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1. ANTECEDENTES Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1.Resistencia antimicrobiana: una crisis global

La resistencia antimicrobiana (RAM) se produce cuando los microorganismos
(bacterias, hongos, virus y parasitos) desarrollan la capacidad para evadir el efecto
de los antibéticos®. Lo anterior genera que las infecciones se vuelvan dificiles,
persistentes, en ocasiones imposibles de tratar y que desencadenan en la muerte

de la persona infectada?.

Mucho antes de que se identificaran, sintetizaran o comercializaran los agentes
antimicrobianos, la RAM ya existia en la naturaleza®. Sin embargo, su aparicion y
prevalencia en cepas patdgenas se produjo principalmente como una respuesta
evolutiva al desarrollo y al uso de agentes antimicrobianos®. Las bacterias pueden
presentar dos tipos de resistencia, la intrinseca y la adquirida. La primera es un
fendbmeno natural independiente de la exposicidon a los antibidticos y se encuentra
dentro del genoma de las bacterias y se debe a la ausencia o presencia de
determinadas estructuras que provocan la ineficacia de los antibiéticos. Por
ejemplo, en las bacterias Gram (-), la falta de permeabilidad de su membrana
externa evita que algunos antibidticos ingresen o se acumulen dentro de la célula,
provocando asi la ineficacia del agente antimicrobiano, como es el caso de la
vancomicina, un glucopéptido que actia en la pared celular y que no puede ingresar

a través de la membrana externa de este tipo de bacterias®®.

Por otro lado, la resistencia adquirida ocurre cuando una bacteria previamente
sensible adquiere un mecanismo de resistencia ya sea por mutaciones o por la
adquisicion de material genético de una fuente exdégena (transferencia horizontal de

genes) por transduccién, conjugacion y/o transformacions.

Como se menciond en los parrafos anteriores, si bien la RAM es un fendmeno
inherente a los microorganismos, su prevalencia se ve exacerbada principalmente

por las deficiencias en la prevencion y el control de infecciones, asi como el uso



generalizado, excesivo e imprudente de los antibiéticos en humanos, la agricultura
y la ganaderia.l® Ademas, la propagacion de la RAM se ve favorecida por la
existencia de multiples reservorios ambientales contaminados (suelo, agua,
desechos hospitalarios, industriales, agricolas y nichos ecoldgicos)*, por lo que su

erradicacion o control requiere de esfuerzos multidisciplinarios®.

Actualmente, el aumento de la RAM en bacterias patdgenas humanas y la escasez
de nuevos farmacos antimicrobianos han convertido este problema en una grave
amenaza para la salud publica a nivel mundial. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) estima que 1.3 millones de personas mueren cada afio en todo el mundo
como consecuencia directa de la RAM, cifra que se prevé seguira incrementando
hasta los 10 millones de decesos por afo para el afio 2050, superando a la diabetes,
las enfermedades cardiacas y el cancer como la principal causa de muerte en
humanos’. Ahora bien, el desarrollo de nuevos farmacos antimicrobianos o el
descubrimiento de nuevas entidades quimicas con mecanismos de accion inusuales
se encuentra aletargado desde hace algunas décadas. Asi, de los 32 antibiéticos
en fase de desarrollo clinico contra la lista de la OMS de patdgenos prioritarios
publicada en el 2019, solo seis se clasificaron como innovadores. En este contexto,
se requiere de inversiones urgentes y concertadas por parte de los gobiernos y el
sector privado para acelerar la investigacion y el desarrollo de nuevos farmacos

antimicrobianos y ampliar la oferta de antibiéticos ante el problema de la RAM&,

1.2.Staphylococcus aureus: un patégeno de importancia médica

Las cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) se han
convertido en una de las principales causas de infecciones comunitarias y
hospitalarias®. Es uno de los patdgenos oportunistas mAas comunes:
aproximadamente entre el 20% y el 30% de las personas sanas son portadoras de
S. aureus, formando parte de la microbiota normal de la piel y de la mucosa nasal;
sin embargo, cuando las mucosas y barreras cutaneas se encuentran dafadas, S.
aureus puede acceder a los tejidos subyacentes o al torrente sanguineo y causar

infecciones graves?!C. Particularmente, las personas con dispositivos médicos


https://www.who.int/es/campaigns/world-antimicrobial-awareness-week/2022

invasivos (como catéteres venosos centrales y periféricos) o con un sistema inmune

comprometidos son mas vulnerables a las infecciones por esta bacteria®?.

Staphylococcus aureus ha adquirido resistencia a la meticilina a través del cassette
cromosomico estafilococico mec (SCC mec), un elemento genético movil que
codifica los genes mec A o mec C, confiriéndole resistencias a la mayoria de los
antibidticos B-lactamicos?. Por ejemplo, el gen mec A codifica una proteina fijadora
de penicilina (PBP2a) de baja afinidad a la meticilina y al resto de los antibioticos -
lactdmicos, lo que impide el ingreso de este tipo de antibidticos al interior de la célula

bacteriana para ejercer el efecto antimicrobiano*?.

Ademas, MRSA presenta un extenso arsenal de factores de virulencia que
favorecen su patogenicidad y su diseminacién dentro del huésped, algunos de estos
factores son la producciéon de proteinas superficiales que inician la adherencia
bacteriana, la secrecion de toxinas y enzimas extracelulares que destruyen las
células y los tejidos, la formacion de biopeliculas que hace que MRSA tenga una
mayor tolerancia a los antibiéticos al dificultar la penetracion de éstos??, y la evasion

o inactivacion del sistema inmunitario del huésped, entre otros®.

1.3.Quorom sensing y la formacion de biopeliculas

El quorom sensing (QS) es un método de comunicacion intercelular que implica la
produccién, deteccion y respuesta a moléculas de sefalizacion llamadas
autoinductores, que en concentraciones estimulantes regulan la expresién génica?®.
La produccion de factores de virulencia por bacterias patdogenas esta bajo el control
del QS*, y en el caso particular de MRSA, el QS es responsable de regular la
produccion de toxinas, la formaciéon de biopeliculas®® y la sintesis de sustancias
poliméricas extracelulares (EPS), las cuales mantienen la arquitectura basica de la
matriz de la biopelicula, ademas de formar el escudo de defensa para el patdgeno
dentro de la mismat®. Asimismo, esta bacteria produce sefiales quimicas con una
funcién autoinductora que regula el sistema regulador de genes accesorios (agr), el

cual es responsable de modular factores de virulencia como adhesinas, elastasas,



proteasas, lipasas y exotoxinas?!®, formacién de biopeliculas y resistencia a los

antibioticos?’.

La formacion de biopeliculas implica la adsorcién de macro y micromoléculas a la

superficie, la adhesion bacteriana a la superficie, la formacion y liberacion de EPS,

la formaciéon de colonias y la maduraciéon de la biopelicula®. La formacion y el

desarrollo de la biopelicula incluye cuatro etapas?®® (Figura 1):

()

(ii)

(i)

(iv)

Fijacion: Staphylococcus aureus se adhiere a una superficie biodtica o
abidtica utilizando diferentes mecanismos que involucran adhesinas,
acidos teicoicos, cambios en la hidrofobicidad de la superficie celular
bacteriana y produccién de ADN extracelular.

Sintesis de matriz extracelular con proliferacion bacteriana: Después de
la unién, las células bacterianas proliferan en la superficie formando
microcolonias.

Estructuracion de la biopelicula: Durante la proliferacion y la maduracion
de la biopelicula, las células bacterianas se mantienen unidas por factores
adhesivos en la nueva matriz. La remodelacion de la biopelicula se
produce a través de factores disruptivos, que incluyen tensioactivos y
nucleasas, que son esenciales para la estructura tridimensional de la
biopelicula madura con sus torres y canales distintivos.

