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There’s always gonna be another mountain, I’'m always gonna wanna

make it move. Always gonna be an uphill batt/le, sometimes I’'m gonna

have to lose. Ain’t about how fast | get there, ain’t about what’s waiting
on the other side, it’s the climb.

-Miley Cyrus

It was the end of a decade, but the start of an age. [...] Of all the years
that we stood there on the sidelines, wishing for now. [...] Long live that
look on your face and bring on all the pretenders, I’'m not afraid. [...]
Long live the walls we crashed through, | had the time of my life, with
you.

-Taylor Swift
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1. INTRODUCCION

La resistencia a antimicrobianos (RAM) se define como la habilidad que desarrollan los
microorganismos para evitar que los antimicrobianos de uso actual tengan efecto sobre
ellos.! En 2017 la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) publicé una lista de patégenos
prioritarios por su resistencia a antibioticos, y en el 2020, declar6é a la RAM como una de
las 10 principales amenazas de salud publica a nivel mundial.? Entre los patégenos listados,
Acinetobacter baumannii (una bacteria panresistente) fue catalogada como prioridad critica
por su resistencia a los antibidticos de Ultima generacion.? En México, A. baumannii es la
principal causante de muertes por infecciones nosocomiales e infecciones
farmacorresistentes.

En conjunto, la profilaxis sin diagndsticos apropiados, automedicacion, interrupcion del
tratamiento farmacoldgico, la falta de higiene y el limitado abanico de dianas moleculares
para los antibiéticos convencionales han contribuido significativamente a la aparicién de la
RAM. Bajo este contexto, la busqueda y evaluacion de moléculas dirigidas a blancos
moleculares poco explorados ha sido crucial para el desarrollo de antibacterianos
novedosos. Entre los blancos moleculares que han recibido poca atencion destaca la
proteina filamenting temperature-sensitive mutant Z (FtsZ, por sus siglas en inglés) que
tiene participacion en la formacion del anillo Z, estructura indispensable para la fision
binaria.®

En este contexto, el presente trabajo tuvo como objetivo la busqueda de nuevos antibidticos
obtenidos de fuentes naturales (metabolitos secundarios de origen flingico) con actividad
antibacteriana contra la cepa resistente Acinetobacter baumannii A564 dirigidos a la
proteina FtsZ de A. baumannii. Asi, el estudio quimico-biolégico de los hongos Aspergillus
sp. 1Q-503 (Eurotiomycetes; Eurotiomycetidae; Eurotiales; Aspergillaceae) y Talaromyces
sp. 1Q-567 (Eurotiomycetes; Eurotiomycetidae; Eurotiales; Trichocomaceae), permitié el
aislamiento de la penicilida (1) y el pirofeno (2). Estas moléculas se caracterizaron
utilizando métodos espectrométricos y espectroscopicos. Los ensayos de actividad
antibacteriana indicaron que 1 inhibe el crecimiento de la cepa A. baumannii A564 en un
40 %. Por otro lado, los ensayos frente a la proteina FtsZ de A. baumannii mostraron que
ambos productos (1 y 2) aumentan la actividad GTPasa de dicha proteina en un 123 %

posiblemente induciendo la despolimerizacion de los filamentos que forman el anillo Z.



2. ANTECEDENTES

2.1 Resistencia antimicrobiana (RAM)

La resistencia antimicrobiana (RAM) se define como la habilidad de los microorganismos
para evitar que los antimicrobianos de uso actual tengan efecto sobre ellos.? Esta habilidad
puede ser inherente a las cepas o bien, puede ser adquirida durante el proceso infeccioso.
En 2017, la OMS declaré la RAM como una de las principales amenazas de salud publica a
nivel mundial.! De acuerdo con un estudio publicado en The Lancet en 2019, 1.3 millones
de muertes a nivel mundial fueron causadas por la RAM, posicionando ésta como la tercera
causa de muerte a nivel mundial.? La OMS estima que para el afio 2050 la incidencia de
muertes relacionadas directamente a la RAM sera de 10 millones por afio, pronunciandose
como la principal causa de muerte a nivel mundial.* El problema de la RAM radica en la
existencia de resistencia intrinseca ante ciertos antibiéticos y la rapida evolucién bacteriana

gue les permite adaptarse a nuevos tratamientos antibacterianos.

Los mecanismos de accion de los antibidticos actuales tienen como blanco molecular la
pared celular bacteriana, la sintesis de la membrana celular, replicacion o sintesis de acidos
nucleicos, la sintesis de acido félico y la sintesis de proteinas, principalmente.® Los
mecanismos de resistencia reportados incluyen la modificacién del blanco molecular,
degradacion enzimatica del antibidtico, presencia de bombas de eflujo, disminucién de la
permeabilidad, proteccion proteica del blanco y modificacion quimica del farmaco.> ¢ La
diseminaciéon de estos mecanismos se debe a que los genes de resistencia estan
codificados en regiones moviles dentro del cromosoma bacteriano o en plasmidos.® Esto
permite que puedan ser trasmitidos de una especie a otra, o0 incluso entre géneros mediante
mecanismos de transferencia horizontal de genes.” La microbiota juega un papel importante
en esto, pues se ha demostrado la existencia de genes de resistencia en la microbiota del
intestino humano y su transferencia tanto en animales como en humanos.® La Figura 1
resume los blancos moleculares de los antibiéticos de uso actual, los mecanismos de

resistencia y los mecanismos de adquisicion de éstos.

El incremento de las tasas de resistencia puede atribuirse a diferentes causas, entre ellas
1) El uso indiscriminado de antibiéticos. Este fendmeno esta relacionado con la dispersion
de antibidticos en el medio ambiente, favoreciendo el desarrollo de mecanismos de
resistencia y aumentando su frecuencia.® Se ha descrito que entre el 30-50 % de los

tratamientos antimicrobianos son prescritos incorrectamente.” 2) El amplio uso de
2



antibiéticos en la agricultura.® 3) El abandono de la industria farmacéutica en el desarrollo
de nuevos antibidticos, principalmente por el bajo costo y la disponibilidad de éstos.” Y
finalmente, 4) el desapego al tratamiento farmacoldgico que contribuye a la aparicion de la
resistencia mediante mutaciones en el DNA que se generan a bajas concentraciones del

farmaco y permite la supervivencia de cepas resistentes.
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Figura 1. Resistencia antibacteriana. A. Mecanismos de adquisicién de genes de resistencia. B.
Mecanismos de resistencia bacterianos. C. Mecanismos de acciéon de los antibioticos de uso
actual. Modificado de Chellat, M.?

2.2 Acinetobacter baumannii en México

Las seis especies bacterianas mas patogénicas y enlistadas en los documentos de la OMS
estan representadas por el acronimo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y
Enterobacter spp.).> Dentro de la lista de patégenos prioritarios publicada por la OMS,
Acinetobacter baumannii es catalogada como patégeno de prioridad critica por su

resistencia a los antibiéticos de ultima generacién.*°



Acinetobacter baumannii es la especie mas virulenta dentro del género, se caracteriza por
poseer resistencia intrinseca a B-lactamicos que puede expresarse de manera constitutiva
0 en respuesta a la presencia de antibiéticos.®> El instituto de estandares clinicos y de
laboratorio (CLSI por sus siglas en inglés) reportdé que esta especie es intrinsicamente
resistente a ampicilina, amoxicilina, amoxicilina con acido clavulanico, aztreonam,
ertapenem, trimetoprima, cloranfenicol y fosfomicina.>!! A pesar de la existencia de la
resistencia intrinseca a determinados antibacterianos, el verdadero problema se sitta en la
resistencia adquirida en cepas bacterianas que eran originalmente susceptibles a otros
antimicrobianos.” Entre 1995 y 2004 se analiz6 la susceptibilidad a antibacterianos de las
especies del complejo ABC, este andlisis demostré un incremento en el porcentaje de
resistencia en cuatro de las principales clases de antimicrobianos: fluoroquinolonas (50-73
%), aminoglucoésidos (19-31 %), B-lactamicos (39-66 %) y carbapenémicos (9-39 %).” Los
principales mecanismos de resistencia utilizados por A. baumannii comprenden cambios en
la permeabilidad de membrana mediados por el uso de bombas de eflujo (principales en la
resistencia ante B-lactdmicos), inactivacion de los antimicrobianos por modificacion
estructural (acetilacion, fosforilacion, adenilacion) y modificacién del sitio de accion, el cual
esta relacionado directamente con la resistencia a diversas clases de antibacterianos.!
Ademas, se ha descrito la presencia de B-lactamasas, cambios en las porinas de membrana
y alteraciones en las proteinas de unién a penicilina.® La pérdida de porinas y el cambio en
el contenido de fosfolipidos y acidos grasos de la membrana citoplasmaética disminuyen la
capacidad de los antibiticos para penetrar en la célula. A. baumannii posee porinas
especificas para moléculas no mayores a 200 Da, provocando que su membrana sea
altamente impermeable.® Dentro de los factores que incrementan la virulencia de A.
baumannii destaca su competencia natural para la captacion de ADN y su alta tasa de

