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| ANTECEDENTES

1. Antecedentes

1.1 Resistencia a los antimicrobianos

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es la capacidad que tienen los
microorganismos (como bacterias, hongos, virus y algunos parasitos) de impedir que los
antimicrobianos actlen contra ellos, en consecuencia, los tratamientos habituales se vuelven
ineficaces, las infecciones persisten y pueden transmitirse a otras personas, el fendémeno de
resistencia aparece de forma natural, generalmente por modificaciones genéticas, sin
embargo, el proceso se ve acelerado por el mal uso y abuso de los medicamentos

antimicrobianos (OMS, 2017).

La mayoria de los microorganismos con RAM adoptan diferentes fenotipos en
respuesta a diversos factores estresantes; esta respuesta se basa en la capacidad del
microorganismo para detectar las condiciones ambientales locales y alterar sus genes a fin
de lograr su supervivencia. Cuando los microorganismos se exponen a un antimicrobiano, los
individuos mas sensibles mueren, quedando sélo los mas resistentes, que a su vez pueden

trasmitir esa resistencia a su descendencia (Melander et al., 2014).

En la actualidad, las mayores causas de resistencia son el uso excesivo e indebido de
antimicrobianos por parte del hombre (Figura 1). Ademds, cada vez aparecen nuevos
mecanismos de resistencia, hecho que complica el tratamiento de las enfermedades
infecciosas comunes; en consecuencia, una simple infeccion se convierte en una enfermedad
prolongada que incluso puede ocasionar la muerte. Por otro lado, sin tratamientos eficaces
para la prevencion de infecciones, los procedimientos médicos como el trasplante de
organos, la quimioterapia, el control de la diabetes y la cirugia mayor se vuelven de alto
riesgo. Asimismo, cuando hay RAM el costo de la atencion médica se incrementa por la

necesidad de estancias hospitalarias mas largas (OMS, 2015).
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.==+ S2gun los criterios de

Desde 2005, la OMS viene actualizando periddicamente : cién 1,
una lista de todos los antimicrobianos utilizados
actualmente en la medicina humana (y la mayoria de

ellos también en la medicina veterinaria), agrupandolos Muy importantes s Méaxima Prioridad
en tres categorias en funcién de su importancia para la

medicina humana. El objetivo de la lista es contribuir
a gestionar la resistencia a los antimicrobianos y
garantizar que todos los antimicrobianos, sobre todo los &
de importancia critica, se utilicen de forma prudente en a Clasificacion
la medicina tanto humana como veterinaria. segun los criterios 1y 2

Importantes

Las infecciones por bacterias
Administracién de antimicrobianocs

a los animale tin ala
produccion de alimentos

Resistencia
Antimicrobiana en la
cadena alimenticia

alimentos

Las bacterias farmacorresistentas
pueden p: al medo
ambiente. .

.. yalos alimentos...

La OMS respalda la optimizacion del uso de los antimicrobianos en los humanos y
los animales para mantener su eficacia, utilizando para ello el enfoque “Una salud”

Figura 1. Resistencia antimicrobiana en la cadena alimenticia, imagen tomada del
comunicado de la OMS, 2017
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Una forma para comprender mejor los patrones de resistencia a los antimicrobianos
es recopilar informacién sobre la incidencia, la prevalencia y las tendencias de la resistencia
a los antimicrobianos. Por esta razén la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) lanzé en
octubre de 2015 el Sistema Mundial de Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos
(GLASS, por sus siglas en inglés). El objetivo de este programa es apoyar la vigilancia e
investigacién a nivel mundial con el fin de formar una base de datos sobre el desarrollo y
prevencion de RAM, para ayudar a la toma de decisiones e impulsar las acciones nacionales,

regionales y mundiales.

Con la informacion recopilada por GLASS en febrero del 2017, la OMS emitié una lista
de los microorganismos resistentes a antibidticos y los agrupd en tres categorias (Tabla 1) de
acuerdo con la necesidad de nuevos antimicrobianos para el tratamiento de las
enfermedades que éstos ocasionan. Los criterios para seleccionar los patogenos de la lista

fueron:

o Letalidad de las infecciones que causan

o Duracion del tratamiento

o Frecuencia de resistencia a los antibioticos existentes

o Facilidad de propagaciéon entre animales, desde animales hasta humanos y de
persona a persona

o Posible prevencion (por ejemplo, a través de una buena higiene y vacunacién)

o Opciones de tratamiento alternativas

o Existencia de nuevos antibioticos en proceso de investigacion y desarrollo
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Tabla 1. Lista de «patdgenos prioritarios» resistentes a los antibioticos, en la que se incluyen
las 12 familias de bacterias mds peligrosas para la salud humana, tomada del comunicado

de la OMS, 2017

Prioridad Microorganismo patégeno

Acinetobacter baumannii

Pseudomonas aeruginosa
Critica® 9
Enterobacteridceas
(K. pneumonia, E. coli,
Enterobacter spp., Serratia
spp., y Proteus spp.)

Enterococcus faecium

Staphylococcus aureus

Alta Helicobacter pylori
Campylobacter spp.

Salmonellae
Neisseria gonorrhoeae

Streptococcus pneumoniae
Media Haemophilus influenzae

Shigella spp.

Resistencia

Carbapenémicos
Carbapenémicos

Carbapenémicos
y Cefalosporinas

Vancomicina
Meticilina y
Vancomicina
Claritromicina
Fluoroguinolonas
Fluoroguinolonas
Cefalosporiny
Fluoroguinolonas
Penicilina

Ampicilina

Fluoroquinolonas

Enfermedades asociadas

Infecciones
menudo

graves y a
letales, por
ejemplo, infecciones
sistémicas y neumonias.
Estas patologias son de
importancia en hospitales,
residencias de ancianos y

entre los pacientes que
necesitan ser atendidos con
dispositivos como
ventiladores y catéteres
intravenosos

Enfermedades comunes
como la gonorrea o

intoxicaciones alimentarias
por salmonela.

Las cefalosporinas mencionadas en la (Tabla 1), son los mejores antibidticos

disponibles para el

tratamiento de las infecciones

causadas

por las bacterias

multirresistentes. Por otro lado, las bacterias Gram negativas resistentes a multiples

antibioticos, tienen la capacidad innata de encontrar nuevas formas de resistir a los
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tratamientos y pueden transmitir su material genético a otras bacterias, haciéndolas

farmacorresistentes.

1.2 Antecedentes de Malbranchea albolutea Sigler & Carmichael

Este tipo de hongos multicelulares se caracteriza por la formacién de hifas tubulares,
(unidades estructurales de los hongos), que pueden ser curvas o derechas, contienen en su
interior citoplasma; las hifas presentes en este género pueden presentar tabiques (hifas
septadas) o no (hifas aseptadas) y es caracteristico que formen micelio (conjunto de hifas
entretejidas). Las 21 especies del género Malbranchea forman artroconidias, generadas por

la fragmentacion de hifas fértiles (Marchisio et al., 1994).

El primer estudio taxondmico descrito sobre el género Malbranchea fue realizado por
Sigler & Carmichael en 1976, quienes dividieron al género en dos grupos: tipo Ay tipo B. Las
especies del primer grupo presentan hifas fértiles curvas, en contraste con las del tipo B, que
poseen hifas fértiles derechas. Cabe mencionar que con base en la similitud de sus estadios
sexuales y/o asexuales, las especies del género Malbranchea han sido clasificadas dentro de
diversas familias como Myxotrichaceae, Orygenaceae o Gymnoascaceae. Dentro de las
familias antes mencionadas hay dos géneros que se encuentran estrechamente relacionados
con las especies Malbranchea, Myxotrichum y Auxarthron. Estos fueron los empleados por

Sigler & Carmichael en su descripcion taxonomica (Sigler et al., 2002).