Desprendimiento celular: Durante el desmontaje de la biopelicula, el
desprendimiento de células es causado principalmente por una
degradacion de la matriz de la biopelicula impulsada por proteasas y la
interrupcion de la biopelicula por las modulinas solubles en fenol (PSM).
Este proceso permite que las bacterias se dispersen en la superficie de
otras células y asi comenzar de nuevo el ciclo de la formacion de

biopeliculas.
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Figura 1. Formacion de la biopelicula en S. aureus. Adaptado de Tuon F, et al.°

La formacion de biopeliculas por parte de MRSA en dispositivos médicos como
protesis, lentes de contacto, catéteres venosos centrales y urinarios, tubos
endotraqueales y valvulas cardiacas artificiales, representan un gran desafio ya que
estan asociadas con infecciones cronicas. Se ha demostrado que la matriz de EPS
gue queda después de la muerte de las bacterias puede promover la recolonizaciéon
de la superficie, ya sea por la misma u otras especies bacterianas, provocando la

recurrencia de la infeccién y otras complicaciones?®.

Cuando las bacterias se encuentran dentro de las biopeliculas son hasta 1000 veces
mas tolerantes a los antimicrobianos y al sistema inmunitario del huésped en
comparacion a las células planctonicas, aparte de que en estas condiciones se ve

favorecido el desarrollo de RAM a través del intercambio de genes de resistencia®®.

Lo anterior, combinado con los demas factores de virulencia que presenta MRSA,

hace que sea uno de los patégenes mas dificiles de tratar ya que se requieren altas



dosis del agente antimicrobiano, asi como tratamientos prolongados, provocando
efectos secundarios en la salud, por lo que el desarrollo de nuevas terapias en vista

de la resistencia a multiples farmacos es urgente.

1.4.Importancia de los productos naturales para el desarrollo de nuevos
farmacos para el tratamiento de infecciones causadas por S. aureus

Los productos naturales (PN) son metabolitos secundarios presentes en animales,
plantas y microorganismos'®. Estas substancias han sido histéricamente muy
importantes en el descubrimiento de farmacos debido a su alta diversidad molecular

y sus propiedades farmacoldgicas novedosas?®.

Desde la antigiiedad, los PN se han utilizado para tratar enfermedades. A principios
de 1900, aproximadamente el 80% de todos los medicamentos se obtenian de
fuentes vegetales, sin embargo, el descubrimiento de la penicilina en 1928 marco
un cambio significativo en el estudio de microorganismos en lugar de las plantas
como fuente de PN. Desde entonces, los compuestos derivados de
microorganismos son los mas empleados en medicina, agricultura, industria

alimentaria e investigacion cientifica?®.

Haciendo énfasis en los PN con actividad antimicrobiana, se ha observado que
estan principalmente dirigidos a inhibir el crecimiento bacteriano al reducir su
patogenicidad®. Algunos ejemplos de PN que han mostrado actividad antimicrobiana
muy importante contra S. aureus son los fenilespirodrimanos producidos por los
hongos del género Stachybotrys como el acetato de stachybotrylactama 22, la
stachyina B?%y la stachybocina A?4; la rubellina B aislada del hongo Ramularia collo-
cygni; la periconicina A, la citrinina y la viriditoxina también obtenidos a partir de
hongos?®, entre otros (Figura 2).
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Figura 2. Ejemplos de PN con actividad antimicrobiana.
Ademas, los PN que presentan propiedades antitoxinas y antibiopelicula a través
de la interferencia con el sistema del QS son de gran relevancia ya que no afectan
el crecimiento bacteriano y, por lo tanto, su uso podria reducir la RAM'’. Algunos
ejemplos de compuestos naturales que se dirigen al sistema agr-QS son la
baicaleina y la hamamelitanina, ambos aislados de plantas'®; la isorhamnetina,
abundante en hierbas y plantas medicinales, asi como en frutas; la puerarina,
componente principal bioactivo de la raiz de Pueraria lobate Ohwi'’; la omega-

hidroxiemodina?® aislada de Penicillium restrictum y el &cido ambuico?’ (Figura 3).
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Figura 3. Ejemplos de productos naturales con actividad contra el QS.
Como se ha mencionado en los apartados anteriores, el éxito de las infecciones
provocadas por MRSA es una consecuencia del extenso arsenal de factores de
virulencia que presenta, entre ellos la formacion de biopeliculas regulada por el QS,
la cual favorece la evasion inmunitaria y la persistencia en el huésped, asi como la
adquisicion de RAM. Actualmente, los tratamientos convencionales ya no son
suficientes para combatir las infecciones provocadas por esta bacteria, por lo que el
desarrollo de nuevas terapias es urgente. Una de las estrategias mas prometedoras,
ya que su finalidad es coadyuvar y mejorar el efecto de los antibiéticos actuales, es
el desarrollo de agentes con actividad antibiopelicula?®. Asi, este proyecto busca
establecer el potencial antibiopelicula in vitro de una serie de fenilespirodrimanos

aislados a partir del hongo Alfaria sp. que previamente mostraron actividad



antimicrobiana significativa, ademas de poseer estructuras quimicas novedosas que

pudieran servir de base para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos?®.



2. OBJETIVOS

2.1.0Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es obtener cantidades adicionales de una serie
de fenilespirodrimanos previamente aislados en el grupo de trabajo a partir del
hongo Alfaria sp (ORO3), con la finalidad de realizar ensayos in vitro destinados a
establecer su posible modo de accion como antimicrobianos contra MRSA y MSSA.
Cabe sefialar que durante este proceso no se descarta el aislamiento de
compuestos novedosos y/o que no hubiesen sido descritos previamente en el

organismo de estudio o en la literatura especializada.

2.2.0bjetivos particulares

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

particulares:

1. Acondicionar y cultivar en mediana escala el hongo Alfaria sp (ORO3).

2. Preparar el extracto organico de dicho cultivo y realizar su fraccionamiento
primario mediante cromatografia de tipo flash.

3. Analizar las fracciones obtenidas por cromatografia de liquidos de alta eficiencia
(HPLC) y de ultra resolucion acoplada a espectrometria de masas (UPLC-MS) para
la identificacion de los compuestos de interés en las fracciones obtenidas.

4. Separar por HPLC a nivel preparativo los compuestos identificados y confirmar
su identidad mediante el analisis de sus propiedades espectrométricas y
espectroscopicas.

5. Establecer el potencial antimicrobiano de los compuestos aislados contra MSSA
y MRSA en el ensayo de microdilucion en placas de 96 pozos con MTT.

6. Evaluar el potencial antibiopelicula de los compuestos aislados contra MRSA en
el ensayo de cristal violeta.
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3. METODOLOGIA

3.1. Acondicionamiento y cultivo del microorganismo a mediana escala

En primer lugar, se verifico la viabilidad y pureza del hongo Alfaria sp. (ORO3)
mediante cultivos sucesivos en cajas de Petri con medio agar papa dextrosa (APD)
a partir de las cepas en conservacion. Posteriormente, a partir de los cultivos
axénicos, se prepararon preinoculos en 15 mL en medio liquido YESD (1% de
extracto de levadura, 2% de peptona de soya y 2% de dextrosa) en presencia de
sales marinas artificiales (Instant Ocean Salts, 32 g/L), los cuales se mantuvieron
en agitacion constante por 5 dias a 100 rpm y con fotoperiodos de luz-oscuridad de
12/12 horas. Posteriormente, cada uno de los preindculos se vertieron sobre
matraces Erlenmeyer de 250 mL con medio de arroz estéril (30 matraces con 15 g
arroz y 30 mL de agua), donde permanecieron en incubacion por 21 dias en
condiciones estéticas, temperatura ambiente y con fotoperiodos de luz-oscuridad de
12/12 horas.

3.2. Preparacion de los extractos organicos

Al término del periodo de crecimiento del hongo, se preparé el extracto organico de
los cultivos mediante un proceso de maceracién y particion. Para ello, a cada matraz
se adicionaron 60 mL de una mezcla CHCI3-MeOH (1:1), el cultivo se fragmento
mecanicamente con la ayuda de una espatula y se dejé6 macerando en agitacion
constante (100 rpm) durante 8 horas. Pasado este tiempo, la mezcla se filtr6 al vacio
y al filtrado se agregaron 60 mL de CHCIs y agua hasta un volumen final de 200 mL.
La fase organica se separ6 en un embudo de separacién y la fase acuosa se extrajo
de nuevo utilizando 60 mL de CHCIs. Las fases organicas se reunieron y
concentraron a sequedad a presion reducida. Finalmente, la fase organica se
resuspendio con 60 mL de CH3sCN-MeOH (1:1) y se sometio a un desgrase con 60

mL de hexano en un embudo de separacién. El extracto de CH3CN-MeOH se secé
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al vacio y se almacené a temperatura ambiente. La cantidad de extracto obtenida
fue de 5.6 g.