transformacion natural.8: 12

En México, A. baumannii es la principal causa de muertes por infecciones
farmacorresistentes.3 Esta bacteria es considerada un patégeno oportunista, la mayoria de
los aislamientos de A. baumannii provienen de pacientes infectados en las unidades de
cuidados intensivos. Se ha reportado que el 90 % de las infecciones nosocomiales y el 92
% de las bacteriemias nosocomiales son causadas por A. baumannii.’* De acuerdo con los
datos proporcionados con la red PUCRA, las cepas de A. baumannii aisladas en 2020 fueron

resistentes a multiples farmacos (6 %), extensamente resistentes (63 %) y panresistentes
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(25 %).%2 Asimismo, las cepas evaluadas entre 2018 y 2020 sélo presentaron sensibilidad
frente a la tigeciclina y la colistina.'® Sin embargo, de acuerdo con un estudio publicado en
Antibiotics en 2023 las cepas de A. baumannii presentan un rango de sensibilidad a colistina
entre el 12 y 50 %.1° Las infecciones provocadas por esta bacteria aumentan la estancia

hospitalaria de los pacientes asi como su mortalidad.*4

2.3 Proteina FtsZ como blanco molecular

Durante los ultimos afios la proteina FtsZ ha sido estudiada como potencial blanco molecular
para el desarrollo de nuevos antibacterianos debido a su participacion en la division
celular.*® La division celular es el proceso por el cual la célula se reproduce para formar dos
células hijas idénticas.!’” Este proceso es fundamental para la propagacion de los seres
vivos; la habilidad de las bacterias para crecer y dividirse rapidamente es fundamental para
el proceso infeccioso.’

La citocinesis es mediada por el divisoma, la proteina FtsZ es la proteina mas caracterizada
de las presentes en el divisoma.l”:18 La estructura cristalina se obtuvo por primera vez
utilizando una proteina proveniente de la arquea Methanocaldococcus jannaschii.l’ Esto
permitié identificar a la proteina FtsZ como un homélogo estructural de la tubulina, proteina
gue forma parte del citoesqueleto en las células eucariéticas. Ambas proteinas contienen
un dominio de unién a GTP en la region N-terminal, lo que les confiere actividad GTPasa.’
Sin embargo, existe una diferencia estructural importante entre ambas proteinas, FtsZ
presenta una hendidura entre dominios a lo largo de la hélice H7 que separa los dominios
amino y carboxilo terminal (Figura 2).1” Contrario a lo que ocurre en la estructura de la
tubulina, esta hendidura esté altamente conservada entre especies bacterianas, asi como
el dominio de unién a GTP.Y” El domino globular C-terminal estd unido a una region
desordenada (conocida como regiéon de unién) y termina en un extremo conservado.’ La
longitud de esta region varia entre FtsZ de diferentes especies, datos experimentales
sugieren que esta region actia como una atadura flexible que interactia con las proteinas
de anclaje a membrana FtsA y ZipA, indicando que esta region tiene un papel en la
regulacion del metabolismo del peptidoglicano y en la estabilidad de los polimeros de FtsZ.
Asimismo, sugiere que la region desordenada de FtsZ (que no esta presente en la tubulina),

es esencial para la divisién celular al mantener las interacciones proteina-proteina.t’
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Figura 2. Modelo de la proteina FtsZ de Acinetobacter baumannii obtenido por homologia en el
grupo de investigacion.

Después de la replicacion y segregacion de los cromosomas, el primer paso de la citocinesis
es la polimerizacion de la proteina FtsZ para formar el anillo Z en la mitad de la célula, por
lo tanto, FtsZ es la primera proteina en moverse hacia el sitio de division.’617 La
polimerizacién de los monémeros de FtsZ estd mediada por la hidrélisis de GTP a GDP y la
presencia de Mg?*.1” La polimerizacion inicia cuando el asa T7 de una subunidad de FtsZ
se inserta en el dominio de unién a nucledtidos de otra subunidad de FtsZ. La interfase entre
ambas subunidades crea un sitio activo para la hidrélisis de GTP.*” Como primer paso, la
proteina FtsZ debe localizar las enzimas de pared célula y coordinar sus actividades para
la sintesis de peptidoglicano durante la citocinesis, aunado a ello, la unién de FtsZ a la pared
celular mediante las proteinas FtsA y ZipA permite formar filamentos del citoesqueleto
utilizados durante la fisién binaria.”18 Los filamentos polimerizados forman una estructura
tipo anillo (llamada anillo Z) que rodea la célula.'’® Aproximadamente el 30 % de los
monomeros de FtsZ disponibles forman el anillo Z, mientras que los monémeros restantes
se mantienen en el citoplasma y se intercambian con monémeros de FtsZ polimerizadas.'®2°
El sitio de ensamblaje del anillo Z define el sitio de division donde FtsZ recluta y regula
proteinas esenciales para la constriccion.® El ensamblaje y constriccién del anillo Z debe

coordinarse con la replicacion y la segregacion cromosémica, por lo tanto, el ensamblaje del



anillo Z sucede durante la fase S del ciclo celular e implica un cambio de concentracion del
polimero lejos de los polos.*® En la mayoria de las bacterias, el ensamblaje de esta proteina
en la mitad de la célula esta regulado por sistemas de posicionamiento extrinsecos que
modifican la dindmica interna del polimero de FtsZ.1® Sin embargo, estos sistemas varian
dependiendo de la especie bacteriana.'® Existen reguladores negativos del anillo Z
(sistemas Min o MinZ) que promueven el desensamble de los polimeros de FtsZ cerca de
los polos, mientras que los regulares positivos (MapZ o PomZ) promueven el ensamblaje de
los polimeros de FtsZ en la mitad de la célula.'®

FtsZ es altamente dinamica dentro del anillo Z, esta dinamica depende de la actividad
GTPasa de la enzima.*® El movimiento de FtsZ en el anillo se conoce como “treadmilling” (o
cinta rodante), donde las subunidades se agregan en un extremo de un grupo de filamentos
y se disocian del otro.'® El aumento o disminucién en la actividad GTPasa conduce a un
aumento o disminucién en la tasa de recambio, respectivamente.*® Manipular la velocidad
de agregacion y disgregacion no solo afecta el movimiento de FtsZ sino también de la
proteina FtsA 'y la sintesis de PBP2B y peptidoglicano, lo que demuestra que el movimiento
de “cinta rodante” controla la ubicacién y la tasa de sintesis de peptidoglicano durante la
divisién celular.?!

Para finalizar la citocinesis el anillo Z debe contraerse y dar lugar a dos células idénticas,
de acuerdo con diversos estudios esto ocurre porque los protofilamentos unidos a GTP
tienen ligeras curvaturas mientras que los protofilamentos unidos a GDP estan muy
curvados, por lo tanto, se especula la hidrdlisis de GTP a GDP contrae el anillo Z y genera
la fuerza necesaria para dividir la célula.'®?2 Esta hipétesis se sustenta en que la contraccion
del anillo Z inicia por la hidrélisis de GTP a GDP.*° Por otro lado, los protofilamentos de FtsZ
unidos a GDP promuevan la despolimerizacién de la proteina debido a que son mas
inestables que los polimeros FtsZ-GTP.'%17 La Figura 3 resume la participacion de la

proteina FtsZ durante la division celular.
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Figura 3. Divisién celular y formacion del anillo Z mediado por la proteina FtsZ. (Tomado de
Haranahalli, K. et al)*®

La proteina FtsZ, ademas de ser esencial en la division celular bacteriana, la proteina FtsZ
esta altamente conservada entre especies bacterianas (40-50 % identidad),!’ lo que permite
el desarrollo de farmacos de amplio espectro.l’” A pesar de ser homoéloga de la tubulina, la
identidad entre ellas es menor al 20 % y comparten sélo el 10 % de identidad en el dominio
N-terminal.?% 22 Otro factor que la posiciona como un blanco molecular de interés es la
presencia de tres sitios de union a farmacos: el dominio de unién a nucleétidos, el asa T7 y
la hendidura interdominio (Figura 2).!” La supresiéon de FtsZ provoca que las bacterias
bacilares formen células elongadas que se lisan eventualmente, mientras que las bacterias

con forma de coco incrementan su tamafio estandar hasta ocho veces.1’

2.4 Productos Naturales de origen fungico

Un producto natural (PN) se define como una molécula organica aislada de fuentes
naturales que se producen por las vias del metabolismo primario o secundario.??