En la descripcidon taxondmica de la especie M. albolutea realizada en 1976 (Figura 2)
se clasificd dentro de la familia Orygenaceae y se le relaciond con la especie Auxarthron
thaxteri (Sugiyama et al., 1999). De acuerdo con los autores la especie Unicamente se ha
aislado del suelo y estiércol en Utah, Colorado, California y Wyoming (EUA). Este hongo
difiere de otras especies de Malbranchea por tener hifas fértiles curvas. En cultivo el
ascomiceto presenta una forma sexual caracteristica por la formacion de ascosporas
globosas y ligeramente rugosas (tipos de esporas de origen sexual), en estadios tempranos

de crecimiento forma antroconidias.
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Figura 2. Izquierda: M. albolutea Sigler & Carmichael. Colonia en medio PDA y PYE (A 'y B),
hifas segmentadas para la formacion de antroconidias (C, D y E), ascosporas (F y H),
gimnotecia (G), imagen tomada de (Sigler & Carmichael, 1976). Derecha: cultivos de M.
albolutea en diferentes medios de cultivo.

A pesar de que la especie M. albolutea no cuenta con estudios quimicos previos, otras
especies del género, en particular M. pullchella, M. graminicola, M. cinnamomea, M.
filamentosa, M. aurantiaca, M. flavorosea y M. circinata, han sido estudiadas y los
metabolitos biodindmicos aislados y caracterizados de estas especies pertenecen a diversas
categorias, como son xantonas, benzoquinonas (Chiung et al., 1994), hidroquinonas
(Schlegel et al., 2003), benzofuranos (Hosoe et al., 2005), esteroides (Martinez-Luis et al.,
2006), policétidos (Verastegui-Omafia et al., 2017), alcaloides de tipo indol monoterpenoides
(Martinez-Luis et al., 2006; Watts et al., 2011) y otros compuestos aromaticos por mencionar

a los mas importantes.

Como parte de un proyecto dirigido a descubrir nuevos agentes biodinamicos de
origen fungico, las especies M. aurantiaca, M. flavorosea, M. circinata y M. chrysosporoidea

fueron recientemente investigadas en nuestro grupo de trabajo.
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De la especie M. aurantiaca se aislaron cuatro alcaloides de tipo indol
monoterpenoide con un nucleo biciclo [2.2.2] diazoctano (Figura 3), designados con los
nombres triviales de malbranqueamida (1), malbranqueamida B (2), isomalbranqueamida
(3), y la premalbranqueamida (4) (Martinez-Luis et al.; 2006; Figueroa et al., 2011) . También
se caracterizaron en la especie acido penicilico (5), el ergosterol, los acidos linoléico y oléico
y un derivado de eremofilano (6). El efecto de los compuestos 1, 5y 6 de M. aurantiaca sobre
la germinacién y el crecimiento radicular de semillas de la maleza Amaranthus

hypochondriacus, permitié evidenciar su potencial fitotdxico (Martinez-Luis et al., 2006).

R1=Cl, R2 =Cl malbranqueamida (1)
R1=Cl, R2 = H malbranqueamida B (2)
R1=H, Rz =Clisomalbranqueamida B (3)
Ri=H, Ry =H premalbranqueamida (4)

H,CO H
OH O
acido penicilico (5) eremofilano (6)

Figura 3. Metabolitos aislados de M. aurantiaca. En la parte superior se muestran las
Malbranqueamidas, en la inferior el dcido y sesquiterpeno

La calmodulina (CaM) es una proteina ubicua de 128 aminoacidos, puede
interaccionar con cerca de 100 diferentes enzimas para asi regular numerosas funciones
celulares tales como motilidad celular, arquitectura y funcién del citoesqueleto, proliferacion
celular, apoptosis, etc. (Mata et al., 2015). Por esta razén se ha convertido en un blanco

molecular de interés.
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La evaluacion de la actividad inhibitoria de los compuestos 1y 6 sobre CaM permitio
establecer el valor de la Clsp de 3.65 y 10.2 uM, respectivamente, comparable a la de
clorpromazina (Clsp = 2.75 uM), utilizada como control positivo (Martinez-Luis et al., 2006).
Gonzalez y colaboradores (2009) disefiaron un biosensor para identificar inhibidores clasicos
de CaM, con esta técnica se realizé la evaluacién de las malbranqueamidas permitiendo
corroborar sus propiedades de inhibicion; el compuesto con mayor afinidad fue el 1,
mientras que el 4 fue el de menor afinidad; por lo tanto, se concluyd que la presencia de
halégenos es fundamental para mejorar la actividad inhibitoria de los compuestos. La unién
de la malbranqueamida a la calmodulina se demostré también mediante experimentos de
RMN. (Figueroa et al., 2011). Por otra parte estudios farmacolégicos permitieron establecer
gue los productos 1-3 inducen vasorrelajacion significativa dependiente de la concentracién,
para esto se usd un modelo de anillo de aorta de rata (Madariaga-Mazoén et al., 2015). De
nueva cuenta se establecié que la presencia del haldégeno era indispensable para la actividad
bioldgica. El estudio quimico de Malbranchea chrysosporoidea reporto por tercera ocasiéon
el aislamiento de malbranqueamidas (1-4) (Figura 3), lo que apoya la teoria de que estos

productos podrian ser biogenéticamente comunes en el género (Campos, 2017).

En estudios recientes sobre la especie la especie M. flavorosea se obtuvieron dos
nuevos policétidos denominados 8-cloroxilarinol A (7) y el flavorrosedsido (13), y los
compuestos conocidos xilarinol A (8), xilarinol B (9), masarigenina B (11) y C (12) y el clavatol
(10) (Figura 4). Los compuestos 8,9y 11 presentan actividad inhibitoria de las a—glusosidasas

por lo que constituyen agentes antidiabéticos potenciales (Verastegui-Omafia et al., 2017).

OH
OH OH OH
Cl O0_o0 O_o
Y. Y. .
OH
8- cloroxilarinol A (7) xilarinol A (8) xilarinol B (9)
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@)
OH
OH
clavatol (10) masarigenina B (11) masarigenina C (12)
OH OH
0, A
NOH
O O
OH
(0] OH

flavorrosedsido (13)

Figura 4. Compuestos aislados de la especie M. flavorosea

El estudio quimico de M. circinata permitio el aislamiento de la xantona 14 y de la
antraquinona 15 (Figura 5), ambos compuestos también resultaron inhibidores de las

enzimas a-glusosidasas (Cedillo, 2016).

OH O OH
e
O

@)
0] >]7
/go d
2-(4,5-dihidroxi-7-metil-9,10-dioxo-
1,4,8-trihidroxi-3-metil-5-(3-metilbut-2-en-
9,10dihidroantracen-2-il) oxi-5-(hidroximetil)
a-il)-9H-xanten-9-ona (14)
tetrahidrofuran-3,4-diil diacetato (15)

Figura 5. M. circinata permitio el aislamiento de la xantona (14) y de la antraquinona (15)

Los primeros compuestos aislados de M. filamentosa fueron el 4-bencil-3-fenil-5H-

furan-2-ona (18), malfilamentdésido A (16) y B (17) (Hosoe et al., 2005; Wakana et al., 2008).
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En experimentos in vitro se demostrd que el compuesto 18 era un potente vasodilatador,
que interfiere con la entrada de Ca’* a los canales dependientes de voltaje en la membrana
de los vasos sanguineos en aorta de rata, lo que permite la apertura de los canales de K*
induciendo la relajacion del musculo liso (Hosoe et al., 2005). En estudios posteriores de la
misma especie se asilaron el malfilanol A (19) y B (20) (Figura 6); ambos productos
presentaron un importante efecto antifungico contra Cryptococcus neoformans (Wakana et
al., 2009). En ensayos de citotoxicidad sobre las lineas celulares HUVEC y A459 empleando
los productos 19 y 20, mostraron una inhibicion de la proliferacién dichas células;
Unicamente la molécula 19 presentd una actividad inhibitoria sobre la proliferacién de las
linea celulares HELA, este estudio demuestra el potencial los metabolitos asilados de M.

filamentosa como posibles anticancerigenos (Wakana et al., 2009)

HO
4-bencil-3-fenil-5-H-furan-2-

malfilamentdsido A (16) malfilamentdsido B (17)
ona (18)

COOCH;

malfilanol A (19) malfilanol B (20)

Figura 6. Metabolitos asilados de M. filamentosa




ANTECEDENTES

Estudios quimicos de la especie M. graminicola permitieron detectar como
metabolitos mayoritarios a los compuestos 1, 2 (Figura 3) y la espiromalbramida (21) (Figura
7); en este mismo trabajo se reportd que la adicién de sales de bromo al medio de cultivo de
M. graminicola, daba como resultado la biosintesis de dos analogos de malbraqueamidas
sustituidas con un dtomo de bromo, a estas moléculas se les llamo malbranqueamida C (22)

y isomalbranqueamida C (23) (Figura 7) (Watts et al., 2011).