3.3. Fraccionamiento primario del extracto organico

El fraccionamiento primario del extracto obtenido en el inciso anterior se realiz6 en
un cromatografo CombiFlash Rf+ Lumen (Teledyne ISCO), equipado con los
detectores de UV/visible con arreglo de fotodiodos (PDA; barrido entre 190-500 nm)
y de dispersion de luz evaporativo (ELSD), una bomba binaria y un colector de
fracciones. Como fase estacionaria se utiliz6 una columna empacada con gel de
silice (RediSep Rf Gold Si-gel) y como fase mévil un gradiente de polaridad
creciente entre Hex, CHCI3, AcOEt y MeOH. Cabe mencionar que, debido a la
cantidad de extracto obtenida, se realizaron dos fraccionamientos primarios de 2.5
g cada uno con las siguientes condiciones: gel de silice, 65 g; flujo: volumen de
columna, 38.1 mL; volumen de fraccion, 20 mL y tiempo de corrida, 86.7 min. Los
conjuntos de fracciones se reunieron con base en los perfiles en el UV y ELSD
(Figura 5), obteniéndose un total de 13 fracciones (Tabla 2). Todas las fracciones
fueron analizadas en el UPLC Acquity (Waters) equipado con los detectores de PDA
y ELSD, y acoplado con un espectrometro de masas de baja resolucion de
ionizacion por electrospray (LRESIMS). A partir de los resultados de los perfiles de
UV vy los valores de masa obtenidos en los modos ESI + y ESI-, se identificé la
presencia de los compuestos a purificar en 6 de las 13 fracciones obtenidas (F4, F5,
F7,F8, F10 y F11).

3.4. Fraccionamiento secundario de F7, F8, F10y F11

Con base en la complejidad observada en el UPLC y el rendimiento obtenido de F7,
F8, F10y F11 (Tabla 2), se realizé un fraccionamiento secundario por cromatografia
en columna tipo Flash utilizando como fase estacionaria gel de silice (RediSep Rf
Gold Si-gel) y como fase movil un gradiente de polaridad creciente entre CHClIs,
AcOEt y MeOH. Las condiciones de analisis para cada fraccion se resumen en la
Tabla 1.
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Tabla 1. Condiciones de andlisis por cromatografia en columna tipo Flash.

Muestra | Peso | Gel de Volumen de Flujo Tiempo de Volumenes
(g) | silice(g) | fraccion (mL) | (mL/min) | corrida (min) | por columna
F7 1.1 65 25 55 36.2 43
F8 0.57 65 25 55 21.1 43.1
F10 0.21 24 18 35 28 45
F11 0.17 24 18 35 30.2 45
3.5. Separacion y purificacion de los compuestos presentes en las

fracciones

Las fracciones secundarias obtenidas de la separacién indicada en el inciso anterior
fueron analizadas mediante UPLC-LRESIMS. Aquellas que revelaron la presencia
de los compuestos de interés, se sometieron a un proceso de optimizacién para
establecer las condiciones de separacion por HPLC a nivel analitico en un
cromatégrafo de liquidos marca Waters (Waters) equipado con una bomba
cuaternaria, inyector automatico, detectores de PDA (Amax190-500 nm) y de 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, el
procesamiento y la manipulacién de los datos se realizaron empleando el programa
Empower 3.0 (Waters). La columna empleada fue una Gemini Cis (5 um, 250 x 4.6
mm, Phenomenex) y una fase moévil compuesta por acido formico acuoso (0.1%) y
CHsCN en diferentes gradientes de polaridad para cada fraccion analizada. Una vez
establecidas las condiciones de separacion con la resolucion adecuada que
permitiera el aislamiento de los compuestos mayoritarios, se escal6 el sistema de
analisis a nivel preparativo empleando una columna Gemini Cis (5 um, 250 x 21.2
mm, Phenomenex) con un flujo de 21.24 mL/min.

3.6. Caracterizacion estructural de los metabolitos aislados

La caracterizacion quimica de los compuestos aislados se realiz6 mediante el

empleo de técnicas espectroscépicas y espectrométricas. Los espectros de

resonancia magnética nuclear (RMN) de H y 13C se registraron en los equipos de
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400 MHz (JEOL ECS-400, Varian VNMRS-400 o Bruker Avance lll) y 600 MHz
(JEOL ECA-600). Los desplazamientos quimicos (6) se expresan en ppm y se
emplearon los disolventes CDCls, DMSO-ds y acetona-ds para los registros. Por otra
parte, los espectros de masas se registraron en un UPLC equipado con un detector
de PDA (A 200-500 nm) y acoplado a un espectrémetro de masas de alta resolucion
de ionizacién por electrospray (HRESIMS-MS/MS; Q Exactive, ThermoFisher
Scientific) en los modos ESI+ y ESI-. La muestra se introdujo al equipo utilizando
una columna BEH Cis (1.7 um, 2.1 x10 mm, Waters) y una fase movil compuesta
por una mezcla binaria de CH3CN con &cido férmico (0.1%) (A) y acido féormico
(0.1%) (B), utilizando un gradiente de elucion lineal con una composicion inicial de
15% (A) e incrementando la composicion hasta 100% (A) en 8 min, luego un sistema
isocratico por 1.5 min y regresando a condiciones iniciales en 0.5 min con un flujo
de 0.3 mL/min. Las condiciones del HRESIMS fueron: en ESI+, temperatura del
capilar, 275 °C, voltaje de la fuente 4.5 kV, voltaje del capilar 20 V y voltaje de la
lente del tubo, 95 V; en ESI—, temperatura del capilar, 275 °C, voltaje de la fuente
3.5 kV, voltaje del capilar 42 V y voltaje de la lente del tubo 110 V. Como gas
acarreador se empled Nz a 25 unidades arbitrarias de flujo, el control del instrumento
y el andlisis de los datos se realizaron con el programa Xcalibur 2.1 (ThermoFisher
Scientific). Para cada uno de los analisis se disolvié 1.0 mg de muestra en 0.5 mL

de una mezcla de Dioxano-MeOH (1:1).

3.7. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los compuestos

La actividad antimicrobiana inicial de los compuestos aislados se determiné
empleando el método de microdilucion con el colorante bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), en placas de 96 pozos, contra los
microorganismos de prueba: S. aureus ATCC 25923 susceptible a meticilina
(MSSA) y S. aureus ATCC 43300 resistente a meticilina (MRSA). La evaluacion se
realizd a las concentraciones de 10 pg/mL y 100 pg/mL?. Con base en los

resultados obtenidos, en este trabajo se establecié la concentracion minima
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inhibitoria (CMI) de los compuestos contra MSSA y MRSA empleando distintas

concentraciones entre 1 pg/mL y 100 pg/mL.

De manera general, en las placas de 96 pozos se colocaron 50 uL de la solucion de
cada compuesto de prueba a las concentraciones entre 0.05 mg/mL y 0.5 mg/mL
(10% de DMSO en medio de cultivo). Posteriormente, se adicionaron 100 pL de
caldo Miiller-Hinton (MHB) y 100 yL de la suspension de los microorganismos a
evaluar ajustadas al 0.5% del estandar de McFarland. Posteriormente, la placa se
incubo por 24 horas a 37°C, y una vez transcurrido este tiempo, se adicionaron 10
ML de la solucion reveladora de MTT (5 mg/mL en MeOH) a cada pozo. Finalmente,
la placa se incubdé nuevamente durante 30 min a 37°C y la actividad de los
compuestos se determind 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 determiné utilizando la siguiente férmula:

Abs . — Ab
% Inhibicién = <100 _ S células+muestra S blanco ) + 100

AbScélulas+DMSO al 10% — Abs blanco

Como controles positivos se emplearon ampicilina y vancomicina para MSSA y
MRSA, respectivamente, mientras que como controles negativos se utilizé medio
MHB y medio con 2% v/v de DMSO.