Los PN se caracterizan por su diversidad y complejidad estructural, comparados con
compuestos sintéticos, €stos poseen una mayor masa molecular, un mayor nimero de
carbonos sp® y atomos de oxigeno, pero menor cantidad de nitrégeno, halégenos y &tomos

de azufre, poseen mayor numero de centros quirales, forman mayor cantidad de enlaces de
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hidrogeno, tienen mayor hidrofobicidad y rigidez molecular, principalmente en los sistemas
de anillos fusionados.?42°

Las principales ventajas de los productos naturales es el amplio rango de farmacéforos y la
estereoquimica que presentan, estas caracteristicas permiten obtener mas “hits” a partir de
colecciones de PN, incluso contra blancos moleculares complicados como las interacciones
proteicas, pues son producto de rutas biosintéticas en las que usualmente fungen como
ligandos de blancos proteicos o receptores.?® Adicionalmente, al ser metabolitos naturales
pueden no solo ser biologicamente activos, sino también, ser sustratos para los sistemas de
transporte dentro del organismo y asi poder llegar a su sitio de accién.?® Los antibiéticos
producidos por microorganismos suelen estar mejor optimizados evolutivamente para
atravesar la pared celular y las membranas de las bacterias.?>?¢ Los PN han evolucionado
y estan estructuralmente disefiados para cumplir funciones biologicas especificas
incluyendo la regulacion del sistema inmunoldgico y la interaccion con otros organismos, lo
gue explica la gran relevancia de estos compuestos para enfermedades infecciosas y
cancer.?

En general, los PNs han sido una fuente importante en el desarrollo de farmacos, per se, o
bien, como moléculas lideres para el desarrollo de productos mas eficaces. Entre enero de
1981 y septiembre de 2019 se aprobaron 1934 farmacos de bajo peso molecular, el 67 %
fueron productos naturales, que tienen un producto natural como farmacoéforo o bien,
mimetizan un producto natural (Figura 4).?’ Los productos naturales constituyen dos
terceras partes de los antibiéticos utilizados en la clinica.?® En el periodo comprendido entre
1981y 2019, el 93 % de los antibiéticos aprobados son productos naturales y sus derivados
(Figura 5).2” Sin embargo, desde 1990 la industria farmacéutica ha apostado por el
descubrimiento de nuevos farmacos mediante el cribado de alto rendimiento a partir de
colecciones generadas por quimica combinatoria, sin embargo, Unicamente el 0.001 % de
los compuestos sintetizados a partir de estas colecciones han sido aprobados. Mientras
tanto, del 0.2 al 0.3 % de metabolitos de origen microbiano se han aprobados como

medicamentos y una tasa similar sirvieron como compuestos guia.?®
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Figura 4. Origen de farmacos aprobados por la FDA desde 1981 a 2019. PN: Productos Naturales,

DPN: Derivados de Productos Naturales, S: Moléculas sintéticas en su totalidad, S/IMN: Moléculas

sintéticas que mimetizan un PN, S*, S*/NM: Moléculas sintéticas o sintéticas que mimetizan un PN,
con un PN como farmacoéforo, V: vacunas. (Modificado de Newman, D.)?%’
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Figura 5. Origen de farmacos aprobados por la FDA clasificados como antibacterianos. PN:

Productos Naturales, DPN: Derivados de Productos Naturales, S: Moléculas sintéticas en su

totalidad, S*, S*/NM: Moléculas sintéticas o sintéticas que mimetizan un PN, con un PN como
farmacéforo. (Modificado de Newman, D.)?’
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Entre las principales fuentes de productos naturales encontramos plantas, hongos y
bacterias. Del total de antibacterianos aprobados por la FDA, el 69 % se originan a partir de
productos naturales, de los cuales, el 97 % provienen de microorganismos: 51 % proviene

de bacterias y el 46 % proviene de hongos microscopicos (Figura 6).%8

3.0%

[ Plantas
I Bacterias
@@ Hongos

46.0%

51.0%

Figura 6. Porcentaje acumulado de productos naturales aprobados por la FDA como
antibacterianos de acuerdo con su fuente de origen. Tomado de Patridge, E.?8

Un ejemplo por excelencia de la importancia de los productos naturales de origen fungico
es el descubrimiento de la penicilina en 1928 por Alexander Fleming. Este descubrimiento
revolucioné la quimioterapia e inici6 la era dorada de los antibi6ticos.?® Asimismo, el
descubrimiento de los B-lactamicos es uno de los mayores avances en la medicina moderna
y son un ejemplo clasico de la sintesis de péptidos no ribosomales.?® Las dos principales
familias de B-lactamicos son las penicilinas y las cefalosporinas originalmente aisladas de
especies de Penicillium y Acremonium, respectivamente.?® Estos compuestos son los
antibiéticos de accion prolongada mas utilizados en la medicina moderna y actdan contra
un amplio espectro de bacterias por la inhibicién de la sintesis de pared celular.?®

La ruta de los policétidos constituye una de las principales vias biosintéticas para la
produccion de productos naturales de origen fingico.?° Dentro de los policétidos se
encuentran compuestos como los poliésteres, polifenoles, macrolidas, polienos y enedinos,
por mencionar algunos.?® Como ejemplo de estos compuestos destaca la uredinorrubelina |
(Figura 7) proveniente de una especie de Torrubiella, esta molécula mostré actividad
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antibacteriana contra Staphylococcus aureus.?® Asimismo, el hongo Ramularia collo-cygni,
agente etiologico de la enfermedad Ramularia, es un importante productor de metabolitos
secundarios entre los que se encuentran las rubelinas (Figura 7), antragquinonas que
ademas de presentar actividad fitotoxica han demostrado actividad antibacteriana contra
bacterias Gram positivas, incluidas cepas resistentes de S. aureus y Enterococcus
faecalis.?® Otro tipo de antraquinonas sintetizadas por las policétido sintasas son la
viriditoxina y la xantoradona A (Figura 7), producidas por el hongo Penicillum radicum, las
Xantoradonas A y B mostraron actividad contra S. aureus y Bacillus subtilis, mientras que
la Viriditoxina y la Xantoradona C han sido reportadas como inhibidoras de la proteina
FtsZ.29:30

Xantoradona A Viriditoxina

Figura 7. Policétidos de origen fangico con actividad antibacteriana.

Los géneros Hormonema y Trichoderma son productores de terpenoides como la
enfumafungina y la ergokonina A (Figura 8), que han mostrado actividad antibiotica contra
bacterias, levaduras y hongos.?® Otro ejemplo de terpenoides de origen flngico son las
periconicias A y B (Figura 8), moléculas con actividad antibacteriana contra S. aureus y
Salmonella typhimurium.2°
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Periconicina A Periconicina B

Enfumafungina Ergokonina A

Figura 8. Terpenoides con actividad antibacteriana aislados de hongos microscépicos.

2.5 Ejemplos selectos de antibacterianos aislados de los géneros Aspergillus y
Talaromyces

El género Aspergillus es utilizado ampliamente en la industria alimentaria, cosmética y
farmacéutica. Desde 1974 se han aislado moléculas como la equinocandina B (Figura 9),
un lipopéptido considerado como potente antiflingico.?® Otro ejemplo es la brevianamida S
(Figura 9), un alcaloide aislado de Aspergillus versicolor con actividad antibacteriana contra
el bacilo Calmette-Guérin, una cepa atenuada de Mycobacterium bovis utilizada en la
busqueda de farmacos antituberculosis.?® Otro alcaloide indélico es el waikialoid A (Figura
9) aislado de Aspergillus sp. con actividad inhibitoria sobre la formacion de biopelicula por

Candida albicans.2°
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Equinocandina B

Waikialoid A

Figura 9. Metabolitos con actividad farmacoldgica aislados de especies de Aspergillus.

Del género Talaromyces se han aislado diversos compuestos como el talaromicolido Ay la
dinapinona A (Figura 10), obtenidos a partir de Talaromyces pinophilus. El talaromicolido A
ha mostrado actividad antibacteriana contra Clostridium perfingens, mientras que la

dinapinona A inhibe la sintesis de triacilgliceroles.?%3°

0
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Dinapinona A Talaromicolida A

Figura 10. Metabolitos con actividad farmacoldgica aislados de especies de Talaromyces.
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Manglares Mexicanos como sitio de bioprospeccion

Un manglar es un tipo de humedal lefioso, denso, formado por una o varias especies de
mangle de 1 a 30 metros de altura. Los mangles son arboles de origen terrestre adaptados
para sobrevivir en ambientes inundables con fluctuaciones de temperatura, acidez,
alcalinidad y salinidad.3? 33 3% Ademas, poseen gran abundancia de fauna, flora y diversidad
fingica.®® Los ecosistemas de manglar cubren entre el 60 y el 75 % de la linea costera
mundial y su distribuciéon se limita a zonas tropicales y subtropicales.®* Los paises
latinoamericanos con mayor abundancia de manglares son Brasil, México, Cuba, Colombia
y Venezuela.®* En México, las especies de mangle predominantes son: Rhizophora mangle
(Mangle rojo), Laguncularia racemosa (Mangle blanco), Avicennia germinans (Mangle
negro) y Conocarpus erectus (Mangle botoncillo).3? 33 México posee el 6 % del total de los
manglares de todo el mundo.3¢ En 2020, la superficie de manglares en México superoé las
900,000 hectéareas.®’

