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1. Introduccioén

La resistencia a los antimicrobianos se define como la capacidad que tienen los
microorganismos para impedir que los antibiéticos actien sobre ellos, en consecuencia, los
tratamientos habituales se vuelven ineficaces y las infecciones persisten, ocasionando que
se transmitan. Actualmente, la resistencia bacteriana es un grave problema de salud publica
ya que ésta pone en riesgo la efectividad de los tratamientos actuales con antibiéticos de
primera eleccion y por lo tanto la vida de las personas.

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), si no se toman acciones en
todos los paises, para 2050 las muertes relacionada con la resistencia antimicrobiana
podrian superar las defunciones por cancer.

Hoy en dia, mas de 1.7 millones de personas alrededor del mundo sufren complicaciones
por infecciones intrahospitalarias, también denominadas infecciones asociadas a la
atencion de la salud (IAAS), y representan un importante problema de salud publica, debido
a que generan altas tasas de morbilidad y mortalidad. En México, en el 2015 los principales
microorganismos aislados en brotes de IAAS fueron Acinetobacter baumannii, Klebsiella
pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa, concentrando el 43.5% de los casos notificados
en el informe anual de la Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemiol6gica (RHOVE).

En un reporte emitido por la OMS publicado en el 2017, se manifesto que existe una grave
falta de nuevos antibiéticos en fase de desarrollo para combatir la creciente amenaza de la
resistencia a los antimicrobianos. Este informe muestra que la mayoria de los farmacos que
se estan desarrollando son modificaciones de antibidticos ya existentes que ofrecen
Unicamente soluciones a corto plazo, por lo que se estan buscando alternativas para poder
tratar de una manera mas Optima a este tipo de bacterias resistentes. En este sentido, los
productos naturales derivados de microorganismos, especialmente de hongos
microscopicos, son una fuente promisoria para la busqueda de prototipos estructurales, ya
que debido a sus procesos metabodlicos y de competencia con otros microorganismos,
producen metabolitos secundarios con potencial antibacteriano, por ello, el presente trabajo
tiene como objetivo general contribuir al descubrimiento de nuevos agentes antimicrobianos
a partir de cepas selectas de microorganismos flngicos.

En este trabajo se discuten los resultados obtenidos a lo largo de un proyecto de
investigacion enfocado en el descubrimiento de nuevos antibidticos a partir de hongos
microscopicos. En resumen, se presenta el célculo de las concentraciones minimas
inhibitorias (MIC) de gentamicina (control positivo) para cada una de las cepas utilizadas,
la evaluacion de la actividad antibacteriana de 160 extractos fungicos, el cultivo de los
hongos seleccionados para la obtencién de compuestos antibacterianos, los resultados del
estudio quimico realizado en las cepas estudiadas y finalmente, el aislamiento y
caracterizacion de algunos de los metabolitos secundarios aislados a partir de los extractos
bioactivos seleccionados.



2. Antecedentes

2.1. Resistencia antimicrobiana

La resistencia a los antimicrobianos se define como la capacidad que tienen los
microorganismos para impedir que los antibioticos actien sobre ellos, en consecuencia,
los tratamientos habituales se vuelven ineficaces y las infecciones persisten, ocasionando
gue se transmitan con el riesgo de provocar epidemias o incluso pandemias.! Actualmente,
la resistencia antimicrobiana es un grave problema de salud publica, ya que ésta pone en
riesgo la efectividad de los tratamientos actuales con antibiéticos de primera eleccion y por
lo tanto la vida de las personas.

En el afio 2016 la Asamblea General de las Naciones Unidas estim6 que en el mundo hay
alrededor de 700,000 muertes al aflo debido a la resistencia a antimicrobianos, y que la
cifra ascendera a 10 millones de muertes en los proximos 35 afios. Por lo que si no se
toman acciones globales, para 2050 las muertes relacionadas con la resistencia
antimicrobiana podrian superar las defunciones por cancer (Figura 1).223
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Figura 1. Muertes diarias atribuibles a la Resistencia Antimicrobiana para el afio 2050. Modificado de?.

2.2. Resistencia alos antibiéticos.

Los antibidticos son medicamentos usados para tratar y prevenir las infecciones
bacterianas, la introduccion de éstos en la practica clinica supuso una de las intervenciones
mas importantes para el control de las enfermedades infecciosas. Sin embargo, las
actividades antropogénicas y el uso inadecuado e indiscriminado de estas sustancias a lo
largo del tiempo, han contribuido a la emergencia del fenbmeno de resistencia a multiples
tipos o clases de antibidticos, mismo que representa una gran amenaza para la salud
mundial, la seguridad alimentaria y el desarrollo ecénomico.*® La resistencia a los
antibiéticos se produce cuando las bacterias mutan en respuesta al uso de estos farmacos;
y se define como la capacidad de una bacteria para sobrevivir en concentraciones de
antibiético que inhiben/matan a otras de la misma especie. Esto trae como consecuencia el
incremento de los costos médicos, que se prolonguen las estancias hospitalarias y el
aumento en la mortalidad.® 728

Por ello, en 2017 la OMS publicé el listado de patégenos prioritarios para guiar y promover
la investigacién y desarrollo (I+D) de nuevos antibidticos (Tabla 1). En esta lista se



evidencia a las bacterias que tienen la capacidad innata de encontrar nuevas formas de
resistir a los tratamientos y pueden transmitir material genético que permite a otras bacterias
hacerse farmacorresistentes, ademas de representar un riesgo mas alto para los pacientes,

por la falta de tratamientos efectivos para combatirlas.®

Tabla 1. Lista de la OMS de pat6égenos prioritarios para la I+D de nuevos antibiéticos. Modificado de °.

Acinetobacter baumannii,
resistente a los
carbapenémicos.
Pseudomonas
aeruginosa, resistente a
los carbapenémicos
Enterobacteriaceae,

Prioridad 2. Elevada

Prioridad 3. Media

Enterococcus faecium,
resistente a la
vancomicina.
Staphylococcus aureus,
resistente a la meticilina,
con sensibilidad
intermedia y resistencia a

1. Streptococcus
pneumoniae, sin
sensibilidad a la
penicilina.

2. Haemophilus
influenzae, resistente
a la ampicilina.

Shigella spp.,
resistente a las
fluoroquinolonas.

la vancomicina. 3.
Helicobacter pylori,
resistente a la
claritromicina.
Campylobacter spp.,
resistente a las
fluoroquinolonas.

e Salmonellae, resistentes a
las fluoroquinolonas.

e Neisseria gonorrhoeae,
resistente a la
cefalosporina y resistente
a las fluoroquinolonas.

resistentes a los
carbapenémicos, .
productoras de

Betalactamasas de
espectro extendido .
(ESBL).

2.3. Infecciones asociadas a la atencion de la salud.

Las infecciones asociadas a la atencién de la salud (IAAS), antes denominadas infecciones
nosocomiales u hospitalarias, son un importante problema de salud publica, debido a que
generan altas tasas de morbilidad y mortalidad, ademas de un importante aumento en los
costos de atencion, sobre todo cuando el agente etioldgico es una bacteria resistente a los
antibiéticos.'® Por definicion, las IAAS son infecciones contraidas por un paciente durante
su tratamiento en un hospital o centro sanitario y que dicho paciente no tenia ni estaba
incubando en el momento de su ingreso y pueden afectar a los trabajadores de la salud e
incluso a los visitantes .12

Actualmente, mas de 1.7 millones de personas alrededor del mundo sufren complicaciones
por infecciones contraidas en un hospital. Para México la tasa global de IAAS por cada 100
egresos, reportada en 2015, fue de 4.7.3* 14 Entre las especies patégenas causantes de
IAAS a nivel mundial destacan las bacterias del grupo ESKAPE (Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa y especies de Enterobacter), acronimo formulado en 2009 por la Sociedad de
Enfermedades Infecciosas de América para enfatizar el grupo de patégenos que con mayor
frecuencia causan infecciones hospitalarias y que "escapan" de manera efectiva a los
efectos de los medicamentos antibacterianos de primera eleccién.® 1617



Si bien esta clasificacion sirve de referencia a nivel mundial, no se puede generalizar; por
tal motivo, es importante conocer la biota de cada pais, por ejemplo, Estados Unidos es
una de las naciones en donde existe un mayor numero de estudios de prevalencia sobre
los agentes etioldgicos en las IAAS. De estos, el microorganismo mas frecuentemente
aislado es Staphylococcus aureus.'® Sin embargo, en México en el 2015 los principales
microorganismos aislados en brotes de IAAS fueron Acinetobacter baumannii, Klebsiella
pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa (Figura 2) que concentran el 43.5% de los casos
notificados en el informe anual de la Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemiol6gica
(RHOVE).*
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Figura 2. Microorganismos aislados en Brotes de IAAS, México 2015 por cada 100 egresos. Modificado de 4.

2.4. Importancia de las nuevas opciones terapéuticas.

En las décadas pasadas la emergencia y propagacion de la resistencia antibacteriana ha
mostrado un aumento dramético, ya que alrededor del mundo la cantidad de bacterias
patégenas que afectan a los seres humanos y que son resistentes a uno o mas antibiéticos
ha crecido considerablemente.!® Debido a esto, se estima que durante el siglo XXI se podria
llegar a una “era post-antibidticos” en la cual muchas de las infecciones bacterianas podrian
ser intratables, ya que en su mayoria el arsenal de farmacos antibiéticos en el mercado y
las estrategias de prevencidbn son inadecuadas para el tratamiento de cepas
multirresistentes. Por ello, la busqueda de tacticas alternativas en contra del desarrollo de
la resistencia antibacteriana es un reto global para la comunidad cientifica y los sistemas
de salud publica.?* 2

Actualmente, la utilidad de los antibioticos convencionales para el tratamiento de las
infecciones bacterianas ha disminuido, debido al incremento de las cepas resistentes y a la
reducida velocidad de desarrollo de nuevos agentes para tratarlas. De acuerdo con la OMS,
existe una grave falta de nuevos antibioticos en fase de desarrollo para combatir la creciente
amenaza de la resistencia a los antimicrobianos. El informe publicado en 2017 por esta
institucion muestra que la mayoria de los farmacos que estan en fase de desarrollo son
modificaciones de clases de antibidticos ya existentes que Unicamente ofrecen soluciones
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a corto plazo. En este sentido la busqueda de alternativas farmacolégicas para poder tratar
de una manera mas Optima las infecciones causadas por bacterias resistentes es una
actividad primordial.??

En los ultimos 40 afios, el desarrollo de nuevos antibiéticos por la industria farmacéutica ha
disminuido considerablemente, debido a diversos obstaculos econémicos y regulatorios
(Figura 3, Figura 4, Tabla 2 y Tabla 3). Si bien, esta actividad representaba una estrategia
efectiva para la industria en el pasado, en la actualidad no es considerada como una
investigacion econémicamente sabia, principalmente porque los antibioticos se usan por
tiempos relativamente cortos y la inversion en etapas de investigacion y desarrollo no son
econdmicamente atractivas, en comparacion con farmacos empleados en el tratamiento de
condiciones o enfermedades crénicas como la diabetes, los desérdenes psiquiatricos, el
asma o reflujo gastrointestinal.z
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Figura 3. Numero de nuevos antibiéticos aprobados por intervalos de tiempo. El nimero de nuevos antibiéticos

desarrollados y aprobados ha decrecido considerablemente en las pasadas tres décadas dejando pocas
opciones para el tratamiento contra la resistencia bacteriana. Modificado de 2324,

Tabla 2. Cédigo usado en el andlisis presentado en la Tabla 3 y Figura 4. Modificado de 2.

Cddigo Breve definicién/afo
B Macromolécula biolégica, 1997
N Producto natural inalterado, 1997
NB Droga botanica (mezcla definida), 2012
ND Derivado de producto natural, 1997
S Farmaco sintético, 1997
S* Farmaco sintético (NP farmacoéforo), 1997
Vv Vacuna, 2003
INM Imitacion de producto natural, 2003
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Figura 4. Farmacos antibacterianos obtenidos de distintas fuentes. Modificado de 2.




Tabla 3. Farmacos antibacterianos aprobados en el periodo comprendido entre 1981 y 2019. Modificado de .