3.8. Evaluacién de la actividad antibiopelicula de los compuestos

La inhibicion de la formacién de las biopeliculas de MRSA de los compuestos se
realizé de acuerdo con la metodologia descrita por Garcia-Lara et al*°. Brevemente,
la cepa MRSA 43300 ATCC se sembro en agar sal manitol con la técnica de estria
cruzada y se incub6 a 37°C por 24 h. Los precultivos se iniciaron con una unidad
formadora de colonias en medio Luria Bertani (LB) y se mantuvieron a 200 rpm y a

37°C por 24 h. Posteriormente, el crecimiento se determind midiendo la densidad
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optica a 600 nm (DOeoo) de una dilucion 1:10 v/v del precultivo en agua destilada

esteéril.

El ensayo de formacion de biopeliculas se realizé en microplacas de 48 pozos. En
un volumen final de 1000 pL de medio LB se sembré la cepa MRSA a una DOsoo
inicial de 0.05. Enseguida, se agregaron los compuestos de interés a 16 pug/mL y 64
pug/mL y los cultivos se mantuvieron en incubacién por 24 h a 37°C. Al término del
periodo de incubacion, se midié la DOeoo para medir el crecimiento bacteriano
planctonico. Enseguida, se elimino el sobrenadante, los pozos fueron lavados con
1 mL de agua destilada y las biopeliculas fueron fijadas con 1 mL de MeOH absoluto
por 20 min. Transcurrido el tiempo, el MeOH se desechd y las biopeliculas se
dejaron secar para ser teflidas con 1 mL solucion cristal violeta al 1%, dejando en
incubacion por 40 min. El colorante fue eliminado y los pozos se lavaron con agua
destilada. El cristal violeta fijado en las biopeliculas se disolvié con 1 mL de EtOH
absoluto, incubando la placa durante 20 minutos a 37°C. Finalmente, se midid la
absorbancia de una alicuota 1:10 en agua a 570 nm en un lector de microplaca a
630 nm. Como control positivo se empled diclofenaco sddico a 60 yg/mL y como
negativos se utilizaron medio LB y medio con 2% v/iv de DMSO. Todos los

experimentos fueron realizados por triplicado.

3.9. Analisis estadistico

Los resultados de la actividad antimicrobiana de los compuestos fueron analizados
usando un ANOVA de una via con el programa GraphPad Prism v.9.4.1. Por otra
parte, los resultados del crecimiento e inhibicion de las biopeliculas fueron
analizados usando la prueba de comparacion multiple de medias de Dunnett con p<

0.5 con el mismo programa estadistico.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

La presente investigacion forma parte de un proyecto enfocado en la busqueda y
evaluacion biolégica del mecanismo de accion de nuevos compuestos aislados a
partir de Alfaria sp. que presentan actividad antimicrobiana contra MSSA y MRSA.
En primer lugar, se presentan los resultados obtenidos del aislamiento y
caracterizacion de los metabolitos secundarios de interés, posteriormente se

describe la evaluacion de su potencial antimicrobiano y actividad antibiopelicula.

4.1.Cultivo en mediana escala y fraccionamiento primario

Una vez verificada la viabilidad del hongo se procedi6 a la preparacion del cultivo a
mediana escala. En la Figura 4 se muestra la apariencia fisica del cultivo en el
medio sélido. Al término del periodo de crecimiento, se preparé el correspondiente
extracto organico siguiendo la metodologia descrita en el inciso 4.2 obteniéndose
5.6 g de extracto. El fraccionamiento primario se realiz6 mediante una cromatografia
tipo Flash como se indicé en la seccion experimental (inciso 4.3). Los resultados de
este analisis se ilustran en la Figura 5y en la Tabla 2.

Figura 4. Cultivo en medio de arroz a mediana escala del hongo ORO3: reverso (A) y
anverso (B).
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Figura 5. Fraccionamiento primario del extracto de Alfaria sp. Las lineas amarillas y
verdes corresponden a las sefiales del detector de PDA y ELSD, respectivamente; la linea
azul corresponde al gradiente de elucion (Hex-CHCls-AcOEt-MeOH).

Tabla 2. Fraccionamiento primario del extracto de Alfaria sp.

Fraccién Clave Peso (mgQ) Fraccién Clave Peso (mQ)
1-50 F1 27.2 119-123 F8 637.1
51-70 F2 477.5 124-135 F9 762.0
71-90 F3 22.3 136-155 F10 245.0
91-98 F4 98.5 156-185 F11 214.5

99-101 F5 55.8 186-210 F12 176.9

102-105 F6 106.2 211-final F13 200.9

106-118 F7 1,209.5 Cantidad recuperada 4,233.4
%Recuperado 83.31%

4.2.Fraccionamiento secundario de las fracciones F7, F8, F10y F11
Como se mencion6 anteriormente, las fracciones F7 (1,209.5 mg), F8 (637.1 mg),
F10 (245.0 mg) y F11 (214.5 mg) se sometieron a un fraccionamiento secundario
por cromatografia en columna tipo Flash siguiendo la metodologia descrita en 4.4.
Las fracciones obtenidas de F7 y F8 se muestran en la Figura 6 y Tabla 3, mientras
gue las de F10 y F11 en la Figura 7 y Tabla 4. Todas las fracciones se reunieron

con base en los perfiles en el UV y ELSD.
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Figura 6. Fraccionamiento secundario por cromatografia en columna tipo Flash de las
fracciones primarias F7 (A) y F8 (B). Las lineas amarillas y verdes corresponden a las
sefales del detector de PDA y ELSD, respectivamente; la linea azul corresponde al
gradiente de elucién (CHCIl;-AcOEt-MeOH).

Tabla 3. Fraccionamiento secundario de las fracciones primarias F7 y F8 del hongo ORO3.

Fraccion F7

Fraccion F8

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

F7:(1-14) 9.3 F75 (34-36) 395.0 F8: (1-13) 4.6 F8s (26-40) 194.9
F7,(15-18) | 1.9 F76 (37-39) 329.6 F8, (14-16) 1.8 F8¢ (41-43) 122.5
F75;(19-26) | 9.1 F77 (40-51) 254.0 F8; (17-22) 3.3 F8; (44-54) 91.7
F7,(27-33) | 96.9 | F75 (52- final) 46.1 F84 (23-25) 1.7 | F8s (55-final) | 47.7
Cantidad recuperada | 1,141.9 Cantidad recuperada | 468.2

Recobro 103 Recobro | 82.5
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Figura 7. Fraccionamiento secundario por cromatografia en columna tipo Flash de las
fracciones primarias F10 (A) y F11 (B). Las lineas amarillas y verdes corresponden a las
sefales del detector de PDA y ELSD, respectivamente; la linea azul corresponde al
gradiente de elucién (CHCIl;-AcOEt-MeOH).

Tabla 4. Fraccionamiento secundario de las fracciones primarias F10 y F11 del hongo ORO3.

Fraccion F10

Fraccion F11

Fraccion Peso Fraccion Peso Fraccion Peso Fraccion Peso
(mg) (mg) (mg) (mg)
F10, (1-5) | 10.1 | F104(27-32) | 33.9 | F11,(1-5) | 14.6 | F116(46-61) 19.7
F10; (6-15) 11.2 | F10s (33-final) | 54.5 F11, (6-15) 9.7 F11; (62-69) 13.2
F10; (16-26) | 105.3 F115(16-26) | 22.1 F11g (70-76) 5.7
Cantidad recuperada | 215.0 | F114(27-34) | 40.6 | F11, (77-final) 3.5

Recobro | 103.0 | F115(35-45) | 45.7
Cantidad recuperada | 174.8
Recobro | 103.0
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4.3.Separacion y purificacion de los metabolitos presentes en las
fracciones seleccionadas

Los resultados de los perfiles en el UV, tiempo de retencion y los valores de masa
obtenidos en los modos ESI + y ESI- del andlisis por HPLC y UPLC-MS de las
fracciones primarias y secundarias, y su comparacidbn con los reportados
previamente?®, permitié identificar la presencia de los compuestos de interés
(Figura 8) en las fracciones F4, F5, F7s, F8s, F86, F104, F11..