Los bosques de manglar presentan una alta productividad de materia organica asociada a
la biodegradacion de biomasa vegetal.®® Esta biodegradaciéon es llevada a cabo por
microorganismos heterétrofos como los hongos.® Los hongos aislados en laboratorio a
partir de muestras de mangle son catalogados hongos asociados a manglar.3® Los primeros
registros de hongos asociados a manglar corresponden a trabajos realizados en la India,
donde destacaron la presencia de deuteromycetes, zigomycetes, ascomycetes y
oomycetes.3® Estos microorganismos habitan distintos nichos en los ecosistemas de mangle
y desempefar funciones de biodegradacion (fragmentacion de hojas, degradacion de
madera y materia organica en sedimentos) o bien, pueden establecer simbiosis micorricicas
o fungir como enddéfitos de hojas y raices.®®

Para el afio 2005 se habian reportado 278 ascomycetos, 277 deuteromycetos, 30
basidiomycetos y 14 oomycetes.®® La diversidad fingica de estos ecosistemas ha sido
relacionada con la edad del manglar, la diversidad de las especies de mangle, la diversidad
de los arboles terrestres cercanos, la variacion de sustrato, la salinidad, la inundacion y
cambios en el nivel de agua.3”- 3

Los hongos pueden dividirse en terrestres (aquellos que colonizan las partes del mangle
gue crecen por encima del agua) y marinos, que se desarrollan en las partes sumergidas
en el agua.3® La presencia de hongos tipicamente terrestres en los manglares se asocia con
adaptaciones provocadas por las condiciones ecolbgicas de estos ecosistemas, donde

destacan la concentraciéon de sales, anegamiento y condiciones anaerobias.38
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Desde un criterio ecoldgico y considerando el papel de los manglares en preservacion de la
flora y fauna costera, los manglares se convierten en un nicho de interés ecoldgico para la

basqueda de metabolitos especializados a partir de microorganismos.
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3. JUSTIFICACION

La resistencia a antimicrobianos es una de las diez principales amenazas de salud publica
a nivel mundial.! En 2019, 1.3 millones de muertes a nivel mundial fueron causadas por la
RAM.? Tan solo en la Unién Europea, la RAM ocasiona 25,000 muertes al afio originando
una pérdida econémica de hasta 150 millones de euros.* En México, la presencia de las
bacterias del grupo ESKAPE es significativa, la red PUCRA-UNAM reportd el andlisis de
20,542 cepas provenientes de 31 hospitales en el periodo 2017-2020.12 Acinetobacter
baumannii presento6 el mayor porcentaje de resistencia (36 — 70 %) ante los antimicrobianos
evaluados y mas del 50 % de las cepas se catalogaron como extensamente resistentes. '3
El aumento en la incidencia de la RAM es tan drastico, que diversos estudios estiman que
esta condicidén ocasionara 10 millones de muertes anuales en 2050, y, en consecuencia,
pérdidas econdmicas de hasta 100 billones de dolares, equivalente a 5 % del producto
interno bruto (PIB) en paises de bajo ingreso.>3°

A pesar de que la RAM es un fendmeno natural, la aparicion de nuevas cepas y la
adquisicion de nuevos mecanismos de resistencia se debe principalmente a la mala
profilaxis, el diagndstico erroneo, al desapego al tratamiento con antibacterianos y en gran
medida, a la falta de investigacién y desarrollo de moléculas con mecanismos de accion
novedosos frente a estos microorganismos.

En este contexto, el descubrimiento de nuevos blancos moleculares, asi como nuevos
antibidticos eficaces contra cepas resistentes es de vital importancia tanto en México como
a nivel global. En este sentido, en el presente trabajo se realizé un estudio multi-informativo
gue integra datos metabolémicos, de actividad antibacteriana y de interaccion de ligantes
con la proteina AbFtsZ conducente al descubrimiento de productos naturales con actividad
antibacteriana obtenidos de hongos microscopicos provenientes de nichos ecoldgicos poco

explorados.
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4. HIPOTESIS
El estudio quimico de microorganismos aislados de manglares mexicanos (Aspergillus
sp. 1Q-503 y Talaromyces sp. 1Q-567) seleccionados con base en ensayos de actividad
antibacteriana frente a A. baumannii A564, conducira a la obtencion de moléculas que

inhiban el crecimiento de la bacteria bajo estudio e interaccionen con la proteina AbFtsZ.
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5. OBJETIVOS
5.10bjetivo general

Descubrir moléculas con actividad antibacteriana sobre la cepa intrahospitalaria
resistente Acinetobacter baumannii A564, asi como moléculas que funjan como ligantes
de la proteina AbFtsZ (blanco molecular para nuevos antibacterianos) y modifiquen su

actividad, a partir de hongos asociados manglares mexicanos.

5.20bjetivos especificos

e Reducir la complejidad quimica de los extractos orgéanicos de los hongos
seleccionados mediante técnicas cromatograficas.

e Rastrear los compuestos responsables de la actividad antibacteriana presentes en
los extractos organicos y fracciones por medio de su evaluacion en ensayos
antibacterianos y de actividad frente a la enzima AbFtsZ.

e Aislary caracterizar los metabolitos secundarios con actividad antibacteriana y que
ademas muestren capacidad de interaccionar con la proteina AbFtsZ.

e Evaluar la actividad biolégica de las moléculas aisladas sobre AbFtsZ y el

crecimiento bacteriano de A. baumannii panresistente.
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6. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
6.1 Reactivos

Acetonitrilo (Sigma-Aldrich), Acido clorhidrico (J.T. Baker), Acido Férmico (Fermont), Acido
sulfurico (Sigma-Aldrich), Agar Papa Dextrosa (MCD Lab), Agua desionizada (Elga Pure
Lab Quest, VFLC29), Berberina (Sigma-Aldrich), Caldo Madueller-Hinton (CONDA),
Cloroformo deuterado (Cambridge Isotope Laboratories Inc.), Cloruro de magnesio (Sigma-
Aldrich), Cloruro de potasio (Wdhler), Dimetilsulféxido (Fermont), Gentamicina (GoldBio),
Glicerol (Sigma-Aldrich), GTP (Sigma-Aldrich), Metanol deuterado (Cambridge Isotope
Laboratories Inc.), Molibdato de amonio (Sigma-Aldrich), Tris basico (Dibbiotek), Sal de
oxalato de verde de malaquita (Sigma-Aldrich), Tween?° (Sigma-Aldrich).

6.2 Extraccién de metabolitos fungicos

6.2.1 Cultivos en gran escala de microorganismos fungicos

A partir de los cultivos axénicos de los hongos Talaromyces sp. 1Q-567 y Aspergillus sp. 1Q-
503 (Figura 11) en Agar Papa Dextrosa (APD) se prepararon cultivos liquidos en caldo
papa-dextrosa (CPD) de cada uno de los taxones y se dejaron fermentar por cinco dias.
Subsecuentemente, se inocularon 20 matraces con 10 g de cereal Cheerios® para cada
cepa fangica y se incubaron durante 28 dias con ciclos normales de luz/oscuridad a

temperatura ambiente.

Figura 11. Hongos aislados de muestras de mangle blanco, Guerrero, México. Izquierda:
Aspergillus sp. 1Q-503. Derecha: Talaromyces sp. 1Q-567.
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6.2.2 Obtencion de los extractos fungicos

Una vez transcurrido el periodo de fermentacion a cada uno de los matraces se le afiadieron
80 mL acetona/acetato de etilo en una relacibn 1:9, la biomasa se fragmento
mecanicamente con una espatula y se dejaron macerar en agitacion constante durante 24
h. Posteriormente, se separ¢6 la biomasa de la fase organica mediante filtracion al vacio, el
filtrado se concentrd a presion reducida hasta sequedad. Al extracto obtenido se le realizd
un reparto liquido-liquido utilizando la mezcla CH2Cl.-MeOH-H20, 4:1:5. La fase acuosa se
desechd y la fase organica se concentré hasta sequedad a presion reducida. El extracto
orgénico se reconstituyé con 300 mL ACN/MeOH 1:1 y 300 mL de hexano y se realizé un
segundo reparto desechando la fase hexénica y concentrando la fase polar. Ambos
extractos se analizaron mediante cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE-DAD-
DEDL).

6.2.3 Fraccionamiento primario de extractos organicos

Los extractos organicos de los microorganismos seleccionados se fraccionaron mediante
cromatografia en columna tipo Flash, en un cromatégrafo Pure C-810 Flash (Buchi)
equipado con una bomba binaria y un detector de arreglo de diodos (DAD). Como fase
estacionaria se utilizé una columna de Cis SNAP Ultra Biotage, 25 g, 50 mL) y como fase
movil un gradiente creciente de ACN y agua desionizada acidificada con &cido formico al
0.1 %, el gradiente inici6 en una relacién 20:80, respectivamente y fue aumentando durante
30 minutos hasta llegar a 100 % de ACN. La Tabla 1 resume las condiciones empleadas

para el fraccionamiento de cada extracto.