N° | Nombre genérico Nombre comercial Afo | Fuente N° | Nombre genérico Nombre comercial Afo | Fuente
1 | Sulfato de netilmicina Netromicina 1981 | N 31 | Aspoxicilina Doyle 1987 | ND
2 | Cefoperazona sédica Cefobis 1981 | ND 32 | Cefixima Cefspan 1987 | ND
3 | cefotiam Pansporina 1981 | ND 33 | Cefminox sédica Meicelina 1987 | ND
4 | Cefsoludin Takesulina 1981 | ND 34 | Cefpimizol Ajicef 1987 | ND
5 | ACWY meningococo PS vacuna | Mencevax 1981 35 | Pivoxil de cefteram Tomiron 1987 | ND
6 | Sulfato de micronomicina Sagamicina 1982 | N 36 | Axetil cefuroxima Zinnat 1987 | ND
7 | Apalcilina sédica Lumota 1982 | ND 37 | Cefuzonam sédico Cosmosin 1987 | ND
8 | Ceftizoxima s6dica Epocelina 1982 | ND 38 | lenampicilina HCI Varacilina 1987 | ND
9 | Ceftriaxona sodica Rocephin 1982 | ND 39 | Rifaximina Normix 1987 | ND

Sal disédica de

10 | moxalactama Shiomarin 1982 | ND 40 | Roxitromicina Rulid 1987 | ND

11 | Cefmenoxima HCI Tacef 1983 | ND 41 | Tosilato de sultamicilina Unasyn 1987 | ND

12 | Ceftazidima Fortam 1983 | ND 42 | Carumonam Amasulin 1988

13 | Norfloxacina Noroxin 1983 | S 43 | Fosfomicina trometamol Monuril 1988

14 | Aztreonam Azactam 1984 | ND 44 | Isepamicina Isepacin 1988

15 | Cefonicida sédica Monocid 1984 | ND 45 | Teicoplanina Targocid 1988

16 | Ceforanida Precef 1984 | ND 46 | Azitromicina Sunamed 1988 | ND

17 | Cefotetan sal discida Yamatetan 1984 | ND 47 | Acistrato de eritromicina Erasis 1988 | ND

18 | Temocilina sal disdica Temopen 1984 | ND 48 | Flomoxef sédico Flumarin 1988 | ND

19 | Miocamicina Miocamicina 1985 49 | Rifapentina Rifampin 1988 | ND

20 | Mupirocina Bactroban 1985 50 | Taurolidina Taurolin 1988

21 | Sulfato de astromicina Fortimicina 1985 | ND 51 | RV-11 Zalig 1989

22 | Cefbuperazona sodica Tomiporan 1985 | ND 52 | cefpodoxima proxetil Banan 1989 | ND

23 | Cefpiramida sddica Sepatren 1985 | ND 53 | Lomefloxacino Uniquin 1989 | S

24 | Imipenem/cilastatina Zienam 1985 | ND 54 | hinfluenzae b vacuna. Hibtitek 1989

25 | Rifaximina Rifacol 1985 | ND 55 | hinfluenzae b vacuna. Prohibit 1989 | V

26 | Ofloxacino Tarivid 1985 56 | Arbekacina Habekacina 1990 | ND

27 | Mesilato de pefloxacino Perflacina 1985 57 | Cefodizima sédica Neucef 1990 | ND

28 | Rokitamicina Ricamicina 1986 | ND 58 | Claritromicina Klaricid 1990 | ND

29 | Ciprofloxacino Ciprobay 1986 59 | Tosufloxacina Ozex 1990 | S

30 | Enoxacina Flumark 1986 60 | Cefdinir Cefzon 1991 | ND




Tabla 3. Farmacos antibacterianos aprobados en el periodo comprendido entre 1981 y 2019. (Continuacion).

N° | Nombre genérico Nombre comercial Afo | Fuente N° | Nombre genérico Nombre comercial Afo | Fuente
61 | Temafloxacina HCI Temac 1991 | S 91 | Gatifloxacina Tequin 1999 | S
62 | Cefetamet pivoxil HCI Globocef 1992 | ND 92 | Moxifloxacina HCI Avelox 1999 | S
63 | Cefpiroma sulfato Cefrom 1992 | ND 93 | Vacuna meningocécica Menigetec 1999 | V
64 | Cefprozil Cefzil 1992 | ND 94 | Linezolida Zyvox 2000 | S
65 | Ceftibuteno Seftem 1992 | ND 95 | Vacuna meningocécica NeisVac-C 2000 | V
66 | Loracarbef Lorabid 1992 | ND 96 | Vacuna meningocdcica Menjugate 2000 | V
67 | Rifabutina Micobutina 1992 | ND 97 | Vacuna antineumocécica Prevnar 2000 | V
68 | Tazobactam sal de sodio Tazocilina 1992 | ND 98 | Vacuna hexavalente Hexavac 2000 | V
69 | Fleroxacina Quinodis 1992 99 | Vacuna hexavalente Infantrix HeXa 2000 | V
70 | Rufloxacina HCI Qari 1992 100 | Telitromicina Ketek 2001 | ND
71 | Cefepima Maxipima 1993 | ND 101 | Biapenem Omegacin 2002 | ND
72 | Diritromicina Nortron 1993 | ND 102 | Ertapenem sodico Invanz 2002 | ND
73 | Levofloxacino Floxacin 1993 | S 103 | Balafloxacin Q-Roxin 2002 | S
74 | Nadifloxacino Acuatim 1993 | S 104 | Pazufloxacin Pasil 2002 | S
75 | Esparfloxacino Spara 1993 | S 105 | Prulifloxacin Sword 2002 | S
76 | Brodimoprim Hyprim 1993 | S*/MN 106 | Vacunas dpt Daptacel 2002 | V
77 | Cefditoren pivoxil Meiact 1994 | ND 107 | Daptomicina Cubicin 2003 | N
78 | Meropenem Merrem 1994 | ND 108 | Mesilato de gemifloxacina Factive 2003 | S
79 | Panipenem/betamiprom Carbenin 1994 | ND 109 | Meningitis b MeNZB 2004 | V
80 | Vacuna oral contra célera Orochol 1994 | V 110 | Doripenem Finibax 2005 | ND
81 | cefozopran HCI Firstcin 1995 | ND 111 | Tigeciclina Tygacil 2005 | ND
82 | cefcapene pivoxil Flomox 1997 | ND 112 | MCV-4 Menactra 2005 | V
83 | Etilsuccinato de fluritromicina | Ritro 1997 | ND 113 | DTPw-HepB-Hib Quinvaxem 2006 | V
84 | Fropenam Farom 1997 | ND 114 | Vacuna DTaP Tribik 2006 | V
85 | Grepafloxacino Vaxor 1997 | S 115 | Retapamulina Altabax 2007 | ND
86 | Cefoselis Wincef 1998 | ND 116 | Garenoxacina Geninax 2007 | S
87 | Mesilato de trovafloxacina Trovan 1998 | S 117 | ceftobiprol medocarilo Zeftera 2008 | ND
88 | Vacuna de polisacérido tifoideo Typherix 1998 | V 118 | telavancina HCI Vibativ 2009 | ND
89 | Dalfopristina Synercid 1999 | ND 119 | Besifloxacino Besivance 2009 | S
90 | Quinupristina Synercid 1999 | ND 120 | Vacuna DTaP Prevenar 13 2009 | V




Tabla 3 Farmacos antibacterianos aprobados en el periodo comprendido entre 1981 y 2019. (Continuacion).

N° | Nombre genérico Nombre comercial Afo | Fuente N° | Nombre genérico Nombre comercial Afo | Fuente
121 | Vacuna DTaP Synflorix 2009 | V 142 | DPT-IPV Squarekids 2014 | V
122 | menACWY-CRM Menveo 2010 | V 143 | Antrasil Anthrasil 2015 | B
123 | PSA-TT MenAfriVac 2010 | V 144 | Astrodimer Vivagel 2015 | S
124 | Fidaxomicina Dificid 2011 | N 145 | Nemonoxacina Taigexyn 2015 | S
125 | ceftarolina fosamil acetato Teflaro 2011 | ND 146 | Ozenoxacino Zebiax 2015 | S
126 | Raxibacumab ABthrax 2012 | B 147 | Zabofloxacino HCI Zabolante 2015 | S
127 | Bedagquilina Sirturo 2012 | S 148 | Bezlotoxumab Zinplava 2016 | B
128 | hib-mency-tt Menhibrix 2012 | V 149 | Obiltoxaximab Anthim 2016 | B
129 | BK-4SP Tetrabik 2012 | V 150 | CVD 103-HgR Vaxchora 2016 | V
130 | BK-4SP Quattrovac 2012 | V 151 | DTP-HepB-Polio-Hib Vaxelis 2016 | V
131 | MenACWY-TT Nimenrix 2012 | V 152 | Meropenem/vaborbactam Vabomere 2017 | ND
132 | MenACWY-TT Typbar 2013 | V 153 | Delafloxacin meglumina Baxdela 2017 | S
133 | MenACWY-TT Bexsero 2013 | V 154 | Plazomicina Zemdri 2018 | ND
134 | Antitoxina botulinica. Bat 2013 | V 155 | Omadaciclina Nuzyra 2018 | ND
135 | Dalbavancina Dalvance 2014 | ND 156 | Eravaciclina Xerava 2018 | ND
136 | Oritavancina Orbactiv 2014 | ND 157 | Sareciclina Seysara 2018 | ND
137 | Cetolozano/tazobactam Zerbaxa 2014 | ND 158 | GC-1107 G.C.TD vacc. 2018 | V
138 | Tedizolid fosfato de sodio Sivextro 2014 | S 159 | Lefamulina Xenlita 2019 | ND
139 | Nemonoxacina Taigexyn 2014 | S 160 | Imicilast-relebactam Recarbrio 2019 | ND
140 | Finafloxacina HCI Xtoro 2014 | S 161 | lasculfloxacin Lasvic 2019
141 | MnB rLP2086 Trumenba 2014 | V 162 | Pretomanid 2019




2.5. Papel de los productos naturales (PN) como fuente de compuestos
terapéuticos.

Por milenios, los humanos han girado en torno al mundo natural para conseguir medicinas
y tratar un amplio nimero de enfermedades, incluyendo desordenes gastricos, dolor e
incluso sindromes psiquiatricos. El conocimiento generado fue pasando de generacién en
generacién entre la comunidad, como resultado de las anécdotas, la experiencia acumulada
o las costumbres, muchas de estas medicinas son mezclas hidroalcohdlicas de plantas.?
En especial durante el siglo pasado, los productos naturales (PN) fueron la mayor fuente
de diversidad quimica y contribuyeron significativamente al descubrimiento de un
sinnumero de farmacos. Se les denomina PN a los metabolitos secundarios (moléculas de
sefializacidbn que permiten no solo que el organismo sobreviva, sino que prospere)
biologicamente activos derivados de fuentes naturales, como plantas, animales y
microorganismos.2%:2

Los PN como prototipos estructurales para el desarrollo de farmacos presentan numerosas
ventajas sobre los productos sintéticos, lo que los hace una herramienta insustituible en la
busqueda de nuevos candidatos. Dentro de estas ventajas destaca su elevada diversidad
y complejidad quimica, misma que se traduce en un extenso abanico de actividades
biolégicas. De cerca de un millon de productos naturales estudiados hasta 2015,
aproximadamente el 25% son biol6gicamente activos, de estos, el 60% proviene de plantas
y el resto de microorganismos. En el mundo microscépico, los hongos son la principal fuente
de compuestos bioactivos, representando el 42% del total.?®

Los hongos microscopicos son organismos abundantes y ampliamente distribuidos en la
naturaleza,? son responsables de ciclos naturales de recambio de nutrientes y juegan un
papel muy importante en numerosos procesos metabdlicos. Estos microorganismos son
utilizados en la elaboracion de mudltiples productos y sintesis de una gran variedad de
moléculas con propiedades quimico-biolégicas interesantes y con alto valor agregado,
como los antibidticos, antifingicos, inmunomoduladores, anticolesterolémicos vy
antitumorales, entre otros®**3! (Figura 5). Los PN de origen flingicos han proporcionado una
vista revolucionaria sobre agentes farmacéuticos en contra de varias enfermedades y han
inspirado la sintesis quimica de farmacos innovadores. De las aproximadamente 1.5
millones de especies fungicas estimadas, al dia solo han sido descritas cerca de 120,000 y
de éstas, solo una pequefia fraccién se ha aislado y cultivado en un laboratorio para estudio
guimico, lo que significa que aun existe un gran cantidad de microorganismos flingicos por
estudiar.®?
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Figura 5. Ejemplos de productos naturales de origen fingico con distintos fines terapéuticos.?>33

2.6. Relevancia de los hongos microscoépicos en la produccién de
antibioéticos.

El uso de los microorganismos productores de antibiéticos para prevenir enfermedades ha
estado presente por milenios, ejemplo de esto es el uso de los emplastos tradicionales de
pan mohoso para tratar heridas abiertas en Serbia, China, Grecia y Egipto, hace mas de
2000 afios.* Sin embargo, el descubrimiento de la penicilina en 1928 por Alexander
Fleming marcé el comienzo de la era de los antibiéticos para el tratamiento de las
enfermedades microbianas, a partir de este hecho, la busqueda de antibi6ticos increment6
considerablemente, revolucionando el cuidado de la salud y contribuyendo a los grandes
avances médicos del siglo XX.% La “era de oro” de los antibiéticos se dio de 1930 a 1960,
periodo donde se descubrieron las diferentes clases estructurales de antibiéticos utilizados
en la terapéutica contemporanea. Desde entonces, estas moléculas han jugado un rol muy
importante en el desarrollo de la humanidad, aumentando la expectativa de vida y salvando
millones de vidas.%¢

Del total de antibiéticos conocidos y comercializados en 1955, el 22% se obtuvieron de
hongos filamentosos, mientras que para el 2005 esta cifra aumento a 46%. Los antibidticos
obtenidos a partir de microorganismos fangicos varian en su estructura y mecanismo de
accion (Figura 6 y Tabla 4).
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Figura 6. Ejemplos de antibidticos obtenidos de microorganismos flngicos. Tanto la cefalotina como la tiamulina
son representantes de dos grandes grupos de antibidticos como lo son las cefalosporinas y las pleuromutilinas,
respectivamente.

