA 254 nm).
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El analisis detallado de los espectros de RMN permitio establecer a este producto como un
isomero de la bistachybotrisina Y, un dimero de dos fenilespirodrimanos (Figuras 75y 76 y
Tabla 25)78. La primera diferencia entre 19 y la bistachybotrisina Y radica en la configuracién
de los hidrégenos del C-3 en ambos mondémeros del dimero: 19 los tiene orientados en alfa
mientras que la bistachybotrisina Y, en beta. Lo anterior se dedujo con base en lo observado
en el espectro NOESY de 19 (Figura 77). La segunda diferencia se encuentra en la
configuracion de la conectividad de los monémeros, ya que a pesar a pesar que el hidrogeno
en C-22 tiene una correlacion en el COSY con el hidrogeno de C-23’, en el espectro NOESY
no se observa dicha correlacion, lo que es indicativo de que 19 presenta una configuracion
inversa en el C-22 (R) a la bistachybotrisina Y C-22 (S) (Figuras 78 y 79).Finalmente, la
bldsqueda en la literatura especializada de la estructura de 19 no arrojé coincidencias, por lo

gue se infiere que este producto es novedoso.
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Figura 75. Espectros de RMN *H (600 MHz) de 19 en acetona-ds.
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Figura 76. Estructura de 19 (A) y la bistachybotrisina Y (B).

Tabla 25. Datos de RMN *H y *C de 19 en DMSO-46 (600 y 150 MHz para *H y *3C).

Posicién 19 Bistachybotrysina Y?
dc, tipo &1, mult. (J en Hz) dc, tipo Sn, mult. (J en Hz)
1.33,t(12.2) 1.40, dd (12.0, 4.2)
1 39.5, CH> 1.60, m 34.9, CH; 1.85. m
2 66.6, CH 3.71, m 65.3, CH 4.04, m
3 84.5, CH 4.43,d (9.9) 80.6, CH 4.87,d, (2.3)
4 395,C - 39.0,C -
5 46.7, CH 1.75, m 41.4, CH 2.10m
1.50, m 1.50, m
6 21.7, CH> 1.60, m 21.5, CH; 1,58, m
1.50, m 1.52, m
7 31.8, CHy 1.60. m 31.8, CH> 1.61. m
8 37.4, CH 1.8, m 37.7, CH 1.87, m
9 97.0, C - 97.8,C -
10 43.8, C - 44.2,C -
3.22, d (16.6) 3.22,d (16.3)
11 32.7,CH 292 d (16.5) 32.6, CH 5’86, m
12 15.8, CHs 0.74, d (6.5) 16.1, CHs 0.73,d (6.4)
13 29.0, CH; 0.84, s 28.4, CH; 0.91, s
14 17.9, CHs 0.87,s 22.1, CHs 0.99, s
15 17.5, CHs 1.07,s 17.3, CHs 1.10, s
16 1135,C - 1125, C -
17 150.6, C - 154.4, C -
18 101.6, CH 6.27,S 106.7, CH 6.55, s
19 136.6, C - 1385, C -
20 113.1,C - 107.6, C -
21 163.2, C - 159.1,C -
22 69.9, CH 4.61, sa 70.8, CH 4.62, m
23 89.9, CH 6.45, sa 93.7, CH 6.08, s
17 171.1,C - 171.2,C
27 21.1, CH; 2.00, s 21.0, CH; 212, s
) 141t (12.2 1.49, m
1 39.6,CHz | 4 59 dqg (iz.s,)4.5) 353,CH2 | 4 79 dd (12.3, 12.3)
2 66.5, CH 3.80,td (11.4, 4.5) 65.1, CH 4.08, m
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3 845 CH 448, d (9.9) 80.3. CH 4.93.d (2.6)
& 39.7.C - 38.8.C ;
5 46.8, CH 1.75. m 42.1. CH 2.03. m

, 1.50, m 1.49, m
6 21.7, CH» oo m 21.3, CH, es m

) 1.50, m 1.52, m
7 31.7, CH, T m 31.8, CH, et m
g 37.0 CH 1.75. m 37.8, CH 1.86, m
9 96.9, C i 97.8.C ;

10 43.9.C - 43.4, C :

, 3.11 d (16.6) 3.28,d (16.2)
11 32.4, CH >62 dee 32.7, CH >
12 16.1, CHs 0.50, d (6.5) 15.9, CH, 0.75, d (6.4)
13 29.0, CH, 0.86, s 28.3, CHa 0.94. 5
14 18.0, CHs 0.89, s 22 4. CHa 101 s
15 17.4, CHis 1.08, 5 17.5. CH, 112.s
16 112.7,C ; 111.4, C ;

17 150.7. C : 152.6, C :
18 101.7, CH 6.45. s 106.4, CH 6.11,
19 1403.C - 1415 C ;
20 1116, C : 115.7. C :
21 1624, C : 160.2, C