:
N
N

R1=Br, Rz =H malbranqueamida C (22)

Cl

Cl

0]

espiromalbramida (21)
Ri=H, Ry =Brisomalbranqueamida C (23)

Figura 7. Andlogos de malbranqueamida obtenidos por la adicion de sales de bromo en el
medio de cultivo de M. graminicola

Finalmente, de la especie M. sulfurea, se aislaron los malbrampirroles C-F 24-29
(Figura 8) y se evalud su actividad citotodxica sobre diversas lineas celulares cancerigenas
PANC-1 (carcinoma epiteloide de pancreas), HepG2 (carcinoma hepatocelular) y MCF-7
(adenocarcinoma de glandula mamaria), sélo los compuestos 25-29 presentaron una

actividad citotdxica importante (Yang et al., 2009).

OCH;4
N o« M
\ / N
O
malbrampirrol A (24) malbrampirrol B (25)




ANTECEDENTES

OCH3
H
N “ SN
WA N\
O
Cl
malbrampirrol C (26)
OCH;
H
N SN
\ N
O
Cl
malbrampirrol E (28) malbrampirrol F (29)

Figura 8. Malbrampirroles citotoxicos sobre diversas lineas celulares cancerigenas

De las especies estudiadas pertenecientes al género Malbranchea se han obtenido
una gran variedad de compuestos activos, con propiedades farmacoldgicas muy variadas, sin
embargo de Malbranchea albolutea sélo se encuentra reportada su actividad para degradar
gueratina (Marchisio et al., 1994). Al contar con los antecedentes que corroboran la
capacidad de estos hongos para biosintétizar compuestos con actividades bioldgicas
relevantes, se plantea la posibilidad de que M. albolutea tenga la misma capacidad de
producir metabolitos novedosos como los demas miembros pertenecientes a este género.
Una de las razonen por las que se buscan compuestos con potencial antimicrobiano
provenientes de hongos es debido a la capacidad que tienen estos microorganismos para
biosintétizar compuestos con estructuras novedosas y mecanismos de accion mas efectivos,
con la finalidad de contrarrestar la resistencia que dia a dia desarrollan los hongos y bacterias
patdgenos (Hillman et al., 2017); un ejemplo de farmaco de reciente desarrollo y continuo
estudio es el Plectasin, un potente antimicrobiano tipo peptidico asilado de Pseudoplectania

nigrella (Mygind et al., 2005).




ANTECEDENTES

1.3 Ardeminas

Las ardeminas son consideradas una familia nueva de metabolitos secundarios,
producidos por hongos del género Aspergillus; estos compuestos (Figura 9) son alcaloides de
origen peptidico, tipo dicetopiperazina considerados hibridos de la reaccién entre difosfatos
prenilados y el triptéfano o alguno de sus precursores. Los primeros compuestos de este tipo
fueron la 5-N-acetilardemina (31) y la 15b-B-hidroxi-5-N-acetilardemina (32), fueron aislados
del extracto del acetona- acetato de etilo obtenido del medio de cultivo de Aspergillus
fischeri (Hochlowski et al., 1993); la 5-N-acetilardemina ha mostrado una importante
citotoxicidad en combinacién con medicamentos anticancerigenos como la vinblastina, es
capaz de reducir el eflujo de los farmacos; de esta manera disminuye el fendmeno de
resistencia (Chou et al., 1998). El nombre de ardeminas proviene de la capacidad de estos
compuestos para revertir la resistencia a los fAdrmacos anticancerigenos (the ability to reverse

drug insensitivity) (Haynes et al.,2013).

Rotacién Optica

Nombre Sustituyentes experimental [a]f,s
Ardemina Ri=H, R, =H (30) -92° (c=0.24, MeOH)
5-N-acetil-ardemina Ri=H, R2=Ac(31) -33° (¢ =0.78, MeOH)
5-N-acetil-15b-B-hidroxi-ardemina R1=0H, Ry =Ac (32) -245° (¢ =0.21, MeOH)

Figura 9. Ardeminas reportadas por Hochlowski et al., 1993
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2. Justificacion y Objetivos

Como se sefiald en la seccidn de antecedentes, existe una necesidad urgente de
descubrir nuevos productos antimicrobianos eficientes para combatir los numerosos
agentes causales de enfermedades que han desarrollado resistencia a los tratamientos
existentes. La resistencia a los antibidticos incrementa los costos médicos, prolonga las
estancias hospitalarias e incrementa la mortalidad. Ademas, este problema sigue creciendo
en todo el mundo a niveles peligrosos y dia tras dia aparecen y se propagan en todo el planeta
nuevos mecanismos de resistencia que ponen en peligro la capacidad para tratar las

enfermedades infecciosas comunes.

Los microorganismos fungicos biosintetizan productos bioactivos de amplio uso en la
terapéutica, los ejemplos mds conocidos son las penicilinas y las cefalosporinas, utilizados
como antibidticos desde hace décadas. A partir de una gran variedad de hongos se obtienen
farmacos de gran relevancia; un ejemplo reciente es el desarrollo de la equinocandinas, una
clase de lipopéptidos antimicdticos (Emri et al., 2013). Su mecanismo de accidn consiste en
la inhibicion de la 1,3-B-glucanosintetasa, enzima responsable de formar polimeros de
glucano, esenciales para la estructura de la pared fungica. De tal forma que el estudio de
otras especies fungicas podria conducir al hallazgo de moléculas prometedoras desde el

punto de vista terapéutico.

En este contexto el objetivo primordial del presente trabajo es caracterizar nuevos
compuestos biodindmicos a partir de la especie fungica Malbranchea albolutea con la

finalidad de contribuir al descubrimiento de nuevos farmacos antibacterianos potenciales.

Para el cumplimiento del objetivo principal se formularon los siguientes objetivos

especificos:

e Establecer las condiciones para el cultivo a mediana escala del microorganismo
fungico, que permitan la obtencion de la mayor cantidad de extracto organico.
e FEvaluar la actividad antimicrobiana del extracto organico con diferentes tipos

microorganismos patégenos (bacterias y una levadura).
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Fraccionamiento del extracto organico mediante la aplicacion de los procedimientos
cromatograficos convencionales con la finalidad de obtener los productos naturales
bioactivos.

Determinar la estructura molecular de los compuestos obtenidos del
fraccionamiento del extracto organico, mediante el uso de técnicas espectroscopicas,
espectrométricas y quirdpticas.

Evaluar la actividad antimicrobiana de los compuestos caracterizados con diferentes

tipos microorganismos patégenos (bacterias y una levadura).