Tabla 4. Antibiéticos con su respectivo hongo productor y mecanismo de accion, asi como uso terapéutico.3’

Antibiético Hongo productor Uso terapedtico Mecanismo de
accion
Penicilina Penicillium chrysogenum Gram (+) Inhibicion de la
Cefalosporinas Cephalosporium Gram (+) y Gram (-) sintesis de la pared
acremonium celular
Pleuromutilinas Clitopilus passeckerianus Gram (+) Inhibicion de la
Acido fusidico Fusidium coccineum Gram (+) sintesis de proteinas.
Griseofulvina Penicillium griseofulvum Dermatofitos Inhibicién de la
formacion de
microtUbulos en la
replicacion.

2.7. Generalidades del género Epicoccum.
Epicoccum es uno de los hongos pioneros en el campo del descubrimiento de metabolitos
biol6gicamente activos, las colonias de Epicoccum a menudo son brillantes de color rojo,
naranja, café o amarillo y muestran pigmentos tipicos que libera el hongo. Es un ascomiceto
comunmente aislado de diferentes fuentes, tiene distribucion en todo el mundo y es uno de
los invasores mas comunes de diferentes plantas. La literatura sugiere porcentajes
relativamente altos de produccién de nuevas entidades quimicas de aislamientos enddfitos
(51%) comparado con aislamientos de suelo (38%).%8 %

Los enddfitos son microorganismos que habitan tejidos vivos de plantas superiores sin
producir ningun sintoma de enfermedad. La relacion mutualista entre los enddfitos y su
planta hospedera, permite a éstos la produccion de diversas clases de metabolitos
secundarios como policétidos, terpenos, dicetopiperacinas, sideroforos y carotenoides,
entre otros. La mayoria de estos compuestos ejercen una actividad biol6gica promisoria
como antioxidantes, antimicrobianos y anticancerigenos. (Tabla 5)%% 41,
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La especie mas aislada por muchos cientificos es E. nigrum, la cual se ha obtenido de
diferentes hospederos como plantas, animales y organismos marinos. Esta especie es
primariamente conectada con la descomposicién de los tejidos vegetales y a veces se ha
declarado como un patégeno débil para las plantas. Sin embargo, es famoso por sus
exitosas aplicaciones en el biocontrol de muchos fitopatégenos, también es conocido por
su capacidad para producir diversas clases de metabolitos secundarios, estructural y
biol6gicamente diversos, con aplicaciones meédicas varias, ademéas de la formacion de
pigmentos y su aplicacion industrial. Debido a esto, la comunidad cientifica se ha enfocado
en el estudio de la gran variedad de metabolitos producidos por E. nigrum (Figura 7).38 4
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Figura 7. Ejemplos de metabolitos aislados a partir de E. nigrum.

2.8. Generalidades del género Westerdykella
El género Westerdykella se encuentra dentro de la familia Sporormiaceae, de distribucién
cosmopolita. Este género comprende cerca de 100 especies, de las que se tienen bien
caracterizadas 11 de ellas: W. ornata, W. angulata, W. aurantiaca, W. cilyndrica, W.
dispersa, W. globosa, W. multispora, W. nigra, W. rapa-nueinsis, W. purpurea y W.
reniformis, las diferentes especies de este hongo han sido aisladas de una amplia variedad
de sustratos ambientales incluyendo suelo/sedimento, estiércol y restos de plantas. A pesar
de que estos hongos son comunmente obtenidos de ambientes terrestres, también son
capaces de crecer y esporular en ambientes salinos y no salinos, esto sugiere que es un
hongo marino no obligado, por lo que incluso han sido aislados de ambientes acuaticos,

estuarios y marinos; por ejemplo, sedimentos de mangle y lagos de agua fresca y salina. 4>
43
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Algunos grupos de trabajo han examinado los aislados del género Westerdykella para
estudiar la produccion de moléculas bioactivas, dentro de las cuales se encuentran
epipolotiodioxopiperazinas (ETPSs), citocalasinas y derivados de alcaloides (Figura 8). De
estas investigaciones, se han encontrado compuestos con actividades importantes dentro
de las que destacan la inhibicion del mecanismo de apoptosis, inhibicion de la gelatinasa
NMP-2, y finalmente actividades como inhibidores del crecimiento de varios dermatofitos y
algunas especies de Candida, ademés de actividad antibiotica frente a diferentes cepas
bacterianas como lo son B. subtilis, MRSA y Staphylococcus warneri. 45 46. 47
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Figura 8. Ejemplos de metabolitos aislados a partir del género Westerdykella.

2.9. Generalidades del género Aspergillus

Aspergillus es un género diverso con alto impacto econdmico y social. Las especies de este
hongo se encuentran alrededor del mundo en diferentes habitats y son conocidas por el
deterioro de la comida, produccién de micotoxinas y son frecuentemente reportadas como
patégenos animales y humanos. Ademas, muchas especies son usadas en biotecnologia
para la produccion de varios metabolitos como antibidticos, &cidos orgéanicos,
medicamentos 0 enzimas, e incluso como agentes en muchas fermentaciones de
alimentos.*®

El hongo mas estudiado dentro de este género es Aspergillus niger, éste es un fitopatégeno
responsable de la enfermedad llamada “moho negro” en las plantas y es considerado como
el microrganismo mas versatil para producir acidos, proteinas y enzimas de valor industrial,
ademas de una gran variedad de compuestos de interés farmacoldgico.*®

A partir de 1919, cuando Pfizer introdujo la produccién de acido citrico en este hongo, se
dio el nacimiento de la industria biotecnoldgica, lo cual provocé que los cientificos se
enfocaran en la investigacion de A. niger y ésta crecio en los siguientes afios. Un amplio
rango de proteinas Unicas involucradas en ciertos mecanismos que no ocurren en otros
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hongos filamentosos indican que esta especie es versétil a nivel de produccion celular, asi

se reveld a A. niger como una herramienta poderosa para la produccién de diversos
compuestos, estructuralmente complejos.*®

Una revision de la literatura, que va de 1917 a 2018, revelo 213 metabolitos secundarios
producidos por cepas de A. niger de diferentes fuentes y corrobora a las especies de este
hongo como una fuente copiosa de productos naturales (Figura 9).4°
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Figura 9. Ejemplos de metabolitos aislados a partir de A. niger.
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3. Hipotesis
El cribado de la actividad antibacteriana (12 cepas bacterianas de prueba, incluyendo
microorganismos tipificados ATCC y aislamientos intrahospitalarios) de extractos organicos
(160) de microorganismos fungicos, permitird detectar los aislamientos mas apropiados
para el descubrimiento o reposicionamiento de metabolitos secundarios con potencial
antibacteriano contra cepas intrahospitalarias de A. baumannii, P. aeruginosa y K.
pneumoniae.
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4. Objetivos
4.1. Objetivo general

El presente proyecto tiene como objetivo contribuir al descubrimiento de nuevos agentes
antimicrobianos a partir de especies fungicas selectas colectadas de diversas zonas del
territorio nacional, utilizando estudios biodirigidos contra cepas bacterianas del grupo
ESKAPE, tanto ATCC como de aislamientos intrahospitalarios.

»w

4.2. Objetivos particulares

Evaluar el potencial antibacteriano (12 cepas de prueba) de 160 extractos organicos de
origen fungico.

Realizar el fraccionamiento primario de extractos organicos con actividad
antimicrobiana.

Realizar el estudio biodirigido de por lo menos una especie fungica.

Optimizar las condiciones para el aislamiento de metabolitos secundarios bioactivos por
cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC).

Establecer la estructura quimica de metabolitos secundarios con actividad
antibacteriana empleando métodos espectroscdpicos y espectrométricos.

Determinar la actividad antibacteriana de los metabolitos secundarios obtenidos,
utilizando un método de microdilucién en placa.
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5. Desarrollo Experimental

5.1. Determinacién de la Concentracién Minima Inhibitoria (MIC) del
control positivo (gentamicina).

La concentracion minima inhibitoria (MIC) del control positivo (gentamicina) se determin6
mediante la técnica de microdilucién en placa, utilizando dos grupos de microorganismos
de prueba, en primer lugar cepas ATCC proporcionadas por el Cepario de la Facultad de
Quimica, UNAM: Gram (+) Enterococcus faecium (ATCC700323) y Staphylococcus aureus
(ATCC35667); Gram (-) Klebsiella pneumoniae (ATCC700603), Acinetobacter baumannii
(ATCC17178), Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853) y Enterobacter cloacae
(ATCC700323), y en segundo lugar, cepas proporcionadas por la QFB Rosario Vazquez
Larios, jefa del laboratorio de microbiologia del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio
Chéavez”: K. pneumoniae 1906, K. pneumoniae 1905, P. aeruginosa 5676, P. aeruginosa
5687, E. cloacae 5312 y S. aureus resistente a meticilina (MRSA).

De manera general, los ensayos se realizaron en placas de 96 pozos, colocando en cada
pozo 10 puL de concentraciones crecientes de gentamicina (1, 10, 100, 500, 1000, 2000 y
5000 pg/mL) posteriormente se adicionaron 80 pL de caldo Miuller- Hinton (MH) y 10 uL de
suspensién bacteriana ajustada aproximadamente a 1x10% células/mL (0.5% del estandar
turbidimétrico de McFarland); enseguida, se ley6 la densidad optica (DO) a 600 nm al
tiempo cero (to) en un lector Synergy HT y posteriormente, las muestras se incubaron por
16 horas a 37 °C. Al término del periodo de incubacién se registrd la DO de las muestras y
los resultados se determinaron mediante el cambio en la medida entre ambas lecturas,
utilizando la siguiente ecuacion (1);

ADO muestra
ADO del control x

%Crecimiento = 100, Ecuacion 1

Donde:
ADO muestra= DO =16 — DO =0
ADO del control= DO de la suspensién bacteriana =16 — DO de la suspension bacteriana t=o

Las curvas de inhibicién de crecimiento bacteriano y el valor de MIC para cada una de las
cepas bacterianas se obtuvieron mediante ajuste no lineal empleando la ecuacion (2)
modificada de Gompertz con el programa GraphPad Prism 6.0.

N(t) = Ae~B¢™ Ecuacién 2

Donde:
N (t) = tamafio de la poblacién al tiempo t

. . 2 . . .z A
A= valor del maximo crecimiento y ademas determina un punto de inflexion en -

B= numero positivo que desplaza el modelo a la izquierda o derecha
K= establece la tasa intrinseca de crecimiento.
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5.2. Obtencién de microorganismos fungicos y de los extractos
organicos.

Se trabajaron extractos organicos de origen fungico previamente obtenidos en el grupo de
trabajo. Los microorganismos se obtuvieron de muestras de hojarasca, musgo, corteza de
arbol, maleza y tallos sumergidos en depdsitos de agua dulce colectados en la Sierra de
Guadalupe (1Q-001 1Q-032) y muestras varias obtenidas en los humedales de Tamiahua-El
idolo, Veracruz, México (IQ-033- 1Q-080).
Inicialmente, todos los microorganismos (1Q-001 a IQ-080) se obtuvieron en cultivo axénico
siguiendo la metodologia descrita por Aguilar-Ramirez y Martinez-Avifia, 2019.
Brevemente, cada una de las muestras se fragmenté en trozos de 1-2 mm con el fin de
reducir la poblacion de microorganismos en la superficie de los fragmentos. Para ello, los
fragmentos se sometieron a un proceso de desinfeccion de acuerdo con los siguientes
pasos: 1) las muestras se lavaron con agua estéril (1 minuto), 2) se sumergieron en una
solucion al 70% de alcohol etilico (1 minuto), 3) se enjuagaron nuevamente con agua estéril
(1 minuto) y posteriormente se sumergieron en una solucién de hipoclorito de sodio al 0.5%
(30 segundos), 4) se enjuagaron con agua estéril (1 minuto) y se dejaron secar en una gasa
estéril, y finalmente 5) las muestras se sembraron por separado y por triplicado en cajas
Petri de 100 mm conteniendo Agar Papa Dextrosa (PDA) y amoxicilina (500 mg/L). Estos
cultivos se almacenaron a temperatura ambiente.