HO

OH
0

OH O

Myrotelactona A

PNN 2* PNN 3* PNN 4* PNN 5*

Figura 8. Compuestos de interés para ser aislados. PNN* (producto natural novedoso

aislado y caracterizado por Lépez, L. M.?8)

La separacion y purificacion de los componentes individuales se realizé mediante
HPLC, siguiendo un proceso de optimizacién de las condiciones de separacion
mediante HPLC a nivel analitico, y su escalamiento a a nivel semi y/o preparativo.
Asi, a partir de la fraccion F4 se aislaron los compuestos 1 y 2 (Figura 9); de la

fraccion F5 se obtuvieron cantidades adicionales del producto 2 (Figura 10); de la
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fraccion F7s el compuesto 3 (Figura 11); de las fracciones F8sy F86 se aislaron los
compuestos 4 y 5 (Figura 12); el producto 6 se aislo de F104 (Figura 13); y los
compuestos 7 y 8 se aislaron de la fraccidbn F114 (Figura 14). Las cantidades
obtenidas de cada compuesto, asi como sus tiempos de retencidon y maximos en el

UV, se presentan en la Tabla 5.

Tabla 5. Rendimiento y UVnax de los compuestos aislados por HPLC a nivel semiy

preparativo.

Compuesto tr (Min) UVmax Peso (mqQ)
1 104 220,266 15
2 8.0 219, 267 17.3
3 9.3 213, 245, 306 42.2
4 3.6 244, 326 12.8
5 22.5 212, 302 7.2
6 12.4 217,258, 303 4.9
7 14.1 217, 258, 305 14.1
8 15.1 218, 261, 300 7.3
A 80.004

% 40.004
2000 2
1
o e P e T
B 050 Minutes
015 2
c 01 ]
2 006 2
o] ‘
0.0 \-h/\\ﬂ’\ﬂu

Figura 9. Cromatogramas por HPLC a nivel analitico y preparativo de la fraccion F4.
HPLC analitico: (A) ELSD y (B) PDA A=254 nm. Fase movil: acido férmico acuoso (0.1%)
(A) y CH3CN (B). Gradiente de elucion: 50 a 80% B en 15 min, 100% B por 5 min y 50% B

por 7 min; tiempo de corrida 27 min; flujo 1 mL/min. (C) HPLC a nivel preparativo (PDA
A=254 nm) bajo las mismas condiciones de gradiente, flujo de 21.24 mL/min.
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A WDO.DD—- 2
SD.DD;

a BD.DD—-
4D.DD;

2D.DD—-

000 e

T T T T T T T T T T
0.00 2.00 4.00 .00 2.00 10.00 12.00 14.00 16.00 1800 20.00 2200
Minutes
B 4.00. 2
3.004
2 2004
1.004
0.00:
T 3 o T P "o oo
0.00 12 DD 14 oo 16. DD 18 oo
Mlﬂutﬁ
C 4.004
3.004
2 2.00]
1.004
0.00+
0.00 10 DD 12. DD 1400 16. DD 1800 20. DD

Minutes

Figura 10. Cromatogramas por HPLC a nivel analitico y preparativo de la fracciéon F5.
HPLC analitico: (A) ELSD y (B) PDA A=254 nm. Fase movil: acido férmico acuoso (0.1%)
(A) y CHsCN (B). Gradiente de elucion: 60 a 100% B en 10 min, 100% B por 5 min 'y 60%
B por 7 min; tiempo de corrida 22 min; flujo 1 mL/min. (C) HPLC a nivel preparativo (PDA

A=254 nm) bajo las mismas condiciones de gradiente, flujo de 21.24 mL/min.
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Figura 11. Cromatogramas por HPLC a nivel analitico y preparativo de la fraccion F7s.
HPLC analitico: (A) ELSD y (B) PDA A=254 nm. Fase movil: acido férmico acuoso (0.1%)
(A) y CHsCN (B). Gradiente de elucion: 50 a 100% B en 10 min, 100% B por 5 min y 50%
B por 7 min; tiempo de corrida 22 min; flujo 1 mL/min. (C) HPLC a nivel preparativo (PDA

A=254 nm) bajo las mismas condiciones de gradiente, flujo de 21.24 mL/min.
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C o]
0.80 5

0.60-

AU
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a
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0.00 2.60 4.‘00‘ EbD S.IDD ‘ 10.‘00 12‘0(‘) 14?00 15‘00 I 18.‘00 20.‘0(‘) éZ!DD 24‘00 I 26.‘00 28.‘00
Minutes

Figura 12. Cromatogramas por HPLC a nivel analitico y preparativo de las fracciones F8s
y F8s. HPLC analitico: (A) ELSD y (B) PDA A=211 nm. Fase movil: agua (A) y CHsCN (B).
Gradiente de elucién: 50 a 100% B en 20 min, 100% B por 5 min 'y 50% B por 7 min;
tiempo de corrida 32 min; flujo 1 mL/min. (C) HPLC a nivel preparativo (PDA A=211 nm)
bajo las mismas condiciones de gradiente, flujo de 21.24 mL/min.
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Figura 13. Cromatogramas por HPLC a nivel analitico y semipreparativo de la fraccion
F104 HPLC analitico: (A) ELSD y (B) PDA A=254 nm. Fase mdvil: acido férmico acuoso
(0.1%) (A) y CH3CN (B). Gradiente de elucién: 35 a 70% B en 15 min, 100% B por 5 min y
35% B por 7 min; tiempo de corrida 27 min; flujo 1 mL/min. (C) HPLC a nivel
semipreparativo (PDA A=254 nm) bajo las mismas condiciones de gradiente, flujo de 4.72
mL/min.
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Figura 14. Cromatogramas por HPLC a nivel analitico y semipreparativo de la fraccion
F114. HPLC analitico: (A) ELSD y (B) PDA A=254 nm. Fase mdvil: &cido férmico acuoso
(0.1%) (A) y CH3CN (B). Gradiente de elucién: 35 a 70% B en 15 min, 100% B por 5 min y
35% B por 7 min; tiempo de corrida 27 min; flujo 1 mL/min. (C) HPLC a nivel
semipreparativo (PDA A=254 F11,nm) bajo las mismas condiciones de gradiente, flujo de
4.72 mL/min.

4.4.Caracterizacion quimica de los compuestos aislados

4.4.1. Caracterizacion quimica de los compuestos 1y 2

El compuesto 1 se aislé como un polvo blanco, mientras que 2 se aislé como un
polvo rosado. En los espectros obtenidos mediante UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS
se observaron los mismos iones moleculares para los dos productos en una relacion
m/z de 445.2223 [M+H]" y 443.2081 [M-H]", permitiendo establecer su férmula
molecular como C2sH3207 (IDH=10, A= 0.5 ppm) (Figura 15).

27



A 01004-86-4 #1578 RT: 5.03 AV 1 01004-86-4 #1579 RT: 5.04 AV: 1 B 01004-86-4 #5949 RT: 496 AV: 1
T: FTMS + p ESI Full ms [150.0000- ... T: FTMS - p ESI Full ms [200.0000-2 ...

100 4452223 100 4432081 100 221.2695
o 3 4592380 , 1 o 7
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Figura 15. Espectros de masas en los modos ESI+y ESI- (A) y en el UV (PDA) (B) del
compuesto 1.

El andlisis detallado de los espectros de RMN de 'H y 3C (Tabla 6) y su
comparacion con los reportados previamente?® permitié confirmar la identidad de 1
y 2 como los PNN1* y PNN2* (Figura 16).

Figura 16. Estructura quimica de los compuestos 1 (A) y 2 (B).
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Tabla 6. Datos de RMN de 1y 2 en CDCI; (600 y 400 MHz para *H y 100 MHz para **C).