Tabla 1. Condiciones de analisis por cromatografia en columna tipo Flash.

Hongo Talaromyces sp. 1Q-567 Aspergillus sp. 1Q-503
Cantidad de muestra inyectada 553.9 mg 423.6 mg
Columna Cis Cis

Flujo de la fase movil 10 mL/min 10 mL/min
Solvente A Acetonitrilo Acetonitrilo
Solvente B Agua acidificada Agua acidificada
Volumen de fraccion 25 mL 25 mL

El fraccionamiento primario de los extractos fungicos de Aspergillus sp 1Q-503 (Figura 12)
y Talaromyces sp. 1Q-567 (Figura 13), condujo a la obtencién de 26 y 14 fracciones,
respectivamente. El rendimiento obtenido para cada fraccién se resume en las Tablas 2 y

3.
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Figura 13. Fraccionamiento del extracto de Talaromyces sp. 1Q-567 mediante cromatografia en
columna tipo Flash. En rosa: absorbancia a A-2s4 nm; en verde absorbancia a A=3s0 NmM; en amarillo
absorbancia a A=ss0 nm y en azul, absorbancia a A=sso nm.

Tabla 2. Rendimiento del fraccionamiento primario del hongo Aspergillus sp 1Q-503.

Fraccion  Rendimiento (mg) Fraccion  Rendimiento (mg)

1 0.6 14 3.2
2 4.2 15 6.1
3 0.5 16 6.7
4 2.3 17 9.6
5 3.7 18 6.1
6 3.9 19 31
7 2.6 20 24.6
8 1.5 21 29.4
9 2.7 22 0.5
10 55.6 23 5.8
11 0.3 24 3.6
12 3.4 25 133
13 1.1 26 34.5

Total 376.5
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Tabla 3. Rendimiento de fraccionamiento primario del hongo Talaromyces sp. 1Q-567.

Fraccion  Rendimiento (mg) Fraccion  Rendimiento (mg)

1 27.9 8 1.9
2 25 9 3.1
3 5.1 10 59.9
4 84.2* 11 54.9
5 30.2 12 0.9
6 10.8 13 1.2
7 181.3 14 41.2
Total 505.1

6.2.4 Condiciones cromatograficas y aislamiento de los metabolitos activos

Los andlisis cromatogréaficos a nivel analitico se realizaron mediante cromatografia de
liguidos de alta eficiencia (CLAE) de acuerdo con protocolos definidos en el grupo de
investigacion. Se utilizé un cromatégrafo Waters® equipado con un detector UV con arreglo
de diodos (DAD-2998), acoplado a un detector evaporativo de dispersién de luz (DEDL-
2424) y una columna Phenomenex Gemini® (Cis, 5 pm, 10 x 250 mm), utilizando como fase
movil un gradiente creciente de ACN-H20 (desionizada y acidificada con 0.1% &cido
férmico) el cual inicié en una relacion 20:80 hasta llegar a una composicion de 100:0 en 30
min. Se inyectaron 10 yuL de cada muestra a una concentracion 5.0 mg/mL empleando un

automuestreador (Waters® 2707) a un flujo de 1.0 mL/min.

Previo al andlisis semipreparativo se optimizo el gradiente de la fase mévil de cada una de
las muestras. Las condiciones finales se especifican en la Tabla 4. El aislamiento de los
compuestos bioactivos se realiz6 mediante cromatografia de liquidos de alta eficiencia
(CLAE). Se utilizdé un cromatografo Waters® equipado con un detector UV con arreglo de
diodos (DAD-2998) y una columna semipreparativa Phenomenex Gemini® (Cis, 5 um, 4.6
x 250 mm), como fase movil se utilizaron los mismos disolventes antes descritos. El método
se realizd a un flujo de 4.6 mL/min utilizando un colector de fracciones (WFCIII). Los
cromatogramas de las corridas se obtuvieron a una longitud de onda de 240 nm. Los datos
se adquirieron y procesaron utilizando el software Empower 3 (Waters®) y el software

Jupyter Notebook (Version 6.5.2), respectivamente.
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Tabla 4. Condiciones optimizadas para la resolucién de las fracciones seleccionadas.

Hongo 1Q-567 1Q-503
Fraccion 4 10
Cantidad de muestra (mg) 81 55.4
Fase movil ACN-H;0 (0.1%) 35-70 30-80
Tiempo de corrida (min) 21 20

Este analisis permitié conocer su complejidad y disefiar las condiciones de trabajo para el

aislamiento de los metabolitos fungicos bioactivos (Figura 14).
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Figura 14. Perfil cromatografico en modo analitico de las fracciones seleccionadas: A) Fraccion
F1o, del extracto de Aspergillus sp. 1Q-503; fase movil ACN-H20 (30:70) hasta 100 % de ACN por
30 min; B) Fraccién F4, proveniente del extracto de Talaromyces sp. 1Q-567; fase mévil ACN-H.O

(35:65) hasta 100 % de ACN por 30 min.

Una vez optimizados los métodos cromatograficos para el aislamiento de los componentes

presentes de cada muestra, cada una de las fracciones se resolvio por CLAE-DAD en modo

semipreparativo (Figura 15).
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Figura 15. Perfil cromatografico en modo semi-preparativo de las fracciones seleccionadas. A)
Moléculas aisladas a partir de la fraccion Fio, del extracto fungico 1Q-503; B) Moléculas aisladas a
partir de la fraccién F4, del extracto fungico 1Q-567.

6.3 Caracterizacion quimica

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se obtuvieron en los equipos Avance
l1l 400 MHz (*H) y Bruker AVANCE IlIl HD 700 MHz (*H) y 175 MHz (*3C). Los analisis
bidimensionales se obtuvieron en el equipo Bruker AVANCE IIl HD 700 MHz utilizando
CDCls y/o CD3OD como disolvente. Los desplazamientos quimicos se registraron en ppm
(). El procesamiento de los espectros se realiz6 con el programa MestreNova (versiéon
14.2.0, Mestrelab Research, 2020).

Los espectros de masas se obtuvieron por la técnica de analisis directo en tiempo real
(ADTR) en un espectrometro de masas The AccuTOF JMS-T100LC.
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6.4 Ensayo de actividad antibacteriana

La evaluacion de la actividad antibacteriana se realizé por el método de microdilucion
utilizando una placa de 96 pozos y la cepa resistente Acinetobacter baumannii A564, aislada
de un paciente pediatrico del Instituto Nacional de Pediatria, CDMX, proporcionada por el
Dr. Rodolfo Garcia Contreras (FACMED-UNAM).

El procedimiento se realizd en condiciones de estricta esterilidad. La bacteria se activo
realizando una suspension en caldo Mueller Hinton (MH) e incubando durante 18-24 h a 37
°C. Posteriormente, se ajusté la turbidez de la suspensiéon bacteriana a 0.5 unidades del
estandar de McFarland (1.5 x 108 UFC/mL)*, que corresponde a 0.08-0.13 unidades de
dispersion optica (DO). La DO se midié en un espectrofotometro Eppendorf BioPhotometer
Plus a 600 nm. Los extractos, fracciones y moléculas se prepararon previamente utilizando
DMSO como disolvente; los extractos y fracciones se evaluaron a 250 ppm y las moléculas
se evaluaron a 100 ppm. Se utilizd6 como control positivo el farmaco antimicrobiano
gentamicina a una concentracion de 100 ppm y como control negativo (control de
crecimiento) el medio de cultivo con la suspensién bacteriana'y DMSO al 2 %. La lectura de
la microplaca de 96 pozos se realiz6é en el equipo Cytation® (BioTek®) a una longitud de
onda de 600 nm. La primera lectura (t1) se realiz6 una vez terminado el llenado de los pozos.
Posteriormente, la placa se incub6 durante 24 h a 37 °C. Una vez terminado el tiempo de

incubacion se leyé la microplaca en el mismo equipo a una longitud de onda A=600 nm (t2).

Utilizando ambos datos se calcul6 el porcentaje de inhibicion del crecimiento bacteriano de

la siguiente manera:

Absorbanciat;—Absorbanciagq

% Inhibicion = (1 — ) 100 Ecuacién 1

Absorbancia controls;—Absorbancia controly,

Donde Absorbancia control se refiere a la absorbancia del control negativo (control de

crecimiento).