Para el aislamiento de los microorganismos fungicos en cultivo axénico se observaron las
colonias de microorganismos que emergieron de las muestras sembradas y se resembraron
en cajas de Petri de 60 mm con PDA. Una vez obtenidos los cultivos puros de
microorganismos, se les asigné una clave de identificacion con independencia de su fuente
de origen. Una vez teniendo los cultivos axénicos, tres fragmentos de aproximadamente 0.5
x 0.5 cm de este cultivo se transfirieron a tubos para centrifuga de 50 mL con 15 mL de
caldo papa dextrosa (PDB), para aumentar la cantidad de biomasa y generar un cultivo
semilla que sirviera como pre-inéculo para posteriormente ser cultivados en medio solido
(arroz y Cheerrios®). Los cultivos se mantuvieron en condiciones estaticas a temperatura
ambiente con periodos normales de luz- oscuridad por 28 dias.

Posteriormente, los extractos se prepararon de acuerdo con la siguiente metodologia: 1) a
cada matraz con cultivo se le afiadieron 60 mL de una mezcla 1:1 de CH,Cl,-MeOH y se
fragmentd la biomasa. Las muestras se dejaron macerar con agitaciébn por
aproximadamente 2 h a temperatura ambiente; 2) después de este tiempo, las muestras se
filtraron al vacio y el residuo sélido se lavé con 90 mL de CH.Cly; 3) se agregaron 75 mL de
agua destilada para realizar un reparto y las fracciones organicas se concentraron a presion
reducida; 4) el extracto organico se reconstituyé con 100 mL de una mezcla 1:1 MeOH-
MeCN y se sometié a un segundo reparto con 100 mL de hexano. Las fracciones de MeOH-
MeCN se concentraron a presion reducida.

Finalmente, los extractos organicos (160 muestras) se prepararon a una concentracion de
10,000 pg/mL en DMSO y se organizaron como se indica en la Figura 10, en placas de 96
pozos para crear una biblioteca de extractos.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A IQ-001 | 1Q-002 | 1Q-003 | 1Q-004 | 1Q-005 | 1Q-006 | 1Q-007 | 1Q-008 | IQ-009 | 1Q-010
B IQ-001 | 1Q-002 | 1Q-003 | 1Q-004 | 1Q-005 | 1Q-006 | 1Q-007 | 1Q-008 | IQ-009 | 1Q-010
C IQ-011 | 1Q-012 | 1Q-013 | 1Q-014 | IQ-015 | IQ-016 | 1Q-017 | 1Q-018 | IQ-019 | 1Q-020
D IQ-011 | 1Q-012 | 1Q-013 | 1Q-014 | 1Q-015 | 1Q-016 | 1Q-017 | 1Q-018 | IQ-019 | 1Q-020
E 1Q-021 | 1Q-022 | 1Q-023 | 1Q-024 | 1Q-025 | 1Q-026 | 1Q-027 | 1Q-028 | 1Q-029 | 1Q-030
F 1Q-021 | 1Q-022 | 1Q-023 | 1Q-024 | 1Q-025 | 1Q-026 | 1Q-027 | 1Q-028 | 1Q-029 | 1Q-030
G IQ-031 | 1Q-032 | 1Q-033 | 10-034 | 1Q-035 | 1Q-036 | 1Q-037 | 1Q-038 | IQ-039 | 1Q-040
H IQ-031 | 1Q-032 | 1Q-033 | 10-034 | 1Q-035 | 1Q-036 | 1Q-037 | 10-038 | IQ-039 | 1Q-040

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A IQ-041 | 1Q-042 | 1Q-043 | 1Q-044 | IQ-045 | 1Q-046 | 1Q-047 | 1Q-048 | IQ-049 | 1Q-050
B 1Q-041 | 1Q-042 | 1Q-043 | 1Q-044 | 1Q-045 | 1Q-046 | 1Q-047 | 1Q-048 | 1Q-049 | 1Q-050
C IQ-051 | 1Q-052 | 1Q-053 | IQ-054 | IQ-055 | 1Q-056 | 1Q-057 | 1Q-058 | IQ-059 | 1Q-060
D IQ-051 | IQ-052 | 1Q-053 | 1Q-054 | IQ-055 | 1Q-056 | 1Q-057 | 1Q-058 | IQ-059 | 1Q-060
E IQ-061 | 1Q-062 | 1Q-063 | 1Q-064 | IQ-065 | 1Q-066 | 1Q-067 | 1Q-068 | IQ-069 | 1Q-070
F IQ-061 | 1Q-062 | 1Q-063 | 1Q-064 | IQ-065 | 1Q-066 | 1Q-067 | 1Q-068 | IQ-069 | 1Q-070
G IQ-071 | 1Q-072 | 1Q-073 | 1Q-074 | 1Q-075 | 1Q-076 | 1Q-077 | 1Q-078 | 1Q-079 | IQ-080
H IQ-071 | 1Q-072 | 1Q-073 | 1Q-074 | IQ-075 | 1Q-076 | 1Q-077 | 1Q-078 | IQ-079 | 1Q-080

Blanco
Control (+)
ARROZ
CHEERIOS

Figura 10. Distribucion de extractos organicos 1Q-001-1Q-080 en placa de 96 pozos. Biblioteca de extractos
orgéanicos FELIQ.

5.3. Actividad antimicrobiana.

La actividad antimicrobiana de los extractos organicos presentes en la libreria se determiné
utilizando el método de microdilucién en placa, contra los microorganismos de prueba Gram
(+) E. faecium (ATCC700323) y S. aureus (ATCC35667), Gram (-) K. pneumoniae
(ATCC700603), A. baumannii (ATCC17178), P. aeruginosa (ATCC27853) y E. cloacae
(ATCC700323) proporcionados por el Cepario de la Facultad de Quimica, UNAM y contra
K. pneumoniae 1906, K. pneumoniae 1905, P. aeruginosa 5676, P. aeruginosa 5687, E.
cloacae 5312 y MRSA, proporcionadas por la QFB Rosario Vazquez Larios del Instituto
Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”. Se utiliz6 gentamicina como control positivo.

De manera general, los ensayos se realizaron en placas de 96 pozos, colocando 2 UL de
los extractos a una concentracion de 10,000 pg/mL preparados en DMSO, para obtener
una concentracion final de 200 pg/mL en cada pozo, posteriormente se adicionaron 88 L
de caldo MH y 10 pyL de suspensién bacteriana ajustada aproximadamente a 1x10®
células/mL (0.5% del estandar turbidimétrico de McFarland); enseguida se ley6 la DO a to
en un lector Synergy HT, posteriormente se incubaron durante 16 horas a 37 °C. Al término
del periodo de incubacion se leyé nuevamente la DO de la placa y los resultados se
determinaron mediante el cambio en la medida de DO entre ambas lecturas, utilizando la
siguiente ecuacion (3);
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ADO muestra

%InhlblClén =1- mx

100, Ecuacion 3

Donde:
ADO muestra= DOi=16 —DO=0
ADO del control= DO de la suspension bacteriana -16 — DO de la suspension bacteriana o

Posterior a esto, los datos obtenidos se procesaron mediante el software JMP Pro 13 para
obtener un andlisis jerarquico.

5.4. Estudio Quimico de los hongos 1Q-013, 1Q-050 e 1Q-051.

5.4.1. Cultivos en mediana escala.
Con base en los resultados obtenidos mediante los ensayos de actividad antimicrobiana,
se seleccionaron tres de los organismos fungicos con mayor actividad frente a A.
baumannii; 1Q-013, 1Q-050 e 1Q-051, para su cultivo en mediana escala y obtencién del
extracto organico.

Los microorganismos se inocularon en cajas de agar papa dextrosa (PDA) por un periodo
de 7 dias para asegurar que fuera un cultivo axénico, posteriormente tres fragmentos de
aproximadamente 0.5 x 0.5 cm de este cultivo se transfirieron a tubos para centrifuga de
50 mL con 15 mL de caldo papa dextrosa (PDB) para aumentar la cantidad de biomasa y
generar un cultivo semilla que sirviera como pre-indculo, para posteriormente ser transferido
a 10 matraces con Cherrios® o arroz (10 g y 12 g respectivamente) estériles, con el
proposito de aumentar la biomasa y promover la biosintesis de metabolitos secundarios.
Estos cultivos se mantuvieron en condiciones estaticas a temperatura ambiente con
periodos normales de luz-oscuridad por 28 dias.

5.4.2. Obtencion del extracto organico.

Transcurrido el periodo de fermentacion, se prepar6 el extracto organico de los
microorganismos de acuerdo con la siguiente metodologia: 1) a cada matraz con cultivo se
le afladieron 60 mL de una mezcla 1:1 de CH2Cl,-MeOH y con ayuda de una espétula se
fragmentd la biomasa. Las muestras se sonicaron durante 30 minutos, repitiendo esto dos
veces; 2) después de este tiempo, las muestras se filtraron al vacio y el residuo sélido se
lavé con 90 mL de CHCl; 3) se agregaron 75 mL de agua destilada para su posterior
agitacion por 10-15 minutos; 4) se realiz6 un reparto y las fracciones organicas se
concentraron a presion reducida; 5) el extracto organico se reconstituyé con 100 mL de una
mezcla 1:1 MeOH-MeCN y se sometié a un proceso de reparto con 100 mL de hexano. La
mezcla se transfiri6 a un embudo de separacion y la fase de MeOH-MeCN se concentré a
presion reducida. La fraccion hexanica se descart6; 6) el extracto obtenido fue reconstituido
con MeOH-CH,CI, para ser colocado en un vial y obtener el rendimiento.
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5.4.3. Fraccionamiento primario de los extractos organicos de 1Q-013,
1Q-050 e 1Q-051.
5.4.3.1. Fraccionamiento del extracto organico de la especie fungica IQ-
013.
El fraccionamiento primario del extracto se realizé mediante cromatografia en columna tipo
Flash, utilizando un sistema Sephacore equipado con dos bombas y un controlador.
Aproximadamente 700 mg del extracto 01002-080-1 (1Q-013) se fraccionaron utilizando una
columna RediSep Rf Gold® (CV= 26.4 mL), usando un flujo de 20 mL/min y 10 Bar. Las
condiciones empleadas en este fraccionamiento se indican en la Tabla 5.

Tabla 5. Condiciones de la cromatografia tipo Flash utilizadas en el fraccionamiento primario del extracto
01002-080-1 (1Q-013).

Muestra inyectada 700 mg
volumen de la columna 26.4 mL

Flujo de la fase movil 20 mL/min
Solvente Al Acetato de Etilo
Solevente B1 Hexano
Solvente B2 Metanol
Volumen de la fraccion 50 mL

El fraccionamiento primario del extracto organico del 01002-080-1 (IQ-013) condujo a la
obtencion de siete fracciones. El rendimiento para cada fraccién se resume en la Tabla 6.

Tabla 6. Rendimiento obtenido del fraccionamiento primario del extracto 01002-080-1 (I1Q-013).

Grupo Fracciones Cédigo de muestra Rendimiento (mg)

1 1-4 01002-081-1 11.9

2 5 01002-081-2 58

3 6 01002-081-3 53.5

4 7-8 01002-081-4 103.1

5 9-12 01002-081-5 241.8

6 13-16 01002-081-6 56.5

7 17-19 01002-081-7 167.4
Rendimiento total 692.2

5.4.4. Aislamiento y purificacién de los compuestos obtenidos a partir
de los extractos primarios de los hogos 1Q-013, 1Q-050 e 1Q-051.

5.4.4.1. Aislamiento y purificacién de los compuestos obtenidos a

partir del extracto primario de 01002-080-1 (1Q-013).
Con base en los resultados obtenidos mediante la evaluacion de la actividad antimicrobiana
de las fracciones obtenidas del fraccionamiento primario, se seleccionaron aquellas con la
mejor actividad antimicrobiana para continuar el proceso de aislamiento y purificaciéon de
sus componentes. La fracciéon 01002-081-4 se resolvié mediante cromatografia de liquidos
de alta eficiencia (HPLC) en modo preparativo mientras que la fraccion 01002-081-5 se
separ6 por cromatografia tipo Flash.
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54.4.1.1. Fraccionamiento de la fraccion 01002-081-4

Los andlisis se realizaron en un cromatografo Waters, equipado con un detector de arreglo
de fotodiodos (PDA-2998), un detector evaporativo de dispersion de luz (ELSD-2424), un
automuestreador (2707) y un médulo colector de fracciones (WFCIII). El control del equipo
asi como la adquisicion y manejo de los datos se efectlio con el programa Empower versién
3.0, Waters. Los analisis a nivel analitico se realizaron utilizando una columna Gemini NX-
Cis (5 um, 250 x 4.6 mm) y como fase mévil un gradiente iniciando con 60%de A (MeCN) y
40% de B (0.1% &cido férmico en agua) hasta un 100% de A en 30 minutos, con un flujo de
1.0 mL/min. Los andlisis a nivel preparativo se realizaron utilizando una columna Gemini
NX-Cig (5 um, 250 x 21.0 mm) y como fase movil un gradiente iniciando con 60%de A
(MeCN) y 40% de B (0.1% &cido férmico en agua) hasta un 100% de A en 30 minutos, con
un flujo de 15.0 mL/min (Figura 11). La deteccion de los compuestos se realiz6 a diferentes
longitudes de onda (200-800 nm). De este analisis se obtuvieron 12 fracciones, los datos
se presentan en la Tabla 7.