, 4.66, d (13.0) 4.72.d (14.9)
22 618, CH2 | 457" 4 (13.0) 69.3, CH2 4.49. d (14.9)
23 74.2. CH 529, sa 77.2. CH 531.d (3.1)
3" 171.2,C i 171.9, C ;

4 21.0, CHa 202, 215, CHa 231 s

T
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Figura 77. Espectro NOESY y estructura de 19 mostrando las correlaciones clave.
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5.6.7 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los compuestos aislados a partir
del hongo ORO3

Los compuestos 12-17 y 19 fueron evaluados en el ensayo de actividad antimicrobiana en
placa de 96 pozos siguiendo la metodologia descrita en el inciso 4.3. Los resultados de esta
evaluacion se resumen en la Tabla 26. Cabe mencionar que 18 no fue evaluado debido a la
limitada cantidad obtenida de este producto. Todos los productos evaluados inhibieron el
100% del crecimiento de MRSA y MSSA a la concentracion de 100 pg/mL, y en particular, 13-

17 y 19 también mostraron una inhibicion >80% de MRSA a la concentracion de 50 pg/mL.

Tabla 26. Resultados de la actividad antimicrobiana de los compuestos aislados del hongo
ORO3.

% de inhibicién % de inhibicion
Compuesto Compuesto
12
16
Myrotelactona NPN
E
13 17
Myrotecisina B NPN
14 19
NPN NPN
15
NPN
CIM (pg/mL) CIM (pg/mL)
control positivo control positivo
Concentracion de prueba

10 pg/mL
50 pug/mL
100 pg/mL
Controles

Ampicilina
Vancomicina

NPN, nuevo producto natural

En resumen, los organismos fungicos estudiados en este proyecto de investigacion,
especialmente los hongos ORO-2 y ORO-3, resultaron ser buenos candidatos para la
obtencién de moléculas con actividad antimicrobiana contra bacterias del grupo ESKAPE, las

cuales podrian servir como farmacoforo en el disefio de nuevos agentes antimicrobianos.
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Ademas, este trabajo contribuye al conocimiento de la biodiversidad fiingica de nuestro pais,

ademas de ser el primer estudio quimico y biolégico de un organismo del género Alfaria.
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6. CONCLUSIONES

1. Se realizé el acondicionamiento y cultivo en medio solido en mediana escala de 15
taxones fungicos provenientes de diversos hébitats de México. La evaluacion del
potencial antimicrobiano de los extractos organicos de estos cultivos permitio
seleccionar a los hongos con claves ORO2 y ORO3 para su estudio quimico
biodirigido. Cabe destacar que ambas especies fueron aisladas de la playa de Oro, en
Colima, México, y se identificaron taxonémicamente como una pertenece al orden de
los Hypocreales (ORO2) y la otra como Alfaria sp. (ORO3). Es importante mencionar
gue, a la fecha, este trabajo representa el primer estudio quimico de un hongo

perteneciente este género.

2. A partir de las fracciones activas del hongo ORO2 se aislaron 5 compuestos
mayoritarios: la isororidina E (1), la roridina E (2), la verrucarina J (3), la acremonona
C (4) y laacremonona D (5). De éstos, 1-3 mostraron actividad contra MRSA y MSSA.
Adicionalmente, se caracterizaron mediante el andlisis de los resultados de HRESIMS-
MS/MS de una fraccion inactiva del extracto este hongo, una serie de peptabioticos
conocidos como neoefrapeptinas (6-11). De igual forma, estos compuestos no han sido

descrito en ninguna especie fangica aislada de playas.

3. A partir de las fracciones activas estudiadas del hongo OROS3 se aislaron 8 compuestos
mayoritarios: una isocumarina novedosa (12), la myrotecisina B (13), y seis
compuestos novedosos del tipo fenilespirodrimano (14-19). Los compuestos 12-17 y
19 mostraron actividad significativa contra MRSA y MSSA a las concentraciones de

prueba.

4. Finalmente, los productos obtenidos en este proyecto contribuyen significativamente
al conocimiento sobre la quimica y actividad bioldgica de especies flngicas obtenidas
de ambientes varios de nuestro pais, ademas de que las moléculas aisladas pueden
servir de base para el desarrollo de potenciales agentes antibacterianos contra

patégenos del grupo ESKAPE, lo cual valida la hipétesis planteada en este proyecto.
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7. PERSPECTIVAS

1. Establecer la configuracion absoluta de los productos novedosos mediante el empleo

de técnicas quimicas, espectroscopicas, computacionales o la combinacion de éstas.

2. Calcular la CIM de los productos activos contra MRSA 'y MSSA, y establecer el posible

mecanismo de accion en los ensayos pertinentes para este fin.

3. Continuar con el estudio quimico de las fracciones menos activas de estos organismos
y los extractos de aquellos que por falta de tiempo no pudieron ser analizados en esta
disertacion.

4. Proponer el papel ecoldgico de los metabolitos biodinamicos identificados.
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