6.5 Ensayo de actividad de la proteina AbFtsZ

Para realizar la evaluacion de la actividad de la proteina AbFtsZ se siguieron los protocolos
reportados por Quan, A. et al., Martin-Garcia, F. et al., y Mukherjee, A. et al., con algunas

modificaciones.4 42, 43
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La proteina AbFtsZ, expresada y purificada en el grupo de trabajo se encuentra congelada
a -80°C en pequefias alicuotas, para su correcto descongelamiento se sumergié en agua
fria durante un minuto exacto, posteriormente, se dejo en hielo durante 30 minutos. Una vez
transcurrido este tiempo, la proteina se centrifugé a 10,000 rpm durante 5 minutos a 4°C
utiizando una centrifuga AccuSpin Micro 17R (Fisher-Scientific™). Utilizando el
sobrenadante se midi6 la absorbancia de la proteina utilizando el equipo NanoDrop One
(ThermoScientific™) a una longitud de onda de 280 nm, asi, se calculé la concentracién de

la proteina en la alicuota utilizada.

Los ensayos se realizaron en placas de 96 pozos empleando solucion amortiguadora de
ensayo (2.5 mM MgClz, 50 mM Tris-base, 200 mM KCI), GTP (50 uM), proteina AbFtsZ (4
uM), Berberina en DMSO (186 ppm) y las moléculas evaluadas disueltas en DMSO a una
concentracion de 100 ppm (concentracion final en pozo, en un volumen de 100 uL). Para
realizar el experimento se coloc6 un blanco para cada muestra (solucién amortiguadora de
ensayo, GTP (50 uM) y DMSO (2%). Como control de actividad GTPasa de la proteina se
utilizé solucion amortiguadora de ensayo, DMSO (2 %), GTP (50 uM) y proteina AbFtsZ (4
p1M). Como control de inhibicion de la actividad GTPasa se utilizé Berberina en DMSO (186
ppm) junto con los reactivos previamente mencionados. Una vez preparados los pozos de
reaccion la placa se incub6 por 30 minutos a 37 °C. Transcurrido el tiempo de incubacion a
cada pozo se le afiadieron 20 uL de reactivo de verde de malaquita fresco, se realizdé una
homogenizacion suave durante 5 minutos y se leyo la absorbancia a una longitud de onda

de 630 nm en el lector de microplacas Cytation® (BioTek®).

El porcentaje de actividad se calcul6 de la siguiente manera:

Absorbanciammyestra—Absorbanciapianco de muestra

% Actividad = ( ) 100 Ecuacion 2

Absorbanciacontrol de Actividad

Donde Control de Actividad se refiere a la absorbancia de la actividad de la proteina

AbFtsZ sin muestra problema.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Seleccion de los microorganismos de estudio

El presente trabajo se desarrollé como parte de un proyecto de investigacion enfocado en
la busqueda de moléculas con actividad antibacteriana a partir de microorganismos fingicos
colectados en ecosistemas poco explorados del territorio nacional (lagunas de manglares)
y tiene como objetivo el aislamiento de productos naturales bioactivos contra la cepa clinica
Acinetobacter baumannii A564 y/o que funjan como ligantes de la proteina FtsZ de esta

cepa.

El estudio comenzo con la seleccion de los taxones fungicos a estudiar con base en los
resultados de actividad biolégica determinada en un cribado preliminar (trabajo realizado
previamente por el grupo de investigacion) y considerando los perfiles metabdlicos de los
microorganismos seleccionados, obtenidos por cromatografia de liquidos de alta eficiencia
acoplados a espectrometria de masas (CLAE-EM) y analizados por redes moleculares. Con
base en estos resultados, se seleccionaron los microorganismos Aspergillus sp. 1Q-503 y
Talaromyces sp. 1Q-567 para su estudio quimico. En la Tabla 5 se indica la actividad
antibacteriana de los extractos organicos correspondientes a las cepas seleccionadas.

Tabla 5. Actividad antibacteriana frente a A. baumannii A564 de los extractos flngicos de los
aislamientos 1Q-503 e 1Q-567 cultivados en PDA, evaluados a 250 ppm.

Hongo % Actividad antibacteriana
Aspergillus sp. 1Q-503 59.3+9
Talaromyces sp. 1Q-567 75.0+5
Gentamicina* 20+ 8

* La gentamicina fue utilizada como control positivo en el ensayo (100 ppm).

Para incrementar el rendimiento de los extractos organicos, los microorganismos
seleccionados (IQ-503 e 1Q-567) se fermentaron en medio solido (Cheerios®) de acuerdo
con el procedimiento descrito en la seccidén 6.2.1. Transcurrido el tiempo de cultivo, se
prepararon los extractos organicos y se evalud su actividad antibacteriana nuevamente
(Tabla 6), atendiendo posibles variaciones por cambios en la composicion del extracto por

las diferencias en los medios de cultivo.
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Tabla 6. Actividad antibacteriana de los extractos fungicos de los hongos 1Q-503 e 1Q-567 cultivados
en Cheerios®, evaluados a 250 ppm.

Hongo Rendimiento (g) % Actividad antibacteriana
Aspergillus sp. 1Q-503 4.3 60.8+5
Talaromyces sp. 1Q-567 1.1 60.9+8
Gentamicina* NA 20+8

NA: No aplica. * La gentamicina fue utilizada como control positivo en el ensayo (100 ppm).

7.1 Estudio quimico biodirigido de los extractos organicos de Aspergillus sp. 1Q-503

y Talaromyces sp. 1Q-567

Posteriormente, se realiz6 su estudio quimico empleando un conjunto de métodos
cromatograficos guiados por ensayos de actividad antibacteriana frente a la cepa de interés.
En esta seccion se discuten los resultados obtenidos del aislamiento y caracterizacion
guimica de los productos obtenidos, asi como los resultados de actividad antibacteriana y
actividad frente a la enzima AbFtsZ de los productos caracterizados.

7.1.1 Fraccionamiento biodirigido de los extractos organicos de Aspergillus sp. 1Q-

503y Talaromyces sp. 1Q-567

El fraccionamiento primario de los extractos fungicos de Aspergillus sp 1Q-503 (Figura 12)
y Talaromyces sp. 1Q-567 (Figura 13), condujo a la obtencion de 26 y 14 fracciones,
respectivamente. Posteriormente, con base en el rendimiento obtenido y la complejidad del
perfil cromatogréfico (ver Anexo |), se seleccionaron las fracciones mostradas en las Tabla
7, para su evaluacioén biolégica.

Tabla 7. Inhibicién del crecimiento bacteriano de las fracciones evaluadas frente A. baumannii A564,
a una concentracién de 250 ppm.

Hongo Fraccién % Actividad antibacteriana

10 38.3+7
. 19 NP
Aspergillus sp. 1Q-503 20 NP

21 10.3+2

4 39.9+7

Talaromyces sp. 1Q-567 11 129+ 4
14 NP

Gentamicina* NA 20+ 8

NP: No Presentd, NA: No Aplica, n=4. * La gentamicina fue utilizada como control positivo en el

ensayo (100 ppm).
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Los resultados de esta evaluacion biolégica permitieron seleccionar las fracciones Fio y Fa
de Aspergillus sp 1Q-503 y Talaromyces sp. 1Q-567, respectivamente, para continuar con el
aislamiento de sus componentes. La resolucién de la complejidad quimica de las fracciones
activas por CLAE en modo semipreparativo, condujo a la obtencién de 10 moléculas con

posible actividad antibacteriana (Tabla 8).

Tabla 8. Rendimientos obtenidos de los metabolitos aislados mediante CLAE-DAD.

Rendimiento

Hongo Fraccion Molécula (mg/100 g de medio
de cultivo)

7.1*

2.1*

2.4*

14

15

1.1

1.8

0.2

0.3

8.0*

Aspergillus sp. 1Q-503 10

Talaromyces sp. 1Q-567 4

O ONOO OB WN PP

[N
o

* Moléculas seleccionadas para los ensayos bioldgicos, teniendo en cuenta rendimiento y/o pureza

confirmada por *H-RMN.

De este conjunto de moléculas, sélo los marcados con asterisco se seleccionaron para
evaluacion bioldgica, los restantes se descartaron debido a su bajo rendimiento y

presencia de mezclas.

7.2 Evaluacion de la actividad antibacteriana de los compuestos aislados

Los metabolitos seleccionados se evaluaron en el ensayo de inhibicion bacteriana con el fin
de encontrar los compuestos bioactivos; paralelamente también se evalu6 su potencial en
el ensayo de actividad enzimatica de AbFtsZ, con el fin de relacionar su actividad
antimicrobiana con un posible mecanismo de accion. Los resultados obtenidos (Tabla 9) se
expresan como porcentaje de inhibicién del crecimiento bacteriano respecto al control

negativo y el porcentaje de actividad GTPasa de la proteina AbFtsZ.

30



Tabla 9. Actividad antibacteriana de los compuestos 1-3, 10 frente a la cepa A. baumannii A564, a
una concentracion de 100 ppm.