Fraction 1 - 1]

o 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30,00 3200 34.00
M

Figura 11. Cromatograma preparativo de la fraccién 01002-081-4

Tabla 7. Agrupamiento de fracciones secundarias obtenidas del fraccionamiento de 01002-081-4

Grupo Fracciones Cédigo de muestra Rendimiento (mg)
1 21-23 01002-083-1 3.2
2 31 01002-083-2 0.6
3 32 01002-083-3 0.7
4 33-34 01002-083-4 0.9
5 36-39 01002-083-5 1.5
6 40-41 01002-083-6 1.1
7 42-43 01002-083-7 1.2
8 47-50 01002-083-8 3.8
9 51-53 01002-083-9 3.6
10 54-56 01002-083-10 8.9
11 58-62 01002-083-11 3.7
12 1-20, 24-30, 35, 44-46,57, 01002-083-12 14.3

63-70.
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5.4.4.1.2. Fraccionamiento de 01002-081-5
El fraccionamiento secundario de la fraccibn 01002-081-5 se realizd mediante
cromatografia en columna tipo Flash. Aproximadamente 300 mg la fraccion 01002-081-5
fueron fraccionados utilizando una columna cromatografica Biotage® SNAP Ultra (CV=26.5
mL), usando flujo de 20 mL/min y 10 Bar. Las condiciones empleadas en este
fraccionamiento se indican en la Tabla 8.

Tabla 8. Condiciones de la cromatografia tipo Flash con la cual fue realizado el fraccionamiento secundario de
la fraccion 01002-081-5.

Muestra inyectada 300 mg
Volumen de la columna 26.5 mL

Flujo de la fase movil 20 mL/min
Solvente Al Agua destilada
Solevente B1 Metanol
Volumen de la fraccién 50 mL

Asi, el fraccionamiento secundario de la fraccién del 01002-081-5 condujo a la obtencién
de siete fracciones. El rendimiento de cada fraccion se resume en la Tabla 9.

Tabla 9. Agrupamiento de fracciones secundarias obtenidas del fraccionamiento de 01002-081-5.

Grupo Fracciones Cbdigo de muestra Rendimiento (mgQ)
1 2-7 01002-084-1 24.4
2 8-10 01002-084-2 33
3 11-13 01002-084-3 54.1
4 14-15 01002-084-4 160.9
5 16 01002-084-5 7.9
6 17-20 01002-084-6 7.1
7 1 01002-084-7 9.9

5.4.4.2. Aislamiento y purificacién de los compuestos obtenidos a
partir del extracto primario de 1Q-050.

5.4.4.2.1. Fraccionamiento del extracto obtenido del hongo 1Q-050
El fraccionamiento primario se realizé6 mediante cromatografia en columna tipo Flash.
Aproximadamente 910 mg del extracto fueron fraccionados utilizando una columna
cromatografica Gold de 12 g de silice, usando flujo de 30 mL/min. Las condiciones
empleadas en este fraccionamiento se indican en la Tabla 10.

Tabla 10. Condiciones de la cromatografia tipo Flash con la cual fue realizado el fraccionamiento secundario
del extracto del hongo 1Q-050.

Muestra inyectada 910 mg
Flujo de la fase movil 30 mL/min
Solvente Al Cloroformo
Solvente B1 Hexano
Solvente B2 Metanol
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De este fraccionamiento se obtuvieron siete fracciones, con cinco de ellas se realizdé un
perfil cromatografico por HPLC utilizando un cromatégrafo Waters, equipado con un
detector de arreglo de fotodiodos (PDA-2998), un detector evaporativo de dispersion de luz
(ELSD-2424), un automuestreador (2707) y un médulo colector de fracciones (WFCIII). El
control del equipo, asi como la adquisicion y manejo de los datos, se efectio con el
programa Empower version 3.0 Waters. Los andlisis se realizaron utilizando una columna
Gemini NX-C18 (5 um, 250 x 21.0 mm) y como fase movil un gradiente iniciando con 20%de
A (MeCN) y 80% de B (0.1% &cido férmico en agua) hasta un 100% de A en 35 minutos,
con un flujo de 1.0 mL/min.

5.4.4.3. Aislamiento y purificacién de los compuestos obtenidos a
partir del extracto primario de 1Q-051.
En colaboracion con la Q.F.B. Diana Arellano Vilchis se trabajaron tres de las fracciones
obtenidas del extracto proveniente del hongo 1Q-051.

5.4.4.3.1. Fraccionamiento de la fraccion 01001-105-3.

Los analisis se realizaron en un cromatégrafo Waters, equipado con un detector de arreglo
de fotodiodos (PDA-2998), un detector evaporativo de dispersion de luz (ELSD-2424), un
automuestreador (2707) y un madulo colector de fracciones (WFCIII). El control del equipo,
asi como la adquisicion y manejo de los datos, se efectlo con el programa Empower version
3.0 Waters. Los analisis a nivel analitico se realizaron utilizando una columna Gemini NX-
C18 (5 pm, 250 x 21.0 mm) y como fase movil un gradiente de 50 a 60% de MeCN durante
20 min para posteriormente continuar con un 60% de este mismo disolvente durante 10
min, con un flujo de 1.0 mL/min. Los andlisis a nivel semipreparativo se realizaron utilizando
una columna Gemini NX-C18 (5 um, 250 x 10.0 mm) y como fase mévil un gradiente de 50
a 60% de MeCN durante 20 min para posteriormente continuar con un 60% de este mismo
disolvente durante 10 min, con un flujo de 4.6 mL/min (Figura 12). La deteccién de los
compuestos se realizé a diferentes longitudes de onda (200-800 nm). De este andlisis se
obtuvieron 14 fracciones.
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Figura 12. Cromatograma preparativo de la fraccién 01001-105-3

5.4.4.3.2. Fraccionamiento de la fraccion 01001-105-8.
Los andlisis se realizaron en un cromatografo Waters, equipado con un detector de arreglo
de fotodiodos (PDA-2998), un detector evaporativo de dispersion de luz (ELSD-2424), un
automuestreador (2707) y un mdédulo colector de fracciones (WFCIII). El control del equipo
asi como la adquisicion y manejo de los datos, se efectlo con el programa Empower version
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3.0 Waters. Los analisis a nivel analitico se realizaron utilizando una columna Gemini NX-
C18 (5 pm, 250 x 21.0 mm) y como fase movil un gradiente de 50 a 60% de MeCN durante
30 min con un flujo de 1.0 mL/min. Los analisis a nivel semipreparativo se realizaron
utilizando una columna Gemini NX-C18 (5 um, 250 x 10.0 mm) y como fase movil un
gradiente de 50 a 60% de MeCN durante 30 min con un flujo de 4.6 mL/min (Figura 13). La
deteccién de los compuestos se realizé a diferentes longitudes de onda (200-800 nm), de
este analisis se obtuvieron 24 fracciones.
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Figura 13. Cromatograma preparativo de la fraccién 01001-105-8

5.4.4.3.3. Fraccionamiento de la fraccion 01001-105-12.

Los analisis se realizaron en un cromatégrafo Waters, equipado con un detector de arreglo
de fotodiodos (PDA-2998), un detector evaporativo de dispersion de luz (ELSD-2424), un
automuestreador (2707) y un moédulo colector de fracciones (WFCIII). El control del equipo
asi como la adquisiciéon y manejo de los datos, se efectlio con el programa Empower version
3.0 Waters. Los analisis a nivel analitico se realizaron utilizando una columna Symmetry C-
18 y como fase movil en método isocratico MeCN:H>0/0.1% acido formico 30% durante 6
minutos con flujo de 1.0 mL/min. Los analisis a nivel semipreparativo se realizaron utilizando
una columna Gemini NX-C18 (5 um, 250 x 10.0 mm) y como fase mévil un método isocratico
MeCN:H20/0.1% &cido férmico 30% durante 6 minutos con un flujo de 4.6 mL/min (Figura
14). La deteccién de los compuestos se realizé a diferentes longitudes de onda (200-800
nm), de este analisis se obtuvieron tres fracciones.
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Figura 14. Cromatograma del método analitico de la fraccion 01001-105-12.
5.4.5. Caracterizacion de los productos obtenidos

Las fracciones con compuestos puros elegidos fueron analizadas mediante las técnicas
espectroscopicas y espectrométricas correspondientes. Los espectros de resonancia
magnética nuclear de hidrégeno (RMN-*H 700 MHz) y de carbono 13 (RMN-'3C, 175 MHz)
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se registraron en un equipo de Brucker Ascend Il 700, utilizando cloroformo (CDCls; y
dimetilsulfoxido (C2DesOS) deuterados.

Los espectros de masas se obtuvieron por la técnica de andlisis directo en tiempo real
(DART) con un espectrometro de masas Jeol, AccuTOF JMS-T100LC.

5.4.6. Identificacion taxondmica de los microorganismos
seleccionados.
La identificacion taxon6mica de las cepas seleccionadas se realiz6 mediante la
secuenciacion molecular de la region ITS y andlisis de homologia tipo BLAST utilizando la
base de datos del National Center Biotechnology Information (NCBI) y se realiz6 en
colaboracion con el Dr. Jesus Morales Jiménez, del Instituto Potosino de Investigacion
Cientifica y tecnoldgica (IPICYT) del estado de San Luis Potosi.
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6. Resultados y Discusion

6.1. Resultados de la determinacién de MIC para la gentamicina frente

a las cepas bacterianas de estudio.
Se muestran los valores obtenidos de la determinacién de la MIC de gentamicina, el cual
es un antibiético aminoglucosido considerado de amplio espectro debido a su accién
bactericida, altamente eficaz contra casi todos los bacilos gramnegativos: Escherichia coli,
especies de Enterobacter, K. pneumoniae, Proteus mirabilis, Citrobacter, Providencia y
Serratia, también es activa contra diversas especies de Acinetobacter y Pseudomonas. Su
actividad se extiende contra algunas bacterias Gram (+) como S. aureus y E. faecalis. Su
mecanismo de accion se basa en su transporte activo, pues atraviesa la membrana celular
de las bacterias susceptibles y se une de manera irreversible a las subunidades ribosomicas
30S; esta accion impide el inicio de la sintesis proteinica y al final provoca la muerte
celular.®

Los resultados de estos experimentos permitieron establecer la concentracion requerida a
usar para los controles de inhibicidn contra cada una de las cepas bacterianas de estudio.

Como se observa, el valor de la MIC varia considerablemente entre las cepas ATCC con
respecto a las cepas hospitalarias, esto debido a las diferencias genéticas que se presentan
entre ellas. Las cepas resistentes muestran distintos factores de virulencia y de resistencia
que las hace evadir los tratamientos tradicionales, por ejemplo, dentro del grupo ESKAPE,
se encuentran en mayor medida las cepas de A. baumannii, P. aeruginosa y Enterobacter
spp. resistentes a carbapenemicos gracias a las B-lactamasas de espectro extendido
(BLEES), E. faecium resistente a la vancomicina (VRE) y S. aureus resistente a la meticilina
y a la vancomicina (MRSA y VRSA). Los mecanismos que muestran las cepas multi-
farmaco resistentes de este grupo, en general pueden agruparse en tres categorias; 1)
inactivacion del farmaco, cominmente mediante una ruptura irreversible catalizada por una
enzima, 2) modificacién del sitio blanco donde los antibiéticos pueden unirse y finalmente
3) poca concentracion intracelular del farmaco debido a la disminucién en la permeabilidad
de la membrana o por el incremento de bombas de eflujo. También pueden formar
biopeliculas que evaden fisicamente la respuesta de las células inmunolégicas del
hospedero asi como la accién de los antibiéticos.>!

Los resultados presentados (Tabla 11, Figura 15) muestran que los microorganismos Gram
(+) E. faecium 700323 y MRSA presentan un mayor valor de MIC 17.44 y 9.87 pg/mL
respectivamente, mientras que en los Gram (-) tanto en cepas ATCC como hospitalarias,
K. pneumoniae presenta los valores de MIC mas altos. Cabe sefalar que para las cepas de
P. aeruginosa los valores mas altos de MIC fueron dados por aquellas cepas en las que se
evidencia la produccién de piocianina, un factor de virulencia importante de este
microorganismo.>?
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Tabla 11. Valores de MIC calculados para cada una de las cepas utilizadas en el estudio.

Cepas ATCC Cepas Hospitalarias
Bacteria MIC Cepa Bacteria MIC Cepa
evaluada pg/mL evaluada pg/mL
E. faecium 17.44 700323 MRSA 9.87
S. aureus 0.46 35667
Cepas ATCC Cepas Hospitalarias
Bacteria MIC Cepa Bacteria MIC Cepa
evaluada pug/mL evaluada pg/mL
K. pneumoniae 22.96 700603 K. penumoniae 193.7 1906
A. baumannii 1.43 17178 K. pneumoniae 0.13 1905
P. aeruginosa 1.76 27853 P. aeruginosa 65.04 5676
E. cloacae 3.5 700323 P. aeruginosa 3.03 5687
E. cloacae 1.57 5312
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S. aureus resistente a meticilina E. cloacae 5312
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Figura 15. Graficas y valores obtenidos de la determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) de
Gentamicina para las cepas de trabajo; microorganismos ATCC y cepas hospitalarias.