PoSICi6 1 PNN 1%*28 2 PNN 2#%28
osicion o1, mult. (J en Hz) 1, mult. (J en Hz) & S, mult. (J en Hz) & o4, mult. (J en Hz)
1.73, dd, (12.3, 4.5) 1.72,dd (12.2, 4.5) 395 1.40,t(12.1) 39.2 1.42,t(12.3)
1 1.37,1(12.0) 1.36,1(12.0) ' 1.78, m ' 1.78 m
2 4.96, ddd (11.7, 10.3,4.4) | 4.95,ddd (11.8, 10.2, 4.5) 67.8 3.82,ddd (11.7,10.0, 4.5) 67.4 3.83,td (12.0, 4.0)
3 3.21,dd (10.1, 4.3) 3.21,d (10.1) 84.6 4.52,d (10.1) 84.3 4.53,d (10.2)
4 - - 39.5 - 39.2 -
5 1.69, m 1.69, m 46.2 1.79, m 45.8 1.78, m
1.46, m 1.48, m 1.49, m 1.48, m
6 1.68, m 1.69, m 214 1.64, m 21 1.65, m
1.46, m 1.49, m 1.49, m 1.48, m
7 1.68, m 162, m 31.0 1.64, m 30.8 1.65, m
8 1.81, m 1.81, m 37.1 1.80, m 36.8 1.80, m
9 - - 99.5 - 99.2 -
10 - - 43.6 - 43.3 -
3.15,d (16.6) 3.15, d (16.6) 311 3.18, d (16.6) 30.6 3.19,d (16.4)
11 2.85,d (16.6) 2.84,d (16.7) ' 2.85,d (16.6) ' 2.86,d (16.8)
12 0.74, d (6.5) 0.74, d (6.5) 15.7 0.75, d (6.5) 15.4 0.77,d (6.7)
13 1.11, s 1.1,s 28.9 0.94, s 28.6 0.95, s
14 0.9, s 0.9, s 18.0 0.91,s 17.7 0.92, s
15 1.12,s 1.11, s 17.5 1.06, s 17.2 1.08, s
1' - - 113.3 - 112.1 -
2' - - 153.0 - 152.5 -
3 - - 104.5 - 104.1 -
4' - - 149.4 - 149.1 -
5' 6.37, s 6.37, s 95.6 6.37, s 95.3 6.39, s
6' - - 169.3 - 166.9 -
7 5.20, s 5.20, s 70.7 5.20, s 70.5 5.21,s
8' - - 172.8 - 172.5 -
1" - - 173.0 - 172.6 -
2" 2.02,s 2.02, s 21.6 2.14, s 21.3 2.15, s
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4.4.2. Caracterizacion quimica del compuesto 3

El compuesto 3 se aisl6 como un aceite amarillo con una férmula molecular de
C25H3407 (IDH=9, A= 0.4 ppm) la cual se estableci6 con base en los iones
moleculares en una relacion m/z de 447.2379 [M+H]* y 445.2233 [M-H]~ obtenidos
por UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS (Figura 17).

B
01004-105-5#1618 RT: 5.37 AV: 1 01004-105-5#1619 RT: 5.38 AV: 1 01004-105-5#6361 RT: 5.30 AV: 1
T: FTMS + p ESI Full ms [150.0000-... T: FTMS - p ESI| Full ms [200.0000-2 ...

100+, 447.2379 100 445.2233 100 221.2695
8 80: 8 80: S .
c — c — % 80j
g 1 g 1 2 1
S 607 S 607 S 607
< 7 < 7 =
o 407 464.2646 o 407 S 407
2 . 2 . 446.2264 2 1
3 20 4292273 2 207 S 50| |304.9311
© 3 | L %% © 3 1430080 | 4472283 ®
O——— b "\' L 0717 e T 0
400 450 445 450 200 400
m/z m/z wavelength (nm)

Figura 17. Espectros de masas en los modos ESI+ y ESI- (A) y en el UV (PDA) del
compuesto 3 (B).

El andlisis detallado de los espectros de RMN de 'H y 3C (Tabla 7) y su
comparacion los reportadas en la literatura?® 30 permitié caracterizar este compuesto

como la myrotecisina B (Figura 18).

Figura 18. Estructura quimica de 3.
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Tabla 7. Datos de RMN de 3 en acetona-ds *H (600 MHz) y 13C (150 MHz).

Posicid 3 Myrotecisina B3°
osteion & &4, mult. (J en Hz) & &4, mult. (J en Hz)
1.34,t(12.1) 1.17, m
1 39.6 1.75, dd (12.7, 4.6) 38.4 1.57, m
2 66.3 3.82, m 64.4 3.65, m
3 84.4 4.49, d (9.8) 83.3 4.29, d (9.9)
4 39.5 - 39.0 -
5 46.8 1.78,dd (12.3, 2.7) 45.5 1.63, m
1.66, m 1.56, m
6 216 1.57, m 20.4 148, m
1.66, m 1.57, m
! 316 1.50, m 30.5 1.38, m
8 37.1 1.93, m 35.6 1.85, m
9 100 - 98.8 -
10 43.8 - 42.5 -
3.20, d (16.5) 3.11, d (16.5)
11 312 2.87. d (16.5) 30.2 2.81. d (16.5)
12 15.6 0.75, d (6.7) 15.1 0.68, d (6.3)
13 29.0 0.88, s 284 0.79, s
14 18.0 0.91,s 17.5 0.81, s
15 174 1.14, s 16.6 1.03, s
1 112.6 - 111.2 -
2' 161.6 - 159.8 -
3 113.3 - 112.2 -
4 149.9 - 149.4 -
5' 102.8 6.55, s 101.6 6.61, s
6' 168.8 - 167.3 -
7' 195.0 10.17,s 193.8 10.07, s
8' 62.1 4.91,d (6.0) 60.4 4.74, s
1" 171.2 - 170.3 -
2" 21.1 2.03,s 21.0 2.02, s

4.4.3. Caracterizacion quimica de los compuestos 4y 5

El compuesto 4 se obtuvo como un sdélido cristalino con una formula molecular
C12H1206 (IDH=7.0, A= 0.5 ppm) establecida por UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS
(253.0708 [M+H]*y 251.0558 [M-H]") (Figura 19).
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Figura 19. Espectros de masas en los modos ESI+y ESI- (A) y en el UV (PDA) del
compuesto 4 (B).

El andlisis detallado de sus espectros de RMN de 'H y 13C (Tabla 8) permitié
establecer la identidad de este como la myrotelactona A®. Ademas, el valor de la
rotacion éptica y el espectro de DC obtenidos para este compuesto fueron idénticos
en signo, magnitud y forma a los reportados en la literatura®® (Tabla 9 y Figura 20).
Con lo anterior se puedo concluir que el compuesto 4 tiene una configuracién R en
C-11 (Figura 21).

Tabla 8. Datos de RMN de 4 en DMSO-ds *H (600 MHz) y 13C (150 MHz).

L 4 Myrotelactona A3°
Posicién
& &4, mult. (J en Hz) & &4, mult. (J en Hz)
1 165.4 - 165.4 -
3 143.1 7.46, s 143.1 7.45,s
4 118.5 - 118.6 -
5 100.5 6.78,d (2.5) 100.5 6.78,d (2.2)
6 166.4 - 166.4
7 100.4 6.64, d (2.5) 100.4 6.63,d (2.2)
8 163.3 - 163.4 -
9 99.8 - 99.9 -
10 137.5 - 137.6 -
11 68.8 4.67,1(5.5) 68.8 4.66, td (5.2, 5.2)
3.62, dd (11.4, 4.9) 3.62, ddd (11.3, 5.3 5.3)
12 64.8 351, dd (11.3. 6.2) 648 | 351 ddd, (11.3, 5.3, 5.3)
6-OCHs 56.0 3.88, s 56.0 3.88, s
8-OH 11.38, s - 11.37,s
11-OH 5.51, sa - 5.50, d (4.6)
12-OH 4.81, sa - 4.81,1(5.2)

32



Tabla 9. Valores experimentales y reportados de rotacién ptica para
4 y la myrotelactona A (4).
42 Myrotelactona AP

[«x]?°=-25 []?5= -36

ac= 0.2, MeOH; Pc= 0.2, MeOH (Xu, Y., et al, 2018).
c= concentracion (g/100 mL).

A 01004-146-1 20 = = Caled ECD for (115)-5

59 154 e Calcd ECD for (11R)-§
) o Measured ECD for §

ECD [mdeg)

CD (mdeg)
=)
1

250 00 350 400

220 T T T 1
Wavelength (nm) 200 250 300 350 400
Wavelength [nm|

Figura 20. Espectros de DC experimental (A) y calculado (B) del compuesto 4.

Figura 21. Estructura quimica de la myrotelactona A (4).

El compuesto 5 se aislé como un polvo naranja con maximos de absorcion en 215
nm y 303 nm. Los espectros de masas generados por UPLC-PDA-LRESIMS-
MS/MS mostraron 2 especies pseudomoleculares en una m/z de 875 [M+H]*y 873
[M—H], sin embargo, no se pudo establecer una formula molecular inequivoca ya

gue a la fecha no se han registrado sus espectros de masas en alta resolucion.