Molécula Hondo % Inhibicion % Actividad
9 bacteriana GTPasa
1 Aspergillus s NP 95.6+9
2 pIQ?503 P- NP 103.0 * 10
3 NP 123.3+12
Talaromyces sp.
+ +
10 10-567 38.2+6 123.7 + 16
Gentamicina
+
(100 ppm) NA 20+ 9 NA
Berberina
+
(186 ppm) NA NA 43 +5

NP: no presentd actividad. NA: no aplica para este ensayo. n=4.

En la Tabla 9 se observa que, de los cuatro compuestos evaluados en el ensayo de actividad
de la enzima AbFtsZ, s6lo dos (3 y 10) presentaron resultados promisorios. El compuesto
3, por ejemplo, provocé un aumento en la actividad enziméatica de la proteina indicando una
interaccién con AbFtsZ. Este es el primer reporte de una molécula de origen fungico de
union a la enzima FtsZ de A. baumannii. Por otro lado, el compuesto 10, fue el Unico que
presentd inhibicion del crecimiento bacteriano, superando a la gentamicina (antibiotico de
amplio espectro). Cabe destacar que esta cepa bacteriana es panresistente e
intrahospitalaria y encontrar una molécula que actle sobre ella es de gran relevancia.
Ademas, el compuesto 10, también aumento la actividad de AbFtsZ. Con base en estos
resultados es posible que la actividad antibacteriana de 10 esté relacionada con la

desestructuracion del anillo Z (conformado por polimeros de FtsZ).

Debido a la actividad biol6gica presentada por las moléculas 3 y 10, se establecio la
estructura quimica de ambos productos con base en los resultados obtenidos de diversos
analisis, tanto espectroscépicos (RMN de una y dos dimensiones) como espectrométricos

(espectrometria de masas).
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7.3 Elucidacion estructural
7.3.1 Elucidacién estructural del pirofeno (3)

El compuesto 3 se aislé como un sélido de color blanco. Su férmula molecular se establecio
como Ci6H17NO4 con base en la masa exacta observada para la molécula protonada [M+H]*
C16H1sNO4: 288.1225 uma (Figura 16), calculada para [M+H]* C16H1sNO4*: 288.1235 uma

(A=3.5 ppm), permitiendo nueve grados de insaturacion (Q).

100- 288.1225
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~ 601
<
T
@ 401
2
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Figura 16. Espectro de masas por DART+ para el compuesto 3.

Las sefales caracteristicas observadas en los espectros de RMN uni- y bidiemensional
(Figuras 17-20 y Tabla 10) permitieron establecer la estructura del compuesto 3 como el

pirofeno.**4% A continuacion se resumen las caracteristicas mas importantes observadas

para esta molécula en los espectros de RMN.

a) En el espectro de RMN 3C (Figura 18) se observan sefiales para 14 tipos de carbonos,
de las cuales, dos corresponden a grupos carbonilo (éc 166.8, dc 172.9) y dos

corresponden a carbonos vinilicos base de oxigeno (dc 173.4, oc 164.3).
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b) El carbono en posicion C-3 (dc 89.0) presenta un desplazamiento poco convencional; al
ser un carbono de hibridacion sp? se espera un desplazamiento mayor a 100 ppm, sin
embargo, se encuentra por debajo de dicho desplazamiento. Esto se debe a la
presencia de un éster de enol.

c) En el espectro de RMN H (Figura 17) las sefiales Jn 7.20 (m, H-12), 7.21 (d, J = 7.3,
H-10, H-14) y 7.27 (dt, J = 8.0, 6.9, H-11, H-13) corresponden a la presencia de un anillo
aromatico monosustituido.

d) En on 2.99 (dd, J = 13.7, 8.7) y on 3.16 (dd, J = 13.7, 6.9) se registran dos sefiales
correspondientes a un grupo metileno con hidrogenos diasterotépicos.

e) Las correlaciones observadas en el experimento HSQC (Figura 19) permitieron
identificar la presencia de ocho metinos (dc/on 130.2/7.21, dclon 129.6/7.27, dclon
127.9/7.20, oclon 101.8/6.00, dclon 89.0/5.55, dclon 54.1/4.91), un metoxilo (dc/oH
57.0/3.82) y un grupo metilo (dc/on 22.3, 1.90).

f) Las sefales registradas en o1 5.55 (d, J = 2.2) y 6.00 (d, J = 2.2) corresponden a dos
protones presentes en las posiciones H-3 y H-5 en el anillo de 2-pirona.

g) La sefal correspondiente al grupo amida no se observa debido a un intercambio del
proton con el disolvente utilizado para registrar el espectro (CD3OD).

Tabla 10. Datos espectroscopicos de RMN (*H, 700 MHz; 13C, 175 MHz,  en ppm; J en Hz; CDs0D)
del pirofeno (3).

Posicién oc &y, mult (J en Hz) O 4445 * &4, mult (J en Hz) 4445 %
2 166.8 164.4
3 89.0 5.55, d (2.2) 88.6 5.41,d (2.2)
4 173.4 171.0
q 57.0 3.82,s 56.1 3.75,s
5 101.8 6.00,d (2.2) 101.3 5.74,d (2.2)
6 164.3 161.3
7 54.1 4.91, q (8.7) 52.5 5.00, q (8.0)
8 39.3 a: 2.99, dd (13.7, 8.7) 39.1 3.10, d (7.6)
b: 3.16, dd (13.7, 6.9)

9 138.1 135.9

10,14 130.2 7.21,d (7.3) 129.2 7.11, m

11,13 129.6 7.27, dt (8.0, 6.9) 128.9 7.27, m
12 127.9 7.20, m 127.3 7.23, m
15 NR 5.95, d (8.5)
16 172.9 169.6
17 22.3 1.90, s 23.4 1.96, s

* Datos registrados utilizando CDCls como disolvente a 500 MHz (*H) y 125 MHz (*3C)
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Figura 18. Espectro de **C-RMN para la molécula 3.
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7.3.2 Elucidacion estructural de la penicilida (10)

La estructura quimica del producto 10 se establecié a través del analisis exhaustivo de un
conjunto de datos espectrométricos (Figura 21) y espectroscéopicos (RMN de una y dos
dimensiones, Figuras 22-26). La masa exacta para la especie protonada [M+H]* m/z:
373.1673, permitio establecer la formula molecular como: C21H2506* 373.1651 (A=5.8 ppm),
con un indice de deficiendia de hidrégenos de 10 (Q=10).

100 4 355.1497
<
2 80-
o
=
o
= 907 373.1673
[
=
g 404
g 390.1935
C= 20 =
709.3270 762 3621
0 Ladi g \
T | | T L T L T T L T T 1
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
miz

Figura 21. Espectro de masas por DART+ para el compuesto 10.

Las sefiales observadas en los espectros de RMN (Tabla 11) que permitieron la elucidacion

guimica del compuesto se detallan a continuacion:

a) En el espectro de RMN 'H (Figura 22) se observaron en J1 6.36 (m, H-8), Jx 6.85 (m),
01 6.86 (s) y on7.54 (d, J = 8.4) cuatro sefiales correspondientes a los hidrégenos de los
anillos aroméaticos tetrasustituidos.

b) Por otro lado, se observan sefales asignables a tres grupos metilo, uno de ellos sobre
un sistema aromatico en o1 2.23 (s), o1 0.98 (d, 6.6) y 01 0.96 (d, 6.6) correspondientes a

las posiciones H-9a, H-5" y H-4’, respectivamente.
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c)

d)

f)

Con base en las correlaciones observadas en el experimento HSQC (Figura 26), se
determind que las sefiales en 61 5.07 (s) y on5.07 (dd, J =9.2, 4.2), las cuales en conjunto
integran para 3 hidrégenos son asignables a un metileno (C-7) y un metino (C-1’) base
de oxigeno.

Las sefiales registradas en el espectro de RMN H (Figura 22) y sus correlaciones en el
experimento HSQC (Figura 26) permitieron identificar la presencia de un metino vecino
a un heteroatomo (dc/on 66.9/5.07), un metileno unido a oxigeno (dc/on 69.2/5.07), un
metileno con hidrégenos diasterotdpicos (oc/on 47.8/1.47,1.67), un metoxilo (dc/on
62.8/3.97) y un metino adyacente (dc/on 25.1/1.78) a un grupo gem dimetilo (dc/on 21.9,
23.6/0.96, 0.98).

El registro de las sefiales en RMN 3C (Figura 23) permitié identificar 20 tipos de
carbonos, de estos, la sefial en dc 167.7 corresponde a un grupo carbonilo, las sefales
en Jc 154.7, 147.5, 141,5, corresponden a carbonos aromaticos base de oxigeno,
mientras que la sefial el oc 69.2 corresponde a un carbono alifatico base de oxigeno.

La sefial en 6c 117.8 es asignable a dos carbonos arométicos en las posiciones C-10 y
C-1.

Con base en esta informacion, el analisis detallado de las correlaciones observadas en el

espectro HMBC y los datos espectroscopicos registrados en la literatura, se determiné que

el compuesto 10 corresponde a la penicilida.*
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Tabla 11. Datos espectroscopicos de RMN (*H, 700 MHz; 3C, 175 MHz, d en ppm; J en Hz; CDCls)

de la penicilida (10).