6.2. Determinacion de la actividad antibacteriana de 160 extractos,
evaluados frente a los microorganismos de estudio (cepas ATCCy
cepas hospitalarias).

El potencial antimicrobiano de los 160 extractos organicos (IQ-001 a IQ-080, crecidos en
arroz y Cherrios®) se determiné empleando el método de microdilucién en placa (inciso 5.3)
utilizando microorganismos Gram (+) y Gram (-).

Los 1920 ensayos realizados se analizaron empleando analisis jerarquico, dicho analisis
permite encontrar patrones o grupos dentro de un conjunto de datos, estos grupos se
establecen de forma que las observaciones dentro de un grupo sean similares entre ellas y
distintas a las observaciones de otros grupos. De acuerdo a esto, los resultados permitieron
separar las bacterias Gram (+) de las Gram (-), asi como agrupar los extractos en 8 grupos
distintos con caracteristicas similares en cuanto a porcentaje de inhibicion frente a las cepas
evaluadas. Es importante evidenciar que existe un grupo donde se presentan extractos que
no tienen actividad significativa contra ninguna de las cepas evaluadas por lo que se
encuentran en un grupo totalmente aislado a los demas. Sin embargo, existe otro grupo
(color verde) en donde se encuentran los extractos que presentan una inhibicién superior
al 60% contra las cepas Gram (+) evaluadas (Figura 16).

En general, en el analisis se observa que los extractos evaluados presentan una mayor
actividad inhibitoria frente a las tres cepas Gram (+) utilizadas en este trabajo, mientras que
para las Gram (-) hubo una minima actividad inhibitoria, hecho que puede ser mediado por
factores estructurales y fisioldgicos de las distintas cepas evaluadas, ademas de las
diferencias en composicion y estructurales presentes en los extractos.

Cabe resaltar que solo el 7% de los 160 extractos evaluados presentaron actividad contra
la cepa de A. baumanni, sin embargo, no rebasando el 30% de inhibicién y todos fueron
microorganismos crecidos en Cherrios®, lo que sugiere que esta fuente de carbono
contribuye a la produccién de estructuras quimicas que en arroz no se biosintetizan.

La bateria de cepas fungicas a utilizar en las etapas posteriores del estudio se decidié con
base en los resultados obtenidos del cribado de actividad antibacteriana. Asi, se eligieron
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los microorganismos 1Q-013, 1Q-050 e 1Q-051 para realizar su estudio quimico pues los tres
pertenecen al 7% de extractos que presentaron actividad inhibitoria contra A. baumannii,
dando prioridad a este microorganismo debido a que esta bacteria es reconocida como una
seria amenaza de salud alrededor del mundo, por la emergente prevalencia de aislados
clinicos que son multi-resistentes a los farmacos, esto la hace de suma importancia para la
clinica por lo que se encuentra en el primer puesto de la lista de prioridad critica emitida por
la OMS para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos (Tabla 1). Esta bacteria Gram (-
) en general es considerada como patdégeno oportunista sin preferencia por un nicho en
particular debido a que esta presente tanto en las infecciones hospitalarias como en las
adquiridas en la comunidad lo que la hace muy peligrosa. Las adquiridas en el hospital se
presentan en mayor medida en los pacientes con enfermedades criticas; los factores de
riesgos especificos para el desarrollo de una infeccion por A. baumanni incluyen las
estadias prolongadas en el hospital, supresién del sistema inmunoldgico, edad avanzada,
presencia de comorbilidades, traumas mayores o quemaduras, uso previo de antibioticos,
procedimientos invasivos, y presencia de catéter permanente 0 ventilacion mecanica,
causando un amplio rango de infecciones incluyendo las de piel y tejidos blandos,
infecciones del tracto urinario, meningitis, bacteriemia y neumonia, siendo esta ultima la
infeccion mas reportada tanto en el @mbito hospitalario como en la comunidad.53 54 %5

Debido al prondéstico ya pobre de los pacientes con enfermedades criticas es dificil atribuir
una tasa de mortalidad definitiva de quienes contraen infecciones por esta bacteria, a pesar
de ello se ha reportado que la tasa de mortalidad cruda tiene un rango de 23 al 68% en
infecciones hospitalarias, mientras que en las adquiridas en la comunidad se presenta como
un 64%.%°
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Figura 16. Analisis jerarquico del potencial antibacteriano de 160 extractos frente a 12 cepas bacterianas. Los resultados se reportan en funcion del porcentaje de inhibicion del
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6.3. Identificacién taxondmica de los microorganismos seleccionados;
1Q-013, IQ-050 e 1Q-051.

La identificacidbn taxondmica de las especies fungicas se realiz6 mediante el analisis
filogenético de la secuencia ITS del DNA ribosomal (DNAr) nuclear, esta identificacién se
basa fundamentalmente en la secuenciacion de los espaciadores internos ITS los cuales
se encuentran separando los genes 18S, 28S, 5S y 5.8S, estas regiones son faciles de
amplificar y alinear, tienen una alta tasa de mutacién y son relativamente pequefias, por lo
que son de gran interés en el estudio de identificacion y tipificacion de especies.® 7

Los resultados de este andlisis permitieron establecer que el microorganismo 1Q-013
pertenece al género Epiccocum, especificamente, Epicoccum nigrum (Figura 17), el
microorganismo identificado como 1Q-050 pertenece al género Westerdykella especie
Westerdykella aurantiaca (Figura 18) y por ultimo el microorganismo 1Q-051 se identifico
como Aspergillus sp. Seccién Nigri. (Figura 19) estos tres microorganismos son hongos
enddfitos pertenecientes al filo Ascomycota distribuidos alrededor del mundo, presentes en
ocasiones como patégenos de plantas. 494258

picoccum nigrum (MH931271)

8 picoccum nigrum (MT035964)

83 1Q013

picoccum mackenziei (KX698039)

59 Epicoccum rosae (MG828900)
75LEpicoccum cedri (KY711170)

—FEpicoccum plurivorum (NR 136002)

78 -Epicoccum draconis (GU237795)
42 picoccum viticis (KY742118)
99 |;picoccum thailandicum (KY703619)

e DiCO CCUM pimMprinum (NR_135971)

Neocucurbitaria rhamniodes (NR_156361)

0.020

Figura 17. Arbol filogenético del microorganismo 1Q-013.
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Curvulariaverruculosa (KP698724)
Westerdykella minutispora strain CBS 338.65 (MHS858596)

Westerdykella nigra strain CBS 192.57 (MH857693)

0.02

Westerdykella centenaria (NR_156002)

Westerdykella cylindrica strain ATCC 24077 (AY943056)
Westerdykella purpurea strain CBS 297.75 (AY943050)
Westerdykella dispersa CBS 297.56 (NR_111187)

Westerdykella muifispora strain CBS 391.51 (AY943048)
Westerdykella aurantiaca strain FNBR-03 (JN118571)
906L1Q-050

Westerdykella reniformis isolate D37 (KM678366)

Westerdykella ornata strain CBS 379.55 (MH857522)

Figura 18. Arbol filogenético del microorganismo 1Q-050.
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\‘Aspergillis costaricae(NR 103604)
-Aspergifius luteaoniger (MH399567)

66

Aspergillus carbonarius (NR 111094)

-Aspergiliuscollinsii (NR 145194)

74 96l —Aspergiltus ibericus (NR 119514)
-Aspergillus ellipticus (NR 103605)
-Aspergillus microcysticus (NR 135401)
100_|:Aspergillus mulundensi{NR 159553)
79 -Aspergillusastellatus (NR 137460)
—
0.0100

Thermomycesibadanensis (MH358968)

Figura 19. Arbol filogenético del microorganismo 1Q-051.
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6.4. Evaluacion de la actividad antimicrobiana

6.4.1. Resultados del ensayo inhibitorio de las fracciones obtenidas

mediante el fraccionamiento de Epicoccum nigrum (1Q-013).
Como se observa en la Figura 20 las fracciones que presentan mayor inhibicién contra las
cepas de interés fueron la 01002-081-4 y la 01002-081-5. De forma individual, la primera
fraccion tiene una inhibicion del 55% para K. pneumoniae ATCC, 700603, 62% para K.
pneumoniae 1906 y 67% para P. aeruginosa ATCC 27853, mientras que la fraccion 01002-
081-5 posee una actividad por arriba del 75% para las 3 cepas de Klebsiella, y un 55% para
P. aeruginosa ATCC 27853, ambas fracciones tienen una inhibicién del 80% para la cepa
de A. baumannii ATCC 17178. Estas dos fracciones se seleccionaron para continuar con
su estudio quimico debido a que, de las siete cepas evaluadas, estas fracciones inhibieron
el crecimiento de més del 50% de los organismos de prueba.

150

01002-081-2
01002-081-3
01002-081-4
01002-081-5
01002-081-6
01002-081-7
Control

100

% Inhibicion
S

BONHDRE

Cepas evaluadas

Figura 20. Porcentaje de inhibicion de las distintas bacterias al ser expuestas a las fracciones obtenidas del
extracto 1Q-013 a una concentracion de 200 pug/mL y utilizando gentamicina como control.

6.4.2. Resultados del ensayo inhibitorio de las fracciones obtenidas
mediante el fraccionamiento del 1Q-050.

Se evalué el potencial antimicrobiano de las fracciones obtenidas del fraccionamiento del
microorganismo 1Q-050 frente a las cepas ESKAPE ATCC, ya que fue contra estas que
presenté mayor porcentaje de inhibicion en el ensayo preliminar. Los resultados obtenidos
permitieron identificar a las fracciones F-2 y F-4 como agentes antibacterianos contra las
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cepas de E. faecium, S. aureus y A. baumannii, las cuales presentaron porcentajes de
inhibicion superiores al 50% comparados con el control de Gentamicina (Figura 21).
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Figura 21.Porcentaje de inhibicion de las distintas bacterias al ser expuestas a las fracciones obtenidas del
extracto 1Q-050 a una concentracion de 200 pg/mL y utilizando gentamicina como control.

6.5. Perfil cromatogréfico de las fracciones obtenidas de 1Q-050.
Se analizé el perfil cromatografico por HPLC de las fracciones F-2-F-5 (Figura 22) el cual
hace notar que todas las fracciones presentan caracteristicas similares, se observa que el
tiempo de retencién de los productos presentes es practicamente el mismo y solo difieren
en la proporcion. Los resultados de este analisis en conjunto con los de actividad
antibacteriana permiten proponer al componente mayoritario en los perfiles cromatograficos
como el producto bioactivo producido por el aislamiento 1Q-050.

3.00 | F2
Fase movil: MeCN-Hz20 (0.1% ac. | F3
2.501  f6rmico) 30 min
2.00 Fase estacionaria: Gemini Nx-C18 F4
=) F5
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0.00— P o an AU A JAN
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Minutos

Figura 22. Espectro de absorcion de las fracciones del extracto 1Q-050: rojo F2, Azul F3, Verde F4 y negro
F5.
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6.6 Elucidacion estructural de productos puros.

6.5.1. Compuestos obtenidos de las fracciones del hongo 1Q-050.
Con la finalidad de conocer la estructura quimica de los componentes presentes en estas
fracciones (compuestos 1 y 2), los productos se aislaron por HPLC y se caracterizaron
usando un conjunto de métodos espectroscépicos (RMN de hidrogeno y carbono) y
espectrométricos (espectrometria de masas de alta resolucion).

En el caso del compuesto 1, su férmula y masa molecular se establecieron como Cz4H240s
y 440.44 uma respectivamente, con base en los resultados del andlisis de espectrometria
de masas por ionizacién quimica utilizando la técnica de analisis directo en tiempo real (EM-
DART) (Figura 23).

Los desplazamientos quimicos registrados en el espectro de RMN-H (Figura 24) y RMN-
13C (Figura 25) se muestran en la Tabla 12, y son congruentes con los reportados en la
literatura,®® de acuerdo a este andlisis y en conjunto con los espectros bidimensionales
HSQC (Figura 26) y HMBC (Figura 27) se establecid la estructura del producto natural
como aurantacina A (1).

Los espectros de RMN en una dimensiéon (*H y *C) mostraron sefiales para 21 hidrégenos
y 24 carbonos, incluyendo:

1. Dos senales simples en dn/0c 6.60/122.9 y 6.57/107.7 ppm correspondientes a los
hidrogenos de las posiciones C-2 y C-7, respectivamente.

2. Una sefal simple que integra para dos en dn/6¢ 4.58/52.3, atribuible al metileno de la
posicién 1",

3. Dos senales para protones vinilicos en dn/06¢ 5.57/125.8 (cuarteto doble) y 5.59/119.4
(sefial simple), asignables a los protones de las posiciones H-2° y H-27,
respectivamente.