3. Hipotesis

Considerando que los hongos del género Malbranchea biosintetizan metabolitos

secundarios con diversas propiedades farmacoldgicas, es factible que M. albolutea, produzca

también compuestos biodindmicos inéditos.
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4. Parte Experimental

41 Material Flngico

La cepa de Malbranchea albolutea Sigler & Carmichael (ATCC® 34522™) fue adquirida
comercialmente en ATCC. El microorganismo fue activado siguiendo las instrucciones
descritas por el proveedor, el procedimiento se describe brevemente: las esporas liofilizadas
se activaron agregando 1 mL de agua estéril desionizada y una posterior incubacién a 37°C,

por 24 horas, todo el procedimiento se realizd en condiciones de esterilidad.

4.2 Procedimientos generales

4.2.1 Determinacion de las constantes espectrométricas y espectroscopicas

Los espectros de resonancia magnética nuclear se realizaron en un equipo Bruker
Avance Ill HD-500, a 500 (*H) y 125 (*3C). Los desplazamientos quimicos (8) se expresan en

ppm con referencia al disolvente utilizando: acetona-ds, DMSO-ds 0 CDCls.

Los analisis por espectrometria de masas se registraron en un cromatografo de
liquidos de ultra eficiencia (CLUE), marca Waters Acquity UPLC H-Class, acoplado a un
detector de masas SQD2 (marca Waters), empleando la técnica de ionizacién por

electrospray en los modos positivo y negativo (ESI* y ESI).

Todos los analisis se realizaron en una columna Waters Acquity BEH C18 (2.1 X 100
mm, 1.7 um), utilizando como fase movil gradiente acido formico al 0.1% (A) y CHsCN (B), el
flujo fue de 0.3 mL/min y el volumen de inyeccion de 3 pL. Las condiciones de andlisis en el
detector de masas fueron: voltaje capilar de 2.0 kV (ESI") y 2.5 kV (ESI*), voltaje de cono 30
V, temperatura de solvatacion 400° C, gas de solvatacion nitrégeno a 650 L/h, gas cono 10

L/h.
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4.2.1.1 Analisis cromatografico

Para los analisis por CCD se emplearon placas de aluminio recubiertas con gel de silice
(60 Fzs4, 10-12 uM, Merck) con un espesor de 0.25 mm. La visualizacion de las placas se
realizé con una lampara de luz UV a las longitudes de onda (A) de 254 y 365 nm. Como
agentes cromogenos se utilizaron soluciones de sulfato cérico amoniacal en H2SO4, H2S04 al

10% vy los reactivos de Dragendorff y Ehrlich.

Los analisis CCA se realizaron usando gel de silice Kieselgel 60 Merck (tamafio de
particula 0.063-0.20 uM) y una mezcla binaria de disolventes organicos para aumentar de
manera gradual la polaridad de la columna, los diferentes sistemas de elucion se presentan
en la (Tabla 2). La cromatografia de exclusién molecular también en CCA se realizd
empleando 150 g de fase estacionaria Sephadex, LH20 Pharmacia, (tamafo de particula 25-

100 uM) y un sistema isocratico de elucion de MeOH.

Sistema de Eluyentes Composicion Proporcién
A Hex-AcOEt 9:1 hasta 1:9
B AcOEt 10
C AcOEt -MeOH 9:1 hasta 5:5

Tabla 2. Sistema de elucion empleado en la CCA para el fraccionamiento primario del
extracto orgdnico de M. albolutea

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE), se realizd6 empleando un
cromatografo marca Waters equipado con un detector de arreglo de diodos (PDA) y otro de
dispersion de luz evaporativo (ELSD). Las condiciones de analisis del detector de ELSD fueron:
presion de gas nebulizador 40 psi, ganancia 100, en modo de calentamiento y temperatura

del tubo (70 %+ 25) °C.

En todos los casos se usd la misma columna analitica y preparativa, con diferentes
gradientes de elucién: columna analitica marca Phenomenex Gemini C18 (5 um, 250 X 4.6
mm), con un gradiente de elucién de acido férmico al 0.1% (A) y CH3CN (B), flujo de 1 mL/min,
y con dos longitudes de onda de detecciéon de 254 y 365 nm; columna preparativa
Phenomenex Gemini C18 (5 um, 250 X 21.2 mm), con el mismo gradiente de elucién

establecido en la columna analitica, entre acido formico al 0.1% (A) y CHsCN (B), un flujo de
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21.24 mL/min y con una longitud de onda de deteccién de 254 nm. En CLAE analitico y
preparativo el control del equipo, la adquisicién de datos y el procesamiento de la

informacion se realizaron en el programa Empower version 3.0 (Waters® Software).

4.2.2 Cultivo en medio sélido de M. albolutea

Para la elaboracién del indculo de M. albolutea primero se cultivé el hongo en cajas
Petri con agar papa dextrosa (PDA, Difco®) por 15 dias a temperatura ambiente.
Posteriormente se prepard el inoculo correspondiente en 200 mL de caldo papa dextrosa
(PDB; Difco®) durante 8 dias a temperatura ambiente, con ciclos de luz-oscuridad 12/12

horas y agitacion constante a 100 rpm, con la finalidad de incrementar la biomasa.

Posteriormente, se realizd la preparacion del cultivo a mediana escala de M. albolutea
vertiendo los 200 mL de caldo PDB sobre un sustrato semisélido de arroz, compuesto por
200 g de arroz en 400 mL de agua. El cultivo en sustrato semisdlido se dejo en condiciones
estaticas, a temperatura ambiente y con ciclos de luz-oscuridad 12/12 horas, durante 40 dias;
en total se usaron seis matraces con la cantidad sefialada de arroz, el total de arroz empleado

fue 1200 g.

4.3 Estudio quimico de M. albolutea

4.3.1 Preparacion del extracto organico

Una vez trascurrido el tiempo de fermentacion a cada matraz se le adiciond una
mezcla de CH)Cl,-MeOH (8:2) para iniciar un proceso de maceraciéon exhaustiva a
temperatura ambiente con la finalidad de obtener la mayor cantidad extracto organico. Al
termino del proceso de extraccion, se filtrd y posteriormente la mezcla obtenida se trasvaso
a un embudo de separacién de las fases obtenidas la fase acuosa se desechd y la fase
organica se seco sobre sulfato de sodio anhidro y se concentro al vacio. Este procedimiento

se repitid en seis ocasiones y cada uno de los extractos obtenidos mediante el procedimiento
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descrito se analizd por CCD para comprobar su homogeneidad cromatografica. Este proceso

permitié la obtencidon de 5.32 g de extracto seco, el rendimiento en g/garro; fue 0.44.
4.3.2 Fraccionamiento del extracto organico

El extracto obtenido en el inciso anterior (4.3.1) se resuspendié en una mezcla de
CH3CN-MeOH (1:1), para posteriormente realizar una serie de repartos con hexano. Las
fracciones de hexano (Frex) se guardaron y la fraccién organica desgrasada (Forg) Se evaporo

a sequedad a presion reducida, obteniéndose 2.103 g, el rendimiento en g/garro, fue 0.18.

Enseguida la fraccion desgrasada (Forg) se sometié a un fraccionamiento primario
mediante una CCA, empleando una columna empacada con 500 g de gel de silice, las
dimensiones de la columna fueron (800 X 9) cm, utilizando un gradiente de elucién de Hex-
AcOEt-MeOH con incrementos en orden creciente de polaridad. Este proceso se obtuvieron

18 fracciones (Figura 10).