Posicién oc &4, mult (J en Hz) Sc e
1 117.8 6.86, s 117.7
2 131.1 7.54, d (8.4) 131.0
3 137.1 136.9
4 154.7 154.3
4a 119.7 119.4
5 167.7 167.9
7 69.2 5.07,s 69.1
7a 125.9 125.7
8 120.9 6.36, m 120.6
9 135.2 134.9
10 117.8 6.85, m 117.7
11 147.5 147.5

1la 141.5 141.3
12a 151.5 151.3
1’ 66.9 5.07,dd (9.2, 4.2) 66.6

, a: 147, m

2 47.8 b: 1.67. m 47.6
3 25.1 1.78, m 24.9

4 21.9 0.96, d (6.6) 21.8

5 23.6 0.98, d (6.6) 23.3
4-OMe 62.8 3.97,s 62.6
9-Me 21.0 2.23,s 20.8

* Datos registrados utilizando CDCIl; como disolvente a 100 MHz (*3C).
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Figura 23. Espectro de **C-RMN para la molécula 10.
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El compuesto 3 es una 4-metoxi-2-pirona derivado del aminoécido fenilalanina,*” y un
policétido pequefio, también ha sido aislado de otras especies fungicas como Aspergillus
brasiliensis;*® Aspergillus welwitschiaer CUGBMF180262, una cepa muy cercana
morfolégicamente con A. niger;*® Aspergillus niger obtenido del tallo del liquen que forma
con el alga Parmotrema ravum recolectada en la India y Aspergillus sp. proveniente de Piper
crocatum.®? 51 De acuerdo con los ensayos bioldgicos realizados por diversos autores, el
pirofeno (3) presenta actividad antibacteriana contra las cepas Micrococcus luteus (Clso 63
pg/mL), Aeromonas hydrophila (Clso 62 pg/mL) y Listeria innocua (Clso 82 pg/mL), asimismo,
se reporta actividad antifangica contra las cepas Candida parapsilosis (Clso 35 pg/mL), C.
utilis (Clso 62 pug/mL) y C. albicans (Clso 74 pg/mL).%% 52 El pirofeno (3) es citotéxico contra
las lineas celulares T47D y Vero, con valores de CI50 9.2 pg/mL y 109 pg/mL,

respectivamente.>!

Por otro lado, la penicilida (10) una dibenzodioxocina, ha sido aislada anteriormente de
especies fungicas como Penicillium sp. SYFz-1 proveniente de una muestra de suelo de
mangle;>3 Pestalotiopsis sp. PSU-ES194, hongo enddfito de la especie marina Enhalus

acoroides;>* Talaromyces flavus (ATCC 74110);% Penicillium sp. TGM112 microorganismo
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endofito del manglar Bruguiera sexangula var. rhynchopetala;>® asi como del hongo marino
Talaromyces sp. BTBU20213036 proveniente de una muestra de lodo recolectada en la
region costera de Qingdao, en la provincia de Shandong.>” Esta molécula ha sido evaluada
en diversos ensayos biolégicos, destacando su actividad antibacteriana contra
Staphylococcus aureus con una CMI de 100 pg/mL.%” Asimismo, se ha reportado su
actividad citotoxica contra las lineas celulares cancerigenas H1975, MCF-7, K562, HL7702
a una concentracion de 30 uM y actividad citotdxica contra la linea celular Vero con ICso 84
UM.53 %4 La penicilida también presenté actividad antioxidante en el ensayo de decoloracion
del cation radical ABTS™; actividad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa con una ICso de
490 uM,>® por Ultimo, se destaca la actividad antagonista sobre la oxitocina (ICso 67 uM) y
sobre todo, de sus derivados (mono acetato de penicilida ICso 8.4 uM).>® Con base en lo
anterior, la actividad antibacteriana mostrada por la molécula 10, coincide con reportes

previos.

Se han encontrado reportes sobre algunos ligantes de la enzima FtsZ como modificadores
de su actividad enziméatica. La molécula PC190723, inicialmente descrita como un inhibidor
de la actividad GTPasa, sin embargo, posteriormente se comprobd que aumenta la actividad
GTPasa de SaFtsZ y resensibiliza a las cepas MRSA ante los B-lactamicos.?® De igual
manera, los benzimidazoles SB-P3G2, SB-P17G-C2, 1a-G4 y 1a-G7 mejoran la actividad
GTPasa de MtbFtsZ e inhiben su polimerizacion; SB-P17G-C2 también desestabiliza y
despolimeriza los polimeros de FtsZ previamente formados.?? 2358 La Vitamina K3 es un
activador de la actividad GTPasa de SpnFtsZ con una subsecuente inhibicion de la
polimerizaciéon.>® Estos activadores de la actividad GTPasa también interfieren con la
polimerizacibn de FtsZ, con la ubicacion del anillo Z en la célula, inducen la

despolimerizacion e inhiben la proliferaciéon bacteriana.?® >°

De hecho, el aumento en la actividad GTPasa de la proteina FtsZ desestabiliza los
polimeros de FtsZ, conduciendo a la inhibicién de la polimerizacion y la formacion de
filamentos debido a que los polimeros GTP-FtsZ son mas estables que los polimeros GDP-
FtsZ.5860 E| incremento en la hidrélisis de GTP provocaria la desestabilizacién de estos
protofilamentos y la despolimerizacion de los polimeros ya formados debido a que la
proteina FtsZ no se ensambla cooperativamente en presencia de GDP.5! Asimismo, este
incremento en la actividad puede afectar el movimiento de cinta rodante del anillo Z (como

lo hace la molécula MciZ, un antagonista del anillo Z)%? evitando su correcto ensamblaje v,
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por ende, interfiriendo el ensamblaje de peptidoglicano y citocinesis, generando la lisis

bacteriana.>®

Por lo anteriormente descrito, tanto el compuesto 3 como el 10 presentaron interaccion
sobre la enzima AbFtsZ, posicionando ambas moléculas como punto de partida para el
desarrollo de derivados que mejoren la actividad antibacteriana sobre A. baumannii con un
nuevo mecanismo de accion, ayudando asi, a contrarrestar la RAM. Tomando en cuenta el
perfil de resistencia de A. baumannii y la tasa de mortalidad asociada a este
microorganismo, los resultados obtenidos son altamente promisorios, pues existen muy

pocos compuestos con actividad antibacteriana frente a este patdgeno.
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8. CONCLUSIONES

El fraccionamiento de los extractos organicos de los hongos Aspergillus sp. 1Q-503 y
Talaromyces sp. 1Q-567 mediante técnicas cromatograficas permitié el aislamiento
de los compuestos 3 y 10, caracterizados mediante técnicas espectroscopicas y
espectrométricas como pirofeno y penicilida, respectivamente.

La evaluacion biologica de las fracciones permitio identificar a las moléculas 3y 10
como responsables de la actividad biolégica observada en sus respectivos extractos
organicos.

El pirofeno (3) mejord la actividad GTPasa del blanco molecular AbFtsZ, sin embargo,
no presentd actividad antibacteriana. Por otro lado, la penicilida (10) present6
actividad antibacteriana contra Acinetobacter baumannii A564 y mejoroé la actividad
GTPasa de la proteina AbFtsZ.

Este es el primer trabajo donde se reporta la capacidad del pirofeno (3) y de la
penicilida (10) para interactuar con la enzima FtsZ, lo cual abre el campo de
investigacion sobre este tipo de moléculas para el posible desarrollo de antibiéticos

con un nuevo mecanismo de accion, y asi, contrarrestar la farmacorresistencia.
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10. ANEXOS

ANEXO I. Perfiles cromatograficos por CLAE-DAD-DEDL.
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Cromatograma 1. Perfil cromatogréafico por CLAE-DAD-DEDL de la fraccion F1: del extracto de
Talaromyces sp. 1Q-567; fase movil ACN-H,O (80:20) hasta 100 % de ACN por 30 min.
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Cromatograma 2. Perfil cromatografico por CLAE-DAD-DEDL de la fraccién Fi4 del extracto de
Talaromyces sp. 1Q-567; fase mévil ACN-H,O (80:20) hasta 100 % de ACN por 30 min.
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Cromatograma 3. Perfil cromatografico por CLAE-DAD-DEDL de la fraccidn F»o del extracto de
Aspergillus sp. 1Q-503; fase movil ACN-H20 (80:20) hasta 100 % de ACN por 30 min.

0.15 4

0.10 4

Absorbancia

0.05

S

0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (min)

Cromatograma 4. Perfil cromatogréafico por CLAE-DAD-DEDL de la fraccion F2: del extracto de
Aspergillus sp. 1Q-503; fase movil ACN-H,O (80:20) hasta 100 % de ACN por 30 min.
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