4. Una sefal simple que integra para tres en du/dc 3.78/5.0, correspondiente al grupo
metoxilo en C-8.

5. Cuatro sefiales con integracion triple asignables a los grupos metilo de las posiciones
9-Me (0w/dc 2.10/8.9), C-3’ (du/dc 1.79/17.7), C-4’ (Ou/dc 2.04/13.9) y C-4” (Ou/dc
2.26/20.0).

6. Siete sefales asignables a carbonos sp? no protonados y siete sefiales asignables a
carbonos cuaternarios con hibridacién sp?.
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Figura 23. Espectro de masas por DART de la aurantacina A (1).

Tabla 12. Datos espectroscépicos de RMN-'H y RMN-13C la Aurantacina A (1).

Posicion dcen ppm éy en ppm, mult. (J en Hz)
1 148.2 148.3
2 112.8 112.9 6.65 (s) 6.60 (1H, s)
3 161.0 161.3
4 118.6 118.8
4a 161.8 161.9
5a 142.3 142.3
6 135.8 135.9
7 107.7 107.7 6.65 (s) 6.57 (1H, s)
8 154.2 154.2
9 116.3 116.3
9a 142.7 142.8
11 162.9 162.9
lla 110.1 110.0
1’7 52.3 52.3 4.58 (s) 4.57 (1H, s)
8-OMe 55.9 55.9 3.77 (s) 3.78 (3H, s)
9-Me 8.2 8.9 2.10 (s) 2.10 (3H, s)
1 133.1 133.3
2 125.7 125.8 5.55(qq; 6.8, 5.57 (1H, dq; 6.8,
1.4) 1.5)
3 17.6 17.6 1.78 (dd; 6.8)  1.79 (1H, dd; 6.8,
1.4)
4 13.7 13.8 2.05 (brs) 2.04 (1H, m)
1” 154.7 154.9
27 119.5 119.4 5.60 (d; 1.3) 5.59 (1H, d; 1.5)
3” 166.8 166.8
4” 19.9 20.0 2.50 (br s) 2.26 (1H, d; 1.4)

En rojo se presentan los datos espectroscopicos obtenidos de la literatura, RMN- *H (360 MHz) y RMN-13C (90.7
MHz) de la aurantacina A (1) en C2Ds0S*° y en negro los datos espectroscépicos de RMN-1H (700 MHz) y
RMN-3C (175 MHz) en C2DsOS obtenidos experimentalmente.
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Figura 25. Espectro de RMN-3C (175 MHz, C2Ds0S) de la aurantacina A (1).
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La formula y masa molecular de la pilobolusona C (2) se establecié como CzsH260s y 454.47
uma, respectivamente, con base en los resultados del andlisis de espectrometria de masas
por ionizacion quimica utilizando la técnica de analisis directo en tiempo real (EM-DART)
(Figura 28).

En la Tabla 13 se presentan los desplazamientos registrados en el espectro de RMN-!H
(Figura 29) y RMN-'3C (Figura 30) para el producto 2, los cuales corresponden con los
reportados en la literatura para la pilobolusona C (2).%° La estructura inequivoca de esta
sustancia se establecid utilizando los espectros bidimensionales HSQC (Figura 31) y
HMBC (Figura 32).

Pilobolusona C (2)

453.1558

1004
= 439.1405

207 507.2730
E 409.1297

10 388.3073 476.2784
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Figura 28. Espectro de masas por DART de la pilobolusona C (2).
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Tabla 13. Datos espectroscopicos de RMN-1H (700 MHz) y RMN-13C (175 MHz) de la Pilobolusona C (2) en

CDCla.

Posicion écen ppm 6y en ppm, mult. (J en Hz)

1 150.2 149.3

2 112.3 112.6 6.61s 6.60 (1H, s)

3 161.4 160.4

4 114.7 117.8

4a 163.0 160.9

5a 142.6 142.6

6 136.2 135.5

7 107.5 107.5 6.54 s 6.42 (1H, s)

8 154.9 154.8

9 117.1 114.2

%9a 143.0 143.2

11 163.9 163.1

1lla 110.9 112.2

9Me 7.7 9.1 2.17s 2.21(3H, s)

1’ 133.9 133.9

2 125.6 125.9 5.58qg(1.2,6.8) 5.62(1H, dg; 6.8,
1.5)

3 16.7 18.0 1.86d (1.6) 1.86 (1H, dg; 6.9,
1.3)

4 12.8 141 2.09 brs 2.07 (1H, s)

1” 156.2 158.8

27 119.1 118.1 5.67 d (1.6) 5.82 (1H, brs)

3” 167.9 168.1

4” 194 20.8 2.36 brs (1.6) 2.42 (1H,d; 1.4)

17 57.0 58.9 3.39s 3.51(3H, s)

80CHs3 55.1 55.9 3.8ls 3.80 (3H, s)

1”’OCHz3 62.8 69.0 4.66 s 4.89 (1H, s)

En rojo se presentan los datos espectroscopicos obtenidos de la literatura, RMN- *H (400 MHz) y RMN-13C (100
MHz) de la pilobolusona C (2) en CD30D® y en negro los datos espectroscépicos de RMN-1H (700 MHz) y

RMN-13C (175 MHz) en CDCls obtenidos experimentalmente.
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Figura 29. Espectro de RMN-'H (700 MHz, CDCls) de la pilobolusona C (2).

OH

X 3‘/
2

'-%S\ 1/ [e]

‘ \1 — 9Me
o1
- \ 11a/ \0 /
92— 9,

f1 (ppm)

HO i o—*=
1"OMe ‘ 5 \5::7/
C 1
Hs ~o~ /
HC—
< N\
\/2'
H,C
>
80Me
3
FR 4 omMe
a
sa 2 1"0Me
9a 6 o
1 n 4
o , Lodboy bkl
Vi (e ¢ Al
T T T T T T T T T T T T T T
150 140 130 120 110 90 80 70 60 50 40 30 20 10

Figura 30. Espectro de RMN-13C (175 MHz, CDCIs) de la pilobolusona C (2).

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 3.2 3.0 28 26 24 22 20 18 16

f 2200

2100

2000

1900

1800

1700

1600

1500

1400

1300

1200

1100

1000

900

800

700

600

500

400

300

200

r100

44



- J LALJ_J#
— 0

— p !

] 0
— U

— b

)
— 0
— b
— 1]
0
7‘.5 7‘.0 6‘.5 6‘.0 5‘.5 5‘.0 ‘ 4‘0 3‘.5 3‘ 0 2‘ 5 2‘.0

4.5
2 (ppm)

Figura 31. Espectro bidimensional HSQC de la pilobolusona C (2).

L

F20

30

t40

50

60

70

80

F90

100

110

120

130

1 (ppm)

3 0
(]
] 0 0
8 [ ]
6
0 0
0
0 ' ]
) ) 0
7‘ 0 6‘ 5 6‘.0 5‘ 5 5‘ 0 ‘ 4‘.0 3‘.5 3‘.0 2‘.5 2‘.0 1‘.5

4.5
f2 (ppm)

Figura 32. Espectro bidimensional HMBC de la pilobolusona C (2).

10

20

30

F40

50

60

70

80

90

100

110

120

130

140

150

160

170

180

~190

f1 (ppm)

45



Ambos productos (1 y 2) han sido reportados como antimalaricos. Sin embargo, existe un
numero limitado de estudios sobre la actividad biol6gica de la pilobolusona C (2) y ninguno
hasta el momento ha evaluado su actividad como antibacteriano, en contraste, la
aurantacina A (1) se ha descrito como antibiético frente a cepas de Bacillus sibtilis y S.
aureus.*6:61 62

6.5.2. Compuestos obtenidos de las fracciones del hongo 1Q-051.

En colaboracion con la Q.F.B. Diana Arellano Vilchis, se realiz6 el estudio quimico del
extracto organico del aislamiento 1Q-051 cultivado en medio sélido. Esta investigacion
permitié el aislamiento de cuatro metabolitos secundarios. Los productos obtenidos a partir
de las fracciones del microorganismo se caracterizaron usando una combinacién de
métodos espectroscopicos y espectrométricos. Los resultados obtenidos de los analisis
permitieron identificar a los compuestos como la rubrofusarina B (3), aurasperona A (4), la
fonsecinona A (5) y la asperpirona B (6), los cuales quimicamente se ubican en el grupo de
las nafto-y-pironas (NGPs), un importante grupo de policétidos aromaticos que han sido
ampliamente reportados de aislamientos de A. niger provenientes de una extensa variedad
de habitats.*®

A continuacion, se describe la elucidacién estructural de los compuestos antes
mencionados.

Rubrofusarina B (3)

La férmula y masa molecular de la rubrofusarina B (3) se establecié como Ci6H1405y 286
uma respectivamente, con base en los resultados del analisis de espectrometria de masas
por electrospray (EM-ESI) (Figura 33).
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Figura 33. Espectro de masas por electrospray (EM-ESI) la rubrofusarina B.

Los desplazamientos quimicos registrados en los espectros de RMN-'H (Figura 34) y RMN-
13C (Figura 35) se muestran en la Tabla 14 y son congruentes con los reportados en la
literatura®. La estructura inequivoca del producto 3 se corroboré a través del andlisis de los
espectros de RMN bidimensionales de HSQC (Figura 36) y HMBC.

Tabla 14. Datos espectroscépicos de RMN-1H y RMN-3C de la rubrofusarina B (3) en CDCls.

Posicién dcen ppm &y en ppm, mult. (J en Hz)
2 167.4 167.4
3 107.4 107.4 6.00 (1H, s) 6.00 (1H, s)
4 184.3 184.3
5-OH 162.7 162.7 14.96 (1H, s) 14.96 (1H, s)
6 160.6 160.7
7 97.3 97.3 6.40 (1H,d, 2.2) 6.40 (1H, d, 2.2)
8 161.5 161.6
9 97.8 97.9 6.59 (1H,d, 2.2) 6.59 (1H, d, 2.2)
10 101.1 104.1 6.97 (1H, s) 6.97 (1H, s)
10a 153.3 153.4
4a 104.4 104.4
5a 108.4 108.5
9a 141.1 141.1
2-Me 20.7 20.8 2.37 (3H, s) 2.36 (3H, s)
6-MeO 56.1 56.1 4.00 (3H, s) 4.00 (3H, s)
8-MeO 55.4 55.4 3.93 (3H, s) 3.92 (3H, s)

En rojo se presentan los datos obtenidos de la literatura, datos espectroscépicos de RMN- H ( 600 MHz)%* y
RMN-13C (20.1 MHz) % de la rubrofusarina B (3) en CDCIlz y en negro los datos espectroscépicos de RMN-1H
(700 MHz) y RMN-13C (150 MHz) en CDClz obtenidos experimentalmente.
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Figura 34. Espectro de RMN-H (700 MHz, CDCI3) de la rubrofusarina B (3).
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Aurasperona A (4)

La férmula y masa molecular de la aurasperona A (4) se establecié como Cs2H26010 y 570
uma respectivamente, con base en los resultados del andlisis de espectrometria de masas
por electrospray (EM-ESI) (Figura 38).
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Figura 38. Espectro de masas por electrospray (EM-ESI) para la aurasperona A (4).

Los desplazamientos quimicos registrados en los espectros de RMN-'H (Figura 39) y RMN-
13C (Figura 40) se muestran en la Tabla 15 y son congruentes con los reportados en la
literatura®®, de acuerdo a este andlisis y en conjunto con los espectros bidimensionales
HSQC (Figura 30) y HMBC (Figura 31) se llegé a la estructura del producto natural
elucidado como la aurasperona A (4).
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Tabla 15. Datos espectroscopicos de RMN- 'H y RMN-13C de la aurasperona A (4).