Extracto
(CH,Cl,-MeOH)

Rendimiento = 0.44 1. Resuspende MeOH-
CH,CN (1:1)

2. Reparto con hexano

Forg (CH;CN-MeOH) Frex(HeEXaNO)
Rendimiento =0.18 Rendimiento =0.27

CCA, gel de silice
Hex-AcOEt-MeOH

y

| , ,
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(33) (34) (35)
CLAR Cccbp

e ¥ CCA, MeOH
Analiticoy preparativo CHZCIZ'ACOEt (8:2)

Figura 10. Preparacion del extracto orgdnico obtenido a partir de M. albolutea y
fraccionamientos
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4.3.3 Aislamiento, purificacion e identificacién de los metabolitos secundarios

4.3.3.1 Aislamiento y caracterizacion de la 5-N-acetil-8-B-isopropil-ardemina (33)

La separacién del compuesto mayoritario presente en la fraccién primaria Fr3 (39.5
mg) se realizd empleando a la CLAE analitica y un posterior escalamiento a la CLAE
preparativa, la razén principal para emplear esta técnica cromatografica fue que se
encontraron las condiciones dptimas de separacion (buena resolucion entre los picos que
constituian la fraccién) y la cantidad de muestra. Las columnas empleadas se encuentran
descritas en la seccién de analisis cromatografico: fase maévil acido formico al 0.1% (A) vy
CH3CN (C), gradiente: 0 min 30% A, 2 min 30% A, 15 min 0% A, 15.1 min 30% A, 22 min 30%
A. Estas condiciones permitieron el aislamiento de 7.5 mg de la 5-N-acetil-8-B-isopropil-
ardemina (33). El compuesto 33 se aislé como un sélido amorfo de color blanco con una m/z
497.90 [M+H]*, el tg de este compuesto al inyectarse en CLUE fue de 5.86 min, con una Amax
de 223.66 nm, las condiciones cromatograficas del equipo se describen en la seccién 4.2.1,
la fase movil fue un gradiente acido férmico al 0.1% (A) y CH3CN (B): 0 min 85% A, 8 min 0%
A,9.5min 0% A, 10 min 85% A, 12 min 85% A. El dicroismo circular experimental fue (c = 0.01
mg/mL, MeOH) Amsx (Ag) 212 (+4.27), 224 (-6.64) nm, 251 (+7.21) nm, el espectro de DC se

muestra en los anexos.

4.3.3.2 Aislamiento y caracterizacion de 5-N-acetil-15b-B-hidroxi-8-f-isopropil-

ardemina (34)

La separacion de los dos constituyentes mayoritarios presentes en la fraccion
primaria Fr5 (28.4 mg) se realizd empleando una CCDP, la eleccion de esta técnica
cromatografica se hizo por la poca cantidad de muestra limitando su separacion en CLAE, por
otro lado, en las pruebas preliminares al emplear CCD se logré una buena separacién de los
compuestos que constituian esta fraccion. La fase mévil empleada para la elucion de las
placas preparativas fue una mezcla de CH,Cl,-AcOEt (8:2), obteniéndose 4.2 mg de la 5-N-

acetil-15b-B-hidroxi-8-B-isopropil-ardemina (34) en forma de sélido amorfo amarillo con una
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m/z 513.90 [M+H]" su tg al inyectarse en CLUE fue de 5.19 min, con una Amsx de 214.09 y
227.25 nm, las condiciones cromatograficas empleadas en este caso fueron: fase movil
gradiente acido férmico al 0.1% (A) y CH3CN (B): 0 min 85% A, 8 min 0% A, 9.5 min 0% A, 10
min 85% A, 12 min 85% A; la columna y demas condiciones de analisis se describen la seccion
4.2.1. DC (c = 0.01 mg/mL, MeOH) Amsx (Ae) 213 (+7.37), 226 (-1.45) nm, 251 (+3.17) nm; el

espectro de DC se presenta en los anexos.

El segundo compuesto mayoritario presente en la Fr5 se aislé como un sélido blanco
(3.6 mg) con un ion molecular en una relacion m/z 487.77 [M+H]* y 485.89 [M-H];, al
inyectarse en CLUE presento un tg de 5.33 min y una Amax de 223.66 nm, este compuesto

continla en proceso de caracterizacion.

4.3.3.3 Aislamiento y caracterizacion del 1-H-indol-3-carboxialdehido (35)

Con la finalidad de simplificar la fraccién primaria Fr6 (113.1 mg) se sometid a un
fraccionamiento secundario mediante CCA, utilizando como fase estacionaria Sephadex
(LH20, Pharmacia) y como fase mévil MeOH grado reactivo. Este procedimiento permitio la
obtencion de 6 fracciones secundarias (Fr A-F). De la fraccion FrC precipité de manera
espontanea el 1-H-indol-3-carboxialdehido CoH7NO (35), al final se obtuvieron 56.3 mg de
este compuesto. Su tg al inyectarse en CLUE fue de 3.14 min, con una Amsx de 255.1 nm,
condiciones cromatograficas empleadas se describen en la parte de andlisis cromatografico
(tipo de columna y detectores empleados): fase mévil gradiente dcido férmico al 0.1% (A) y
CH3CN (B): 0 min 85% A, 8 min 0% A, 9.5 min 0% A, 10 min 85% A, 12 min 85% A, flujo 0.3

mL/min, volumen de inyeccién 5 pL. Temperatura de fusién 295°C.




PARTE EXPERIMENTAL

4.4 Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana del extracto y los compuestos aislados de M. albolutea se
determiné empleando el método de microdilucion con el colorante bromuro de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil trazolio (MTT) (Appendino et al., 2008) contra bacterias Gram
positivo (Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Bacillus subtilis ATCC 6633) y Gram negativo
(Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 10536, Salmonella typhi ATCC
9992) y Candida albicans ATCC 90028. Todos los microorganismos fueron proporcionados
por el Cepario de la Facultad de Quimica, UNAM. Como medio de cultivo se utilizd caldo
Mueller-Hilton (MH) para las bacterias y caldo papa dextrosa (CPD) para la levadura. Los

caldos fueron esterilizados en una autoclave a 121°Cy 15 Ib/cm?, durante 20 minutos.

Los ensayos correspondientes se efectuaron en placas de Elisa de 96 pozos. Cada
pozo contenia 100 pL de medio de cultivo MH o CPD y 75 plL de una suspension del
microorganismo de prueba en una solucién de agua desionizada esterilizada, ajustada al
0.5% (1 x 108 células/mL) del estandar turbidimétrico de McFarland. Los pozos de las filas A-
J contenian ademas 75 plL de las muestras a evaluar a las concentraciones de 1000, 500, 250,
125, 62.5,31.25, 15.6 y 7.8 pg/mL disueltas en DMSO (12.5%). Las ultimas filas de los pozos
(K-L) fueron utilizados como controles de esterilidad y/o de crecimiento. Las placas se

incubaron por 24 horas a 37°C. Todas las determinaciones se realizaron por duplicado.

La concentraciéon minima inhibitoria de cada antibidtico empleado (CMI) fue
determinada como la menor concentracién en la que no se observd crecimiento del
microorganismo ensayado. Se determiné el CIM empleado como control positivo ampicilina
para S. typhi, E. coli, S. aureus y B. subtilis. En el caso de P. aeruginosa se utilizé sulfato de
gentamicina y Nistatina para C. albicans, en todos los casos los farmacos se emplearon en el

siguiente intervalo de concentraciones 1000, 100, 10, 1, 0.1, 0.01, 0.001, 0.0001 pg/mL.
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5. Resultados y Discusién

5.1 Estudio quimico de la especie flngica M. albolutea

La presente investigacién se desarrolld como parte de un proyecto enfocado al
estudio sistematico de las especies fungicas pertenecientes al género Malbranchea como
fuentes potenciales de principios biodindmicos. En este caso, se realizd el estudio de la
especie Malbranchea albolutea considerando que el extracto CHsCN-MeOH (1:1) obtenido a
partir del extracto organico del microorganismo presentd actividad antimicrobiana (CMI=

1000 pg/m) contra Pseudomonas aeruginosa.