Cuando el compuesto 5 se analizé por RMN en acetona-ds, los espectros mostraron
sefales de numerosas impurezas a pesar de que los andlisis por UPLC y HPLC

revelaban que el producto estaba puro cuando se disolvia en dioxano. Al analizar la
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muestra recuperada de RMN por HPLC se observé que el producto disuelto en

acetona se descompone (Figura 22).

2000.00 , - L.
Comp. 5 después de su purificacion |
1800.00] .
A Comp. 5 después de RMN
1600.001 .
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1400.00]
1200.00
@ 1000.00}
—
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400.001
200.00] ™y
A A.__.. __r"jm
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I L Tl T T—p—— UL L L
0.00 2.00 4.b0 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00
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Figura 22. Cromatogramas del andlisis por HPLC del compuesto 5y sus productos de
descomposicion. (A) ELSD y (B) PDA A=254 nm. Fase movil: acido férmico acuoso (0.1%)
(A) y MeOH (B). Gradiente de elucién: 30 a 70% B en 10 min, 100% B por 5 miny 70% B

por 7 min; tiempo de corrida 22 min; flujo 1 mL/min.

Tras la repurificacion de este compuesto por HPLC y su analisis por RMN en DMSO-
de, se lograron identificar sefiales caracteristicas de fenilespirodrimanos. Algunas
de estas sefiales se observaban duplicadas, y con base en el peso molecular
obtenido, se infiri6 que dicho compuesto podria tratarse de un dimero.
Lamentablemente, un segundo analisis comparativo por HPLC de 5 evidencié que
el compuesto comenzaba a descomponerse (Figura 23), por lo que el registro de
los experimentos de RMN necesarios para establecer el tipo de union de los

monomeros en la molécula no pudieron realizarse.
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Figura 23. Cromatogramas del analisis por HPLC del compuesto 5 y sus productos de
descomposicién en DMSO-ds. (A) Compuesto 5 antes de RMN. (B) Compuesto 5 después
de RMN en DMSO-ds. PDA A=254 nm.

4.4.4. Caracterizacion quimica de los compuestos 6-8

Los compuestos 6-8 se aislaron como polvos blancos y con una férmula molecular
de C2sH3sNOs (IDH=10, A= ppm) la cual se estableci6 mediante su andlisis por
UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS (iones moleculares en una relacion m/z de 444.2380
[M+H]"y 442.2234 [M-H]~ (Figura 24).
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Figura 24. Espectros de masas en los modos ESl+y ESI- (A) y en el UV (PDA) del
compuesto 6 (B).

La comparacion de los espectros de RMN de los productos 6-8 (Tabla 10) con
aquellos reportados previamente?®, permitié confirmar su estructura quimica como
PNN3*, PNN4* y PNN5* (Figura 25).

A B C

~
~
~

14

Figura 25. Estructura quimica de los compuestos 6 (A), 7 (B) y 8 (C).
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Tabla 10. Datos de RMN de 6-8 en DMSO-ds *H (600 MHz) y 3C (150 MHz ).

6 PNN 3*28 7 PNN 4*28 8 PNN 5*28
Posicion &4, mult. (J S, mult. (J &4, mult. (J &4, mult. (J Sy, mult. &4, mult.
o en Hz) o en Hz) o en Hz) o en Hz) o (J en Hz2) o (J en Hz)
1.55, m 1.56, m 1.56, m 1.56, m 1.55, m 1.56, m
1 351 1.26,1(12.0) 351 1.27,1(12.0) 386 1.27,t1(12.2) 386 1.27,1(12.2) 385 1.26,1(12.2) 39.0 1.26,1(12.2)
4.81, ddd 4.81, ddd
2 71.5 (11.8, 9.9, 4.4) 715 (118, 10.2, 4.5) 64.5 3.64, m 64.5 3.64, m 64.6 3.65, m 65.1 3.65, m
3 78.0 2.97,d (9.9 78.0 | 2.98,d(9.7) 83.4 431,d(9.8) | 834 | 431,d(©9) | 835 | 4.31,d(9.9) | 84.0 | 4.31,d(9.8)
4 40.1 - 40.1 - 38.5 - 38.5 - 38.5 - 39.0 -
1.65, dd 1.64, dd
5 45.3 1.55, m 45.3 1.56, m 45.3 (12.1. 2.4) 45.3 1.65, m 45.4 (12.1. 2.5) 45.9 1.64, m
141, m 1.41, m 142, m 142, m 1.43, m 1.43, m
6 206 1.55, m 206 1.56, m 204 1.56, m 204 1.56, m 204 1.59, m 210 1.58, m
141, m 1.41 m, 1.42, m 1.42, m 1.43, m 1.43, m
! 305 1.55, m 305 1.56, m 305 1.56, m 805 1.56, m 304 1.59, m 30.9 1.58, m
8 36.1 1.78, m 36.1 1.78, m 35.9 1.79, m 35.9 1.79, m 35.9 1.80, m 36.5 1.80, m
9 95.9 - 95.9 - 96.1 - 96.0 - 97.1 - 97.6 -
10 42.6 - 42.6 - 42.5 - 42.5 - 42.4 - 42.9 -
3.09,d (17.2) 3.09,d (17.2) 3.17,d (17.2) 3.17,d (17.1) 3.14, d(16.9) 3.14, d(17.2)
11 318 | 581.d(173) | %18 | 282da72) | 3® | 283da71) | 38 | 283 d@72) | 310 | 279 dazo) | 32 | 279 d(17.0)
12 15.3 0.63,d (6.5) 15.3 0.64, d (6.5) 15.3 0.66, d (6.4) 15.3 0.66, d (6.5) 153 | 0.64,d(6.4) | 15.8 | 0.65,d (6.4)
13 28.6 0.98, s 28.6 0.99, s 28.4 0.80, s 28.4 0.80, s 28.5 0.80, s 29.1 0.80, s
14 16.9 0.77, s 16.9 0.78, s 17.6 0.82, s 17.5 0.82, s 17.7 0.83, s 18.2 0.83, s
15 16.6 1.03, s 16.6 1.03, s 16.7 1.01,s 16.7 1.01,s 16.8 1.02, s 17.3 1.02, s
1 116. 6 - 116.6 - 116.7 - 116.7 - 116.2 - 116.7 -
2' 148.4 - 148.3 - 148.3 - 148.4 - 153.7 - 154.3 -
3 122.9 - 122.9 - 122.8 - 122.8 - 101.0 6.57, s 101.5 6.57, s
4 134.1 - 134.1 - 134.1 - 134.1 - 134.5 - 135 -
5' 93.3 6.43,s 93.2 6.43, s 93.4 6.47, s 93.2 6.47, s 114.3 - 114.8 -
6' 161.9 - 161.9 - 162.0 - 162.0 - 155.8 - 156.3 -

. 4.24, d(16.7) 4.23, d(16.5)
7 42.7 4.11,s 42.7 4.11,s 42.6 412, s 42.6 412, s 41.9 417, d(16.7) 42.4 417, d(16.6)
8' 170.1 - 170.1 - 170.3 - 170.3 - 170.1 - 170.6 -

1" 170.1 - 170.1 - 170.1 - 170.1 - 170.4 - 170.8 -
2" 21.1 1.9, s 21.1 1.91,s 21.0 2.02,s 21.0 2.02,s 21.1 2.02,s 21.6 2.02, s
NH 8.32, s 8.33, s 8.34, s 8.34, s 8.38, s 8.37, s
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4.5.Evaluacion de la actividad antimicrobiana y antibiopelicula de los
compuestos aislados.

4.5.1. Evaluacion de la actividad antimicrobiana contra MRSA y MSSA
para determinar su concentracion minima inhibitoria.

Los resultados de actividad antimicrobiana contra MRSA y MSSA de los

compuestos aislados se muestran en las Figuras 26 y 27, respectivamente.