Posicion écen ppm éy en ppm, mult. (J en Hz)
2 167.6 167.6
2-CH3 20.8 20.8 2.42 (3H, s) 2.42 (3H, s)
3 107.4 107.4 6.06 (1H, s) 6.05 (1H, s)
4 184.5 184.4
4a 104.6 104.7
5-OH 161.9 162.0 14.84 (1H, s) 14.83 (1H, s)
5a 1114 1115
6 158.4 158.6
6-OCH3 61.9 62.0 3.46 (3H, s) 3.46 (3H, s)
7 117.6 117.6
8 160.1 160.2
8-OCH3 55.8 55.9 3.79 (3H, s) 3.79 (3H, s)
9 101.3 101.3 6.97 (1H, s) 6.97 (1H, s)
%9a 140.8 140.7
10 101.2 101.2 7.16 (1H, s) 7.15 (1H, s)
10a 153.3 153.4
2 167.5 167.5
2’-CH3 20.6 20.7 2.12 (3H, s) 2.12 (3H, s)
3 107.2 107.3 5.98 (1H, s) 5.98 (1H, s)
4 184.6 184.6
4’a 104.2 104.3
5°-OH 162.6 162.7 15.26 (1H, s) 15.23 (1H, s)
5a 108.5 108.6
6’ 160.9 161.1
6’-OCHz 56.2 56.2 4.03 (3H, s) 4.03 (3H, s)
7 96.8 96.9 6.41 (1H, d, 2.2) 6.21 (1H, d, 2.2)
8 161.4 161.4
8’-OCHs 55.1 55.1 3.62 (3H, s) 3.62 (3H, s)
9’ 96.4 96.5 6.20 (1H, d, 2.2) 6.41 (1H, d, 2.2)
9’a 140.5 140.6
10’ 105.1 105.2
10’a 150.7 150.8

En rojo se presentan los datos obtenidos de la literatura, datos espectroscépicos de RMN- *H (400 MHz) y RMN-
13C (100 MHz) de la aurasperona A (4) en CDCI3%y en negro los datos espectroscopicos de RMN- *H (700 MHz)
y RMN-13C (175 MHz) en CDClI3 obtenidos experimentalmente.
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Figura 40. Espectro de RMN-13C (175 MHz, CDCI3) de la aurasperona A (4).
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Fonsecinona A (5)

La férmula y masa molecular de la fonsecinona A (5) se estableci6 como CszH26010y 570
uma respectivamente, con base en los resultados del analisis de espectrometria de masas
por electrospray (EM-ESI) (Figura 43).
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Figura 43. Espectro de masas por electrospray (EM-ESI) para la fonsecinona A (5).

Los desplazamientos quimicos registrados en los espectros de RMN-!H (Figura 44) y RMN-
13C (Figura 45) se muestran en la Tabla 16, y son congruentes con los reportados en la
literatura, de acuerdo a este analisis y en conjunto con los espectros bidimensionales HSQC
(Figura 46) y HMBC (Figura 47) se lleg6 a la estructura del producto natural elucidado
como la fonsecinona A (5).
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Tabla 16. Datos espectroscépicos de RMN-1H y RMN-3C de la fonsecinona A (5).

Posicion écen ppm oy en ppm, mult. (J en Hz)
2 167.5 167.5
2-CH3 20.6 20.6 2.48 (3H, s) 2.48 (3H, s)
3 110.7 110.7 6.33 (1H, s) 6.33 (1H, s)
4 183.0 183.0
4a 109.4 109.4
5-OH 156.7 156.7 12.83 (1H, s) 12.83 (1H, s)
6 106.1 106.0 7.06 (1H, s) 7.05 (1H, s)
6a 140.8 140.8
7 101.6 101.6 6.97 (1H, s) 6.97 (1H, s)
8 160.0 160.0
8-OCH3 56.0 56.0 3.78 (3H, s) 3.78 (3H, s)
9 117.2 117.2
10 156.9 156.9
10-OCH3s 61.3 61.2 3.42 (3H, s) 3.43 (3H, s)
10a 108.0 108.0
10b 155.1 155.1
2 166.9 166.8
2’-CH3 20.7 20.7 2.13(3H, s) 2.12 (3H, s)
3 107.4 107.4 6.00 (1H, s) 6.00 (1H, s)
4 184.6 184.6
4’a 104.3 104.4
5°-OH 162.8 162.8 15.24 (1H, s) 15.24 (1H, s)
5a 108.6 108.6
6’ 161.1 161.1
6’-OCHz 56.3 56.3 4.03 (3H, s) 4.03 (3H, s)
7 97.0 97.0 6.17 (1H, d, 2.2) 6.19 (1H, d, 2.2)
8 161.6 161.6
8’-OCHs 55.2 55.2 3.61(3H, s) 3.62 (3H, s)
9’ 96.3 96.3 6.42 (1H, d, 2.2) 6.43 (1H, d, 2.2)
9’a 140.6 140.7
10’ 105.0 105.0
10’a 150.8 150.8

En rojo se presentan los datos obtenidos de la literatura, datos espectroscépicos de RMN- 'H (600 MHz) y RMN-
13C (100 MHz) de la fonsecinona A (5) en CDCIs%® y en negro los datos espectroscépicos de RMN-1H (700 MHz)
y RMN-13C (175 MHz) en CDCls obtenidos experimentalmente.
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Asperpirona B (6)

La férmula y masa molecular de la asperpirona B (6) se establecié como Cs2H26010 y 570
uma respectivamente, con base en los resultados del analisis de espectrometria de masas
por electrospray (EM-ESI) (Figura 48).

100 571.1605

30

N
o

=
o

6431813
448.2326 492.2233 5561360 | 2931420 M7 6961381  764.2349
L S e B B s e e B s s B e s s s Bt s s B B B B S Iy B B B

450 500 550 600 650 700 750
m/z

=]

Figura 48. Espectro de masas por electrospray (EM-ESI) para la asperpirona B (6).

Los desplazamientos quimicos registrados en los espectros de RMN-'H (Figura 49) y RMN-
13C (Figura 50) se muestran en la Tabla 17, y son congruentes con los reportados en la
literatura,®® de acuerdo a este andlisis y en conjunto con los espectros bidimensionales
HSQC (Figura 51) y HMBC (Figura 52) se llegd a la estructura del producto natural
elucidado como la asperpirona B (6).
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Tabla 17. Datos espectroscopicos de RMN-'H y RMN-3C de la asperpirona B (6) en CDCls.

Posicion écen ppm éy en ppm, mult. (J en Hz)
2 166.8 166.8
3 110.6 110.6 6.29 (1H, s) 6.31 (1H, s)
4 182.9 182.9
4a 109.3 109.3
5 156.4 156.4
6 106.1 106.1 7.02 (1H, s) 7.04 (1H, s)
6a 140.7 140.7
7 101.9 101.9 6.96 (1H, s) 6.98 (1H, s)
8 159.9 160.0
9 117.8 117.9
10 156.5 156.6
10a 108.1 108.1
10b 155.0 155.1
2- CHs 20.6 20.5 2.46 (3H, s) 2.48 (3H, s)
5-OH 12.79 (1H, s) 12.79 (1H, s)
8-OCH3s 56.1 56.1 3.78 (3H, s) 3.80 (3H, s)
10-OCH3s 55.2 55.2 3.59 (3H, s) 3.61 (3H, s)
2 166.5 166.5
3 110.3 110.3 6.31 (1H, s) 6.33 (1H, s)
4 183.0 182.9
42’ 108.4 108.4
5 154.3 154.3
6’ 109.6 109.7
6a’ 140.8 140.8
[ 96.3 96.4 6.18 (1H, d, 2.1) 6.20 (1H, d, 2.2)
8 161.5 161.5
9’ 96.7 96.8 6.42 (1H, d, 2.1) 6.44 (1H, d, 2.2)
10° 159.5 159.5
102’ 105.0 105.0
10b’ 155.8 155.8
2’-CHs 20.6 20.5 2.53(3H, s) 2.55 (3H, s)
5°-OH 13.18 (1H, s) 13.16 (1H, s)
8’-OCH3 61.5 61.4 3.59 (3H, s) 3.61 (3H, s)
10’-OCH3 56.0 56.0 3.99 (3H, s) 4.01 (3H, s)

En rojo se presentan los datos obtenidos de la literatura, datos espectroscépicos de RMN- H (500 MHz) y
RMN-13C (125 MHz) de la asperpirona B (6) en CDCI3% y en negro los datos espectroscépicos de RMN-tH
(700 MHz) y RMN-3C (175 MHz) en CDCI3 obtenidos experimentalmente

59



2'Me
CHy
10'0Me \
© ~o 0/2\ >
\ [ ‘
SN o NN
[ \
gom "~ 7/ EN 5/ ~ OH
‘ 5'0H
c/o\/ ~ m/ Cl
80Me ‘ H 100Mé
\T/ ‘Oa\wHun/ 9\/ 23@
4
"\‘5/ a\ﬂ/
OH [e]

5'0H 50H

LI

80Me

8'0Me, 100Me

2'Me
2Me

10'0Me

T T
85 80 7.5
f1 (ppm)

7.0

2'Me
CHy
10'0Me |
H,C 2
3 -
07 Xy
\ o
1 10; 4
B
‘9‘/ 0\1‘0( &T/ \O
C 8. 6 5.
o™ NN o
‘ 50H
9
-
H,C NS ™
g0Me ‘ H 100Me
[N
T
6\5/43\4/3
OH [e]
50H
10a
106 :a 2 8'0Me
& 108 s oo 2Me
3 10a o 10'0Me
a 2 8 10 6a : . 100M. 2Me
@ 2 105 6a 9 36 7 7 ©
5 edodlnddld ) . T P Lol N
T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
f1 (ppm)

Figura 50. Espectro de RMN-13C (175 MHz, CDCI3) de la asperpirona B (6).
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Los compuestos antes descritos han sido evaluados frente a distintas cepas bacterianas
entre las que se encuentran E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae, S. aureus, E. faecalis,
B. subtilis y B. cereus. Sin embargo, la rubrofusarina B (3), aurasperona A (4) y la
fonsecinona A (5) han tenido mayor efectividad contra cepas de E. coli con valores de MIC
que van de 1.95 a 8.56 ug/mL,®* asi como para distintas cepas de S. aureus y Bacillus sp.,
donde el rango de MIC se reporta entre 25y 50 pug/mL.57:68

Cabe destacar que no se encontraron reportes de la evaluacion como antibacteriano de la
asperpirona B (6), sin embargo entre los estudios de sus aplicaciones bioldgicas se
encuentran la actividad antioxidante e inmunomoduladora.®®
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7. Conclusiones
Este proyecto demostr6 que a partir de distintas muestras como hojarasca, musgo, corteza
de &rbol, maleza y tallos sumergidos en depdsitos de agua dulce, obtenidos de diversos
nichos ecoldgicos se pueden obtener una gran diversidad de microorganismos fungicos
Gtiles para la obtencion de compuestos bioactivos, algunos de los cuales podrian emplearse
en el desarrollo de farmacos para el tratamiento de infecciones intrahospitalarias causadas
por bacterias resistentes a los antibidticos de primera eleccion en la terapéutica.

Se establecieron los valores de Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) de gentamicina para
cada una de las cepas bacterianas a utilizar durante este proyecto.

Se logré establecer un ensayo biolégico de microdilucion en placa para la evaluacion de la
actividad antibacteriana de 160 extractos organicos previamente obtenidos en el equipo de
trabajo.

A partir de los resultados de evaluacién de actividad antimicrobiana mediante el método de
microdilucién en placa sobre una bateria de 12 microorganismos, se seleccionaron 3
microorganismos flingicos que presentaron la mejor actividad para su estudio quimico. Se
realizé el acondicionamiento de estas especies y a partir de los cultivos en medios sélidos
a pequefia escala, se prepararon los correspondientes extractos organicos mediante
técnicas de maceracion y reparto.

Se logré la identificacion taxondémica de las tres especies, 1Q-013, 1Q-050 e 1Q-051, las
cuales pertenecen a los géneros Epicoccum, Westerdykella y Aspergillus, respectivamente.

El estudio quimico de las especies 1Q-050 e 1Q-051, condujo al aislamiento de diversas
moléculas, mismas que se caracterizaron empleando diversas técnicas espectroscopicas y
espectrométricas.

Con base en lo descrito en la literatura, los productos obtenidos de 1Q-050 (aurantacina A
(1) y pilobolusona C (2)) asi como los obtenidos del microorganismo 1Q-051 rubrofusarina
B (3), aurasperona A (4), fonsecinona A (5) y asperpirona B (6) son los responsables o
deben contribuir significativamente a la actividad antimicrobiana observada en los extractos
fungicos.

Finalmente, cabe resaltar la importancia de este trabajo para dar pauta a desarrollar
investigacion basica que contribuya con el conocimiento de alternativas estructurales para
tratar la creciente amenaza de la resistencia a los antimicrobianos. En este sentido, con los
resultados presentados se muestra que los productos naturales derivados de
microorganismos, especialmente de hongos microscopicos, son una fuente promisoria para
la busqueda de prototipos estructurales, ya que debido a sus procesos metabdlicos y de
competencia con otros microorganismos, producen metabolitos secundarios con potencial
antibacteriano.
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8. Perspectivas

)

Aislar e identificar los metabolitos presentes en el extracto de la especie fungica 1Q-
013, identificada como Epicoccum nigrum para complementar su estudio quimico.

Una vez identificados los metabolitos pertenecientes a 1Q-013 evaluar su actividad
antibacteriana contra las cepas pertenecientes al grupo ESKAPE.

Realizar el ensayo antibacteriano con los compuestos obtenidos a partir del
microorganismo 1Q-050, perteneciente al genéro Westerdykella y determinar la MIC
de estos compuestos frente a las cepas bacterianas.

Realizar el ensayo de microdilucion en placa de los compuestos obtenidos a partir
del microrganismo 1Q-051, identificado como Aspergillus sp. Seccion Nigri, para
evaluar su porcentaje inhibitorio y determinar el valor de MIC contra las cepas de
estudio.

Continuar con el estudio biodirigido de los extractos presentados en el andlisis
jerarquico para aislar nuevos esqueletos carbonados con potencial antibacteriano.
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