El extracto orgdnico inicial (5.32 g) obtenido a partir de la maceracién del medio de
cultivo, se sometid a un proceso de reparto con hexano. Posteriormente se extrajo con una
mezcla de metanol-acetonitrilo (1:1). La fraccion de CH3CN-MeOH se estudid aplicando
diversas técnicas cromatograficas, con lo que fue posible el aislamiento y purificacién de tres
productos: la 5-N-acetil-8-B-isopropil-ardemina (33), la 5-N-acetil-15b-B-hidroxi-8--
isopropil-ardemina (34) y el 1-H-indol-3-carboxialdehido (35) (Figura 12). Cabe destacar que
el producto (34) es un analogo novedoso derivado de la ardemina (Figura 11), y ninguno de
estos metabolitos habia sido descrito anteriormente en el género Malbranchea. A

continuacién, se describe la elucidacion estructural de los productos aislados.
13 13

- I H / A 8z 18 OH

16a 15b 1 16a 15b 0

5-N-acetil-15b-B-hidroxi-8-B-isopropil-
ardemina (34)
Figura 11. Compuestos aislados del extracto CH3CN-MeOH de M. albolutea

5-N-acetil-8-B-isopropil-ardemina (33)

34
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1-H-indol-3-carboxialdehido (35)

Figura 12. (Continuacion) Compuestos aislados del extracto CH3CN-MeOH de M. albolutea

5.1.1 5-N-acetil-8-B-isopropil-ardemina (33)

El metabolito secundario 5-N-acetil-8-B-isopropil-ardemina (33) se obtuvo como un
solido amorfo blanco, épticamente activo. A partir del anélisis de los espectros de RMN (*H
y 13C) y el espectro de masas generado por la técnica de ionizacidn en electrospray se obtuvo
la formula molecular C3oH32N203 que permite 17 insaturaciones.; el ion pseudomolecular se

observod en una relacion m/z 497.90 [M+H]*.

Las sefiales correspondientes a los desplazamientos quimicos registrados en los
espectros de RMN-'H y de RMN-3C se muestran en la Tabla 3. En el espectro de RMN-13C
(Figura 15) se observaron sefiales para 30 carbonos. Mediante la ayuda del experimento
HSQC se determind la presencia de 20 carbonos protonados: cinco metilos (6¢/6n 18.8/0.87,
20.2/0.86, 22.9/1.22, 23.7/1.05, 23.9/1.16); dos metilenos: uno vinilico terminal de un
residuo de isopreno (6¢/sn 114.3/5.07/5.16), y el otro de tipo alifatico (8c/sn 37.5/2.86/3.04);
trece metinos, de los cuales cuatro son alifaticos (6¢/6n 80.2/6.13, 63.1/5.04, 59.8/4.59,
32.1/2.09), ocho aromaticos (6¢/6n 123.8/7.59, 125.1/7.22, 129.6/7.35, 119.6/7.98), y uno
sobre doble ligadura y que se atribuye a un residuo de isopreno (6¢/6n 144.7/5.95);
finalmente se aprecid la presencia de diez carbonos cuaternarios, cuatro aromaticos (&c¢
144.3,148.3,133.9, 121.4), dos alifaticos (6¢ 61.8, 41.1), tres carbonilos de amida (6¢ 165.3,
161.0, 169.9) y uno asignable a una imina (6¢ 152.8).

En el espectro de RMN-'H (Figura 16) se observan en la regién aromética dos sistemas

AA'BB’ (6w 7.59, 7.22,7.53,7.98 y 8.19, 7.54, 7.84, 7.67) correspondientes a ocho protones
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de dos anillos aromaticos disustituidos. En &y 2.64 se aprecia la sefial de un metilo de
acetilamida, otras de un metileno que conforman un sistema AB apreciables en 64 2.86 y
3.04 (dd, /= 10.0, 5.0 Hz), y las de dos metinos a campos bajos en 61 6.13 y 4.59. También se
observan las sefiales de un residuo de isopreno con un metileno terminal en 64 5.07 y 5.16

(dd, J=10.0, 20.0 Hz), y para un grupo isopropilo en &4 2.09; 0.86, y 0.87.

El conjunto de sefiales recién descritas indica que la molécula posee dos anillos
aromaticos orto-disustituidos, tres carbonilos de amida, una imina, un residuo isopropilo y
otro de tipo isopreno. Estos elementos estructurales satisfacen trece de las 17 insaturaciones
requeridas por la formula molecular. Entonces, considerando las insaturaciones presentes
en los dos sistemas aromaticos, la molécula debe tener cuatro ciclos adicionales para
completar las insaturaciones totales. Por otro lado, el nimero de nitrégenos, carbonos e
hidrogenos detectados en los espectros de RMN estdan en armonia con la férmula
establecida. Las correlaciones observadas en el experimento HMBC se indican en la Tabla 3

permitieron proponer las estructuras parciales A-F que se indican en las Figuras 13 y 14.

| HMBC — NOESY w—>»

Figura 12. Estructuras parciales (A-F) mostrando las correlaciones relevantes observadas en
los espectros NOESY y HMBC del compuesto (33)
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Figura 13. Correlaciones relevantes encontradas en el espectro COSY para la elucidacion
estructural del compuesto (33)

T\

La integracion de las estructuras parciales A-F permitié proponer que el producto (33)
es un derivado de la ardemina, con un grupo acetilo en N-5y un grupo isopropilo en C-8. La
disposicidn relativa de los sustituyentes en el espacio se establecié mediante los cuadros de
conectividad observados en el espectro NOESY. Asi la sefial asignada a H-5a correlaciona con
los protones de los grupos metilos del residuo de isopreno sobre el carbono C-16a, lo cual
indica que estos grupos se encuentran del mismo lado de la molécula. Por otro lado, los
protones de los metilos del grupo isopropilo en C-8 correlacionan el protdn H-15b en

congruencia con su disposicidon en la misma cara de la molécula.

Con base en estas evidencias el producto se identifico como la 5-N-acetil-8-3-
isopropil ardemina, previamente aislada del hongo Aspergillus felis (Mendes et al., 2016). El
valor negativo de la rotacién dptica obtenido experimentalmente para (33), [a]3° = -16 (c=
0.9 mg/mL, MeOH), sugiere que la configuraciéon de los centros estereogénicos de la
molécula es igual a los de la 5-N-acetil ardemina y analogos (Figura 10), cuya estructura total
se establecio por difraccién de rayos X (Hochlowski et al., 1993). Para confirmar la propuesta
se determiné el dicroismo circular experimental de (33), para su futura comparacién con los
espectros calculados para los diferentes estereoisomeros de (33) que tengan la misma

configuracién relativa establecida en este estudio mediante modelado molecular.
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Tabla 3. Datos espectroscépicos de RMN-'H y de RMN-13C para 5-N-acetil-8-f-isopropil-
ardemina (33) en Acetona-de (*H a 500 MHz y 13C a 125 MHz).

