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Resumen

La resistencia antimicrobiana (RAM) se esta convirtiendo en un reto sanitario
mundial que requiere una atencion inmediata y concertada. Por ello, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) ha emitido alertas en las que insta a seguir desarrollando
antibidticos con mecanismos de accion novedosos contra patdgenos de importancia
clinica, como Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas
aeruginosa. En este contexto, los hongos han desempefiado un papel crucial en el
descubrimiento y desarrollo de antibiéticos. Por ello, en este trabajo se priorizé una
cepa fungica en funcion de su perfil metabdlico y actividad antibacteriana frente a
aislados multirresistentes de A. baumannii, K. pneumoniae y P. aeruginosa, para
identificar potenciales moléculas antibidticas. La investigacion quimica del hongo
seleccionado (1Q-548, Aspergillus sp.) condujo al aislamiento de asperazina (1),
aurasperona B (2), aurasperona F (3), TMC-256A1 (4), fonsecina B (5),
dianhidroaurasperona C (6) y aurasperona A (7). Ademas, se desarrollé un ensayo
in vitro para detectar ligandos de la enzima mutante Z filamentosa sensible a la
temperatura de A. baumannii (AbFtsZ), una GTPasa que desempefia un papel
central en la divisidon bacteriana, para correlacionar la capacidad de las moléculas
antibacterianas aisladas con un mecanismo de accidon. Los compuestos 1-4
inhibieron el crecimiento de A. baumannii, K. pneumoniae y P. aeruginosa.
Curiosamente, los compuestos 2-3, 5-7 interaccionaron con AbFtsZ1.412,
aumentando su actividad GTPasa. Por el contrario, el compuesto 4 mostré actuar
como inhibidor tanto de la actividad enzimatica como del crecimiento de las cepas

estudiadas.



Abstract

Antimicrobial resistance (AMR) is emerging as a global health challenge that
requires immediate and concerted attention. Accordingly, the World Health
Organization (WHO) has issued alerts urging to continue developing antibiotics with
novel mechanisms of action toward clinically important pathogens, including
Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa. In
this context, fungi have played a crucial role in discovering and developing
antibiotics. Therefore, in this work, one fungal strain was prioritized based on their
metabolic profile and antibacterial activity against multirresistant isolate of A.
baumannii, K. pneumoniae and P. aeruginosa, to identify potential antibiotic
molecules. Chemical investigation of the selected fungus (1Q-548, Aspergillus sp.)
led to the isolation of asperazine (1), aurasperone B (2), aurasperone F (3), TMC
256A1 (4), fonsecin B (5), dianhydroaurasperone C (6) and aurasperone A (7).
Moreover, an in vitro assay to detect ligands of the Filamentous temperature
sensitive mutant Z enzyme of A. baumannii (AbFtsZ), a GTPase that plays a central
role in bacterial division, was developed to correlate the antibacterial properties of
the isolated molecules to a mechanism of action. Compounds 1-4 inhibited the
growth of A. baumannii, K. pneumoniae y P. aeruginosa. Interestingly, compounds
2-3, 5-7 interacted with AbFtsZ1412, increasing its GTPase activity. Conversely,
compound 4 exhibited an outstanding ability to act as an inhibitor of both, the

enzymatic activity and the growth of the strain under study.



1. Antecedentes

11 Resistencia Antimicrobiana

La resistencia antimicrobiana (RAM) se refiere a la capacidad de los
microorganismos para resistir la accion de los medicamentos a los que
anteriormente eran sensibles, resultando en tratamientos ineficaces'. De acuerdo
con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la RAM se ha declarado como una

de las principales amenazas para la salud publica a nivel mundial?.

A pesar de la creciente amenaza global que representan las bacterias resistentes a
los antibidticos, la investigacion farmacéutica no ha logrado producir nuevos
antibioticos efectivos en suficiente medida. En este contexto, la OMS resalta la
necesidad urgente de descubrir nuevas moléculas antibiéticas para hacer frente a
las infecciones causadas por patdgenos resistentes. En las ultimas dos décadas,
solo se han desarrollado dos nuevas clases de antibidticos, los cuales estan
principalmente dirigidos contra bacterias Gram-positivas®. Por consiguiente, la OMS
ha llamado a la comunidad cientifica, farmacéutica y clinica a abordar los desafios
cientificos y econdmicos que impiden el hallazgo de moléculas capaces de

contrarrestar la RAMA.

Como parte de las acciones para hacer frente a esta problematica, en 2017 la OMS
publicé una lista (Tabla 1) que identifica a los principales patégenos que requieren
atencion prioritaria®. El principal objetivo es impulsar la investigacion y desarrollo de
nuevos antibidéticos para abordar la resistencia, especialmente en casos de

infecciones graves y tuberculosis multirresistente®.



Tabla 1. Lista de la OMS de patdgenos prioritarios para la 1+D de nuevos antibidticos®.