En el ensayo contra MRSA, el maximo porcentaje de inhibicion de los compuestos
1, 2y 4 se presenté con la concentracion de 80 pg/mL. En particular, 2 y 4 inhibieron
>50.0% el crecimiento de MRSA. Respecto a los compuestos 3, 7 y 8 la inhibicion
maxima se observo con la concentracion de 60 ug/mL con un porcentaje de
inhibicion del 97.6%, 48.0% y 56.0%, respectivamente. El compuesto 6 presentd un
porcentaje de inhibicion de 39.2% a la concentracion de 30 yg/mL a concentraciones

mayores se observa una disminucion de la actividad (Figura 26).

En el ensayo contra MSSA, la inhibicion maxima de 1, 3 y 8 se evidencio a la
concentracion de 60 pg/mL con un porcentaje de inhibicion del 27.3, 72.8 y 51.4%,
respectivamente. En el caso del compuesto 2 se observé un porcentaje de inhibicién
del 49.0% a 100 pg/mL, mientras que para 4 fue del 36.9% a 80 uyg/mL. Finalmente,
a la concentracion de 40 ug/mL los porcentajes de inhibicion fueron de 22.9 y 24.2%

para los compuestos 6 y 7, respectivamente (Figura 27).
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Figura 26. Resultados del ensayo de la actividad antimicrobiana contra MRSA de los compuestos 1 (A), 2 (B) y 4 (C) a las
concentraciones de prueba (10, 40, 60, 80 y 100 ug/mL) y de los compuestos 3 (D), 6 (E), 7 (F) y 8 (G) a las concentraciones de 10,
20, 30, 40 y 60 pg/mL. La CMI del control positivo (vancomicina) fue de 5 pg/mL.
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Figura 27. Resultados del ensayo de la actividad antimicrobiana contra MSSA de los compuestos 1 (A), 2 (B) y 4 (C) alas
concentraciones de prueba (10, 40, 60, 80 y 100 yg/mL) y de los compuestos 3 (D), 6 (E), 7 (F) y 8 (G) a las concentraciones de 10,
20, 30, 40 y 60 ug/mL. La CMI del control positivo (ampicilina) fue de 0.39 pg/mL.
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Por otro lado, comparando la actividad antimicrobiana de los compuestos 3, 6, 7 y
8 a 40 ug/mL, se observé que 3 inhibe el crecimiento <50%, seguido de 8 que mostro
una inhibicion del 42.9%. Sin embargo, a pesar de que ambos compuestos
presentaron una potencia similar, su eficacia fue diferente ya que 3 mostré una
inhibicién del 72.8% a la concentracién de 60 yg/mL mientras que 8 a la misma

concentracion mostré una inhibicion del 51.42%.

Respecto a la actividad de 5, es importante mencionar que las evaluaciones se
realizaron antes de la descomposicién del compuesto. A partir de la concentracion
mas baja evaluada (10 ug/mL), se observé una inhibicidén del crecimiento del 100%,
tanto en MRSA como en MSSA. Tras estos resultados, se decidié establecer su
concentracion efectiva media (CEso) siguiendo la metodologia descrita en el inciso
4.7, obteniéndose valores de 2.21 pg/mL y 2.01 pg/mL frente MSSA y MRSA,
respectivamente, mientras que su concentracion miinima inhibitoria (CMI) fue de 10
Mg/mL frente a ambas bacterias (Figura 28). Como se menciond en el apartado
4.4.3, a pesar de que no se finaliz6 la caracterizacion de este producto, se confirmo
gue dichas moléculas diméricas presentan una mayor actividad antimicrobiana que

sus respectivos monémeros?2.

A B

100 e ® 100- ° o

804 80-

60

404 E

204

60—
40

20- ¢

01—¢ T T T ]

Inhibicion crecimiento
(%)
Inhibicion crecimiento
(%)

Log [ug/mL] Log [ng/mL]

Figura 28. Resultados del ensayo de la actividad antimicrobiana del compuesto 5 contra
MRSA (A) y MSSA (B) a las concentraciones de prueba (0.02, 0.2, 2,10y 20 ug/mL).

Ahora bien, en la mayoria de los resultados antes descritos se pudo evidenciar una
relacion concentracion-respuesta en los compuestos ensayados, no obstante, en

algunos metabolitos, a partir de la concentracion de 60 pg/mL se notdé una
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disminucién de la actividad. Una posible causa de este comportamiento pudo ser la

baja solubilidad de los compuestos a dicha concentracion.

Finalmente, con los resultados obtenidos se observd que los compuestos 3y 5
fueron los productos que presentaron una mayor actividad antimicrobiana contra
MRSA y MSSA al presentar un porcentaje de inhibicion del crecimiento por arriba
del 80%. En particular, el compuesto 5 present6 actividad antimicrobiana a bajas

concentraciones [CMI 10 ug/mL] en comparacion con los demés compuestos.
4.5.2. Actividad antibiopelicula sobre MRSA

Los resultados de la actividad antimicrobiana y antibiopelicula de estos productos

contra MRSA en el ensayo de cristal violetas se muestran en la Tabla 11. Cabe

mencionar que debido al bajo rendimiento del compuesto 1 no se pudo determinar

su actividad antibiopelicula.

Tabla 11. Actividad biolégica vs MRSA de los compuestos aislados de Alfaria sp.

Compuesto % Inhibicién del % Inhibicién de la formacién
crecimiento de biopelicula
16 pg/mL 64 ug/mL 16 pg/mL 64 pg/mL

2 -48 4 3 36

3 (myrotecisina B) 85 92 79 93

4 (myrotelactona A) 9 18 13 4
5 97 95 99 93
6 7 -15 8 -14
7 -28 60 3 36
8 -9 58 8 35

Los compuestos 2, 4 y 6 presentaron una inhibicion en el crecimiento bacteriano por
debajo del 20% a la concentracién de 64 ug/mL, mientras que los compuestos 7 y
8 mostraron un comportamiento similar al presentar una inhibicién del 60% a la
misma concentracién, sin embargo, ambos productos no afectaron el crecimiento
de MRSA a 16 yg/mL. En cuanto a la myrotecisina B (3) y 5, la inhibicion observada
fue >80% tanto en el crecimiento de MRSA como en la formacion de la biopelicula

a las dos concentraciones de prueba (Figura 29A).
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Respecto a la actividad antibiopelicula contra MRSA, la myrotecisina B (3) y los
compuestos 2, 5, 7 y 8 mostraron una inhibicion superior al 35% a 64 pg/mL, sin
embargo, la actividad antibiopelicula mostrada por 3, 5, 7 y 8 se atribuye a su
actividad antimicrobiana, por lo que al no haber crecimiento bacteriano no se

presenta la formacion de biopeliculas (Figura 29 B).

Finalmente, de los siete compuestos evaluados en este ensayo, el compuesto 2
mostrd la mejor actividad antibiopelicula en MRSA al inhibir selectivamente en un
36% la formacion de la biopelicula a 64 pg/mL, sin que su actividad antimicrobiana
influyera en dicho resultado. Actualmente se estan realizando mas ensayos para

determinar el mecanismo de acciéon de 2 en MRSA.
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Figura 29. Resultados de la actividad antimicrobiana (A) y antibiopelicula (B) contra
MRSA de los compuestos aislados de Alfaria sp.
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5. CONCLUSIONES

- Se realiz6 el acondicionamiento y cultivo a mediana escala del hongo Alfaria sp

(ORO3), asi como la preparacién de su respectivo extracto organico.

- Se identificé la presencia de los compuestos a purificar en 6 de las 13 fracciones
primarias mediante analisis de UPLC-MS y se aislaron 8 compuestos puros
mediante HPLC. Debido a problemas de estabilidad, el compuesto 5 se encuentra
en proceso de caracterizacion, mientras que el resto de los compuestos fueron

idénticos a los previamente aislados en el grupo de trabajo.

- La evaluacion de la actividad antimicrobiana mediante el ensayo de microdilucién
con el colorante MTT permitié identificar a la myrotecisina B (3) y al compuesto 5
[CMI 10 pg/mL] como los productos mas activos contra MRSA y MSSA al presentar

una inhibicién del crecimiento para ambas bacterias por arriba del 80%.

- Los resultados de la evaluacion del potencial antibiopelicula contra MRSA
mediante el ensayo de cristal violeta indicaron que el compuesto 2 fue el Gnico en
presentar esta actividad al no inhibir el crecimiento de MRSA, pero si la formacion

de la biopelicula en un 36% a 64 pug/mL.
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