Posicién
1
2
3
4

4a
5a
7
8
10
10a
11
12
13
14
14a
15a
15b
16

16a
16b
17
17a
17b
18
19
20

21
22
23
24

8¢, tipo
125.8(C-1)
125.1(C-2)
129.6 (C-3)
119.6 (C-4)
144.3 (C-4a)
80.2 (C-5a)
165.3 (C-7)
63.1 (C-8)
161.0 (C-10)
148.3 (C-10a)
127.5 (C-11)
127.8 (C-12)
135.4 (C-13)
128.1 (C-14)
121.4 (C-14a)
152.8 (C-15a)
59.7 (C-15b)
37.5(C-16)

61.8 (C-16a)
133.9 (C-16b)
32.1(C-17)
18.8 (C-17a)
20.2 (C-17b)
41.1(C-18)
144.7 (C-19)
114.3 (C-20)

23.7 (C-21)
22.9 (C-22)
169.9 (C-23)
23.9 (C-24)

61 (J en Hz)
7.59 (1H, dd, 7.5 Hz, H-1)
7.22 (1H, td, 7.5 Hz, H-2)
7.35 (1H, td, 7.5 Hz, H-3)
7.98 (1H, d, 10 Hz, H-4)

6.13 (1H, s, H-5a)

5.04 (1H, d, 5 Hz, H-8)

8.19 (1H, dd, 7.5 Hz, H-11)
7.54 (1H, td, 7.1 Hz, H-12)
7.84 (1H, td, 7.5 Hz, H-13)
7.67 (1H, d, 10 Hz, H-14)

4.59 (1H, g, H-15b)

2.86 (1H, d, 10 Hz, H-16 o)
3.04 (1H, g, 10 Hz/5 Hz, H-16 B)

2.09 (1H, dddd, H-17)
0.87 (3H, t, H-17a)
0.86 (3H, t, H-17b)

5.95 (1H, dd, H-19)
5.07 (1H, d, 10 Hz, H-20 a)
5.16 (1H, d, 20 Hz, H-20 B)

1.05 (3H, s, H-21)
1.22 (3H, s, H-22)

1.16 (3H, s, H-24)

1H-13C HMBC Cosy
2,3,14
3,1
2,1
3
1,3,2
19, 208
8, 11
11,13
12,13
13,11
11,12,14
1,13
11,12,14
8, 15b, 16 o
16a,16B
16 B, 15b
16 a, 15b
160,163
12,14
17a
19, 20a, 208
20aq, 208
206, 19
20a, 19
22
21
24
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Figura 14. Espectro de RMN-13C del compuesto (33), (175 MHz), acetona-ds
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Figura 15. Espectro de RMN-H del compuesto (33), (500 MHz), acetona-ds
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Figura 16. Espectro de RMN-1H con las sefiales mds representativas del compuesto (33),

(500 MHz), acetona-de

5.1.2 5-N-acetil-15b—B-hidroxi-8—B-isopropil-ardemina (34)

El segundo producto aislado de M. albolutea se obtuvo como un sdélido amorfo
amarillo. Su férmula molecular se determind como C3oH32N404 a partir del analisis de los
espectros de RMN-'H y RMN-3C y de espectrometria de masas. El espectro de masas
obtenido por ESI* muestra el ion [M+H]* en una relacién m/z de 511.19, mientras que el ion

[M-H]™ aprecié en una relacién m/z de 513.24. La férmula permite 17 insaturaciones.

Los desplazamientos quimicos de las sefiales observadas en los espectros de RMN-1H
y de RMN-13C se muestran en la Tabla 4, y resultaron muy similares a los del compuesto (34).
En el espectro de RMN-13C también se observaron 30 sefiales (Figura 13), pero una diferencia
clave durante el andlisis de éstas fue la presencia de una sefial correspondiente a un carbono
cuaternario unido a oxigeno (8¢ 90.1) en lugar de la sefial para el metino en C-15b (dc/0n

59.7/4.59) de (33). Esta observacion es congruente con la presencia de un atomo de oxigeno
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mas en la formula molecular. Las correlaciones observadas en el experimento HMBC se
indican en la Tabla 4, y permitieron detectar las estructuras parciales A-F que se indican en
las Figuras 18 y 19. La integracidon de las mismas permitié proponer que el compuesto 33
tiene la estructura 5-N-acetil-15b—B-hidroxi-8—B-isopropil-ardemina. Cabe sefialar que la
configuracién relativa de los centros estereogénicos se determind mediante el espectro
NOESY como en el caso anterior (Hua-Wei et al., 2010, Mendes et al., 2016). El valor negativo
de la rotacion optica [a]3® = -24 (c = 1.8 mg/mL, MeOH), sugiere que la configuracion de los
centros estereogénicos de la molécula sea igual a la del compuesto (33). De igual forma se

determind el dicroismo circular experimental para su comparacion con los de los diferentes

estereoisomeros del producto (34) calculados tedricamente.

HMBC — = NOESY =—>

Figura 17. Estructuras parciales mostrando las correlaciones relevantes observadas en los
espectros NOESY y HMBC del compuesto (34)
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Figura 138. Correlaciones encontradas en el espectro COSY para 5-N-acetil-15b--hidroxi-8-

[-isopropil-ardemina

Tabla 4. Datos espectroscopicos de RMN-H y de RMN-13C para 5-N-acetil-15b-f-hidroxi-8-

Posiciéon
1
2
3
4
4a
5a
7
8
10
10a
11
12
13
14
14a
15a
15b
16

16a
16b
17
17a
17b
18
19
20

21

6¢, tipo
124.6(C-1)
128.8 (C-2)
126.0 (C-3)
119.7 (C-4)
144.0 (C-4a)
81.5 (C-5a)
167.9 (C-7)
63.3 (C-8)
161.5 (C-10)
148.1 (C-10a)
127.6 (C-11)
128.1 (C-12)
135.5 (C-13)
128.3 (C-14)
121.5 (C-14a)
153.7 (C-15a)
90.2 (C-15b)
45.5 (C-16)

60.0 (C-16a)
135.8 (C-16b)
33.7 (C-17)
19.7 (C-17a)
20.3 (C-17b)
415 (C-18)
144.8 (C-19)
114.4 (C-20)

23.6 (C-21)

6H (J en Hz)
7.15 (1H, td, 7.5 Hz, H-1)
7.29 (1H, td, 7.5 Hz, H-2)
7.51 (1H, dd, 5 Hz, H-3)
7.96 (1H, d, 10 Hz, H-4)

6.22 (1H, s, H-5a)

5.01 (1H, d, H-8)

8.19 (1H, dd, 7.5 Hz, H-11)
7.57 (1H, td, 7.5 Hz, H-12)
7.87 (1H, td, 7.5 Hz, H-13)
7.71 (1H, d, 10 Hz, H-14)

2.84 (1H, s, OH-15b)
3.15 (1H, d, 15 Hz, H-160)
3.30 (1H, 15 Hz, H-16B)

2.48 (1H, dddd, H-17)
0.81 (3H, d, H-17a)
1.04 (3H, d, H-17b)

5.91 (1H, ¢, H-19)
5.05 (1H, dd, 12.5 Hz, H-20a)
5.14 (1H, dd, 17.5 Hz, H-20)
1.0 (3H, s, H-21)

[S-isopropil-ardemina (34) en Acetona-ds (*H a 500 MHz y 13C a 125 MHz).

1H-13C HMBC Cosy
2,3
1,3,13
1,2,12
2
2,3
4a, 16a, 16b, 18
8
17
11,8
12,14
3,13,11
11,12, 14
13
11,13
8, 16a, 163
5a, 160, 163
16
160
3, 53, 16a, 168, 21
1
17a, 17b
17,17b
17, 17a
53, 19, 20a, 20
20a, 20b
8,19, 20B
19, 20
22
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Tabla 5. (Continuacidn) Datos espectroscopicos de RMN-'H y de RMN-3C para 5-N-acetil-
15b-B-hidroxi-8-f-isopropil-ardemina (34) en Acetona-ds (*H a 500 MHz y 33C a 125 MHz).

Posicién 8¢, tipo Su (J en Hz) 1H-13C HMBC COsY
22 22.8(C-22) 1.16 (3H, s, H-22) 21
23 170.4 (C-23) 24
24 24.0 (C-24) 2.65 (3H, s, H-24)

T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
f1 (ppm)

Figura 19. Espectro de RMN-13C del compuesto (34), (175 MHz), acetona-ds
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Figura 20. Espectro de RMN-H del compuesto (34), (500 MHz), acetona-de
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Figura 21. Espectro de RMN-H con las sefiales mds representativas del compuesto (34),

(500 MHz), acetona-ds
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5.1.3 1-H-indol-3-carboxialdehido (35)

Este compuesto se asilé como un sélido cristalino de color anaranjado con una masa
molecular de 145.15 g/mol y ion pseudomolecular en una relacion m/z 147.16 [M+H]*, con
estos datos se propuso la siguiente formula molecular CoH7NO, que permite la presencia de

siete insaturaciones.

En el espectro de RMN-'3C se observaron sefiales para 9 carbonos, las sefiales
presentes en la region aromatica sugieren la presencia de un sistema aromatico orto-
disustituido (6¢ 124.2, 120.8, 122.1, 123.4, 112.4 y 137.1), un grupo carbonilo de tipo
aldehido (6¢ 184.9) y dos sefiales con desplazamientos atribuibles a un doble enlace (6¢ 138.2

vy 118.2).

Del andlisis en el espectro de RMN-H se observa en la regién aromética un sistema ABCD
(6u 8.16, 7.26, 7.29 y 7.55) correspondiente a cuatro protones de un anillo aromatico
disustituidos. También se observa la sefial de un metino o a un heteroatomo (61 8.32), en 6
9.98 se aprecia la sefial de un protén de aldehido y por ultimo se distingue la sefial para un
grupo amina (6x 12.2) a campo bajo. Los datos obtenidos en los espectros de RMN-H y RMN-

13C se muestran en la Tabla 5.

El conjunto de sefiales descritas indica que la molécula posee un anillo aromatico
orto-disustituido, un carbonilo de aldehido, una amina y la presencia de un doble enlace.
Estos elementos estructurales satisfacen cinco de las insaturaciones requeridas por la
formula molecular, por lo tanto, la molécula posee dos ciclos mds para completar las
insaturaciones totales. Los maximos de absorcion observados en el UV (Amax, MeOH): 206,
243,255y 298 nm) permitieron proponer que el biciclo correspondia a un nucleo indol. Asi
el nUmero de nitrégenos, carbonos e hidrégenos detectados en los espectros de RMN estan
en armonia con la férmula establecida. La estructura propuesta se confirmd con el analisis

de difraccion de rayos X (Figura 23), celda unitaria ortorrémbica (a =13.95, b =5.86, c=8.61).
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Tabla 6. Datos espectroscépicos de RMN-H y de RMIN-3C para 1-H-indol-3-carboxialdehido
(35) en DMSO-ds (*H a 400 MHz y 13C a 100 MHz)

Posicion 8¢, tipo

1

2 138.2 (C-2)
3 118.2 (C-3)
3a 124.2 (C-3a)
4 120.8 (C-4)
5 122.0 (C-5a)
6 123.4 (C-7)
7 112.4 (C-8)
7a 137.1 (C-7a)
8 184.9 (C-8)

On
12.2
8.32 (1H, s)

8.16 (1H, d, J= 7.4 Hz)
7.26 (1H, dt, J=1.2, 7.4 Hz)
7.29 (1H, dt, J=1.3,7.4 Hz

7.55 (1H, d, J= 7.4 Hz)

9.98 (1H, s)

Figura 22. Estructura cristalina 1H-indol-3-carboxialdehido




RESULTADOS Y DISCUSION

5.2 Actividad antimicrobiana

Se realizaron curvas de control positivo con la finalidad de obtener el CMI de cada
bacteria, los datos obtenidos se muestran en la Tabla 6.
Tabla 7. CMI determinado en la curva de control positivo, en el caso de P. aeruginosa se uso

sulfato de gentamicina*, en las demds bacterias se usé ampicilina y nistatina** para C.
albicans

Microorganismo CMI (pg/mL)
S. typhi 10
E. coli 10
S. aureus 10
B. subtilis 100
P. aeruginosa 1000*
C. albicans 1000**

Con el intervalo de concentraciones empleadas para la evaluacion antimicrobiana del
extracto CH3CN-MeOH de M. albolutea, este resulto activo para P. aeruginosa con un CMI
de 1000 pg/mL, en el caso de las demds bacterias el extracto no presento actividad a ninguna
de las concentraciones evaluadas. De los compuestos aislados solo fue posible evaluar la 5-
N-acetil-8-B-isopropil-ardemina (33) y el 1H-indol-3-carboxialdehido (35), ninguno de los
compuestos presento actividad a las concentraciones empleadas. Por lo tanto, aln no se

asila el principio activo.




| CONCLUSIONES

6. Conclusiones

Como parte de un estudio sistematico del género Malbranchea se realizé el estudio
quimico y biolégico preliminar de M. albolutea, lo que representa una aportacién inédita a
la quimica del género. En este trabajo se encontrd por vez primera la presencia de alcaloides
peptidicos andlogos a la ardemina, previamente detectados en dos especies del género
Aspergillus. Uno de los productos representa un nuevo analogo de la ardemina caracterizado
como 5-N-acetil-15b-B-hidroxi-8-B-isopropil-ardemina (34). De manera adicional se
identificaron la 5-N-acetil-8-B-isopropil-ardemina (33) y el 1-H-indol-3-carboxialdehido (35),

siendo este el primer reporte de estos compuestos en esta especie.

El presente estudio demostro el potencial antimicrobiano de M. albolutea mediante
la evaluacion del extracto CHsCN-MeOH (1:1) sobre el crecimiento de P. aeruginosa con un
CMI de 1000 upg/mL. Por lo tanto, el extracto contiene moléculas con potencial

antibacteriano que no se aislaron en el presente estudio.

7. Perspectivas

Continuar con el estudio quimico de extracto CH3CN-MeOH (1:1) para continuar con
la obtencién de los metabolitos secundarios con posible actividad antimicrobiana de la

especie fungica M. albolutea.

Optimizar las condiciones de crecimiento de la especie fungica con la finalidad de
obtener mayor cantidad extracto organico para continuar con el aislamiento y
caracterizacion de compuestos minoritarios como potenciales antimicrobianos contra P.

aeruginosa.
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Table 1. Crystal datz and struchme refinemsnt for RAII14-1254 4

Idensification code
Empirical fornmla
Fornmla weight
Temperanre
Wavelengh

Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

z

Deensity {calculated)
Absorption coefficient
F(800)

Crystal size

Theta ranze for data collection
Index ranges

Reflections collected
Independent reflactions.
Completeness to theta = §7.670°
Absorption cotrection
Befinement method

Drata | restrainds | parametsrs
Goodness-of-fit on F?

Final R indices [T-2sizma(T)]
B indices {all data)
Abzolume smucnre parametsr
Extinct Fici
Largest diff. peak and hole

IKYZLT

C18 H14 M2 02

200.31

150R)E

154172 &

Onthorhonthic

Peals

a=13.9407(16) A o= 90°.
b=58583TA = 90°.
c=E46140010 A 7=00°
703.95(14) A?

2

1.370 Mg/m®

0.733 mm-!

304

0.414 x 0.121 x 0.108 mm?

6.346 to 68 3487

-1fe=he=14, -Se=k==7, 10==1==10
5087

1240 [Rint) = 0.1052]

100.0 %

None

Full-matrix least-squares on F*

1240/ 1/ 104

1.094

R1=00412, wR2 =0.1151
R1=00420, wR2 =0.1164

0.0(5)

0.012(3)

0.153 and -0.166 2. 4

S.W.Ng (2007) Acta Crystallogr.,Sect.E:Struct.Rep.Online , 63,02732
1H-Indole-3-carbaldehyde CCDC COMWOCQ, COMNOO01

Parametros cristalograficos. Pardmetros y estructura reportados para del 1-H-indol-3-carboxialdehido
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Espectro de DC de 5-N-acetil-8-B-isopropil-ardemina (33).

Datos: (c = 0.01 mg/mL, MeOH), Amax (Ag) 212 (+4.27), 224 (-6.64) nm, 251 (+7.21) nm
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Espectro de DC de 5-N-acetil-15b-B-hidroxi-8-B-isopropil-ardemina (34)

Datos: (c = 0.01 mg/mL, MeOH) Amax (Ag) 213 (+7.37), 226 (-1.45) nm, 251 (+3.17) nm
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