Prioridad Microorganismo
Acinetobacter baumannii, resistente a los carbapenémicos
Pseudomonas aeruginosa, resistente a los carbapenémicos

1: Critica . . -
Enterobacteriaceae, resistentes a los carbapenémicos,
productoras de betalactamasas
Enterococcus faecium, resistente a vancomicina
Staphylococcus aureus, resistente a meticilina y a vancomicina
Helicobacter pylori, resistente a claritromicina

2: Elevada py

Campylobacter spp., resistente a las fluoroquinolonas
Salmonellae, resistentes a fluoroquinolonas

Neisseria gonorrhoeae, resistente a cefalosporina y a las
fluoroquinolonas

Streptococcus pneumoniae, resistente a penicilina
3: Media Haemophilus influenzae, resistente a la ampicilina
Shigella spp., resistente a las fluoroquinolonas

1.2 Resistencia Antimicrobiana en México

En México, el alto consumo de antibidticos se debe a la prescripcidon innecesaria’
(impulsada por el elevado numero de casos de infecciones respiraciones agudas y
gastrointestinales/diarreicas aguda), la dispensacion inadecuada y la regulacién
laxa en la venta de medicamentos (al no exigir prescripcion médica para su venta).
Esto promueve la automedicacion y el uso indebido tanto en humanos como en la
ganaderia y agricultura, contribuyendo significativamente al problema del alto

consumo de antibidticos®:8.

De acuerdo con el segundo reporte de Estado Actual de la Resistencia
Antimicrobiana en México 2018°, que proporciona informacién sobre la resistencia
antimicrobiana de bacterias aisladas de hemocultivos y urocultivos, se detecté un
incremento en la resistencia a cefalosporinas de 32 y 42 generacion, ciprofloxacino,
y meropenem de microrganismos del grupo ESKAPE (Enterococcus faecium,

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
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Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp.), destacando Acinetobacter

baumannii, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa®®.

A. baumannii es una bacteria Gram negativa y es reconocida como un patégeno
clinicamente significativo causante de un amplio espectro de infecciones
nosocomiales, especialmente en grupos de pacientes vulnerables, por ejemplo,
pacientes en unidades de cuidados intensivos, pacientes con hospitalizaciones
prolongadas, personas con cirugias o procedimientos invasivos (cateterismo
vascular central, traqueostomias y laparoscopias, entre otras), neonatos y personas
inmunosuprimidas'®'). Estas infecciones se producen principalmente en pacientes
de edad avanzada en asociacion con alcoholismo, diabetes, enfermedad renal y/o
pulmonar. Las tasas de mortalidad asociadas a las infecciones por A. baumannii
varian considerablemente en funcion de las enfermedades concomitantes, la
duracion de la estancia hospitalaria, las caracteristicas demograficas y la
sensibilidad a los antibiéticos de las cepas causantes de la infeccion'®. Ademas, se
cree que la regulacién diferencial de los genes de virulencia dependiente de la cepa,
la gran cantidad de reguladores transcripcionales en comparacion con otras
especies de Acinetobacter y la sinergia de multiples genes que codifican factores

de virulencia contribuyen al potencial de virulencia de A. baumannii'°.

Las cepas de A. baumannii son capaces de regular los mecanismos intrinsecos de
resistencia a los antibidticos, lo que, junto con la adquisicidn de nuevos genes de
resistencia a través de mecanismos de transferencia horizontal, contribuye a la
propagacion y la diversidad del perfil de resistencia de A. baumannii. Algunos
mecanismos intrinsecos de resistencia que presenta A. baumannii son, la presencia
de betalactamasas, las bombas de eflujo, los cambios en las proteinas asociadas a
la membrana y las enzimas que reconocen antimicrobianos como sustratos'®!",
Ademas de la resistencia intrinseca, se ha demostrado que el flujo genético y la
transferencia horizontal son los principales mecanismos a través de los cuales A.

baumannii adquiere resistencia a los antibidticos.

Ainicios de la década de 1970, los aislados clinicos de A. baumannii eran sensibles

a los antibiéticos de uso comun, como ampicilina, gentamicina, cloranfenicol y acido
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nalidixico. Sin embargo, a finales de los afios setenta A. baumannii emergié como
un importante patégeno nosocomial, principalmente asociado al uso de antibioticos
de amplio espectro en los hospitales. Actualmente, este patdégeno muestra
resistencia a la mayoria de los antibiéticos de primera linea, como las quinolonas,
sulfamidas, cefalosporinas y betalactamicos'. La colistina y la tigeciclina
(antibidticos de ultima generacién) siguen siendo los uUnicos antibidticos activos
contra ella y se emplean como ultimo recurso en el tratamiento hacia A. baumannii
multirresistente; sin embargo, se han notificado cepas resistentes a la colistina en

distintas regiones del mundo'®'" (Figura 1).

A: Norte América: D: Europa:

ST2, ST46, ST94, ST1, ST2, ST195, ST345, ST490, ST492,
ST92, ST208, ST281, ST537, ST632, ST636, ST745, ST1421,
ST282, ST451, ST1557 ST1816, ST195, ST208, ST218, ST281,
ST425, ST436, ST451, ST502, ST747,
ST1114, ST1566, ST1567, ST1633, ST2571

E: Asia:

27 » ST2, ST1303, ST92,

>~ ST191, ST369,
ST375, ST387,

L ST451, ST1752,

ATV, o
@/

S N . ST1809, ST1812,
B: Sur América: ‘ R ST1837, ST1929,
ST2, ST15, ST25, 'B ST1962
ST79, ST730, ST113, k ® C: Atrica:
Sa e s F oo ¥
' 4 ST570, ST195, ST231

Figura 1. Distribucién mundial de aislados de A. baumannii multirresistentes. Tomado de
Novovic y colaboradores®.

Klebsiella pneumoniae, es una bacteria Gram negativa y no mévil que puede causar
diversas infecciones, como neumonia, infecciones del tracto urinario e infecciones
del torrente sanguineo’?. Se trata de un patdgeno oportunista que puede provocar
infecciones graves vy dificiles de tratar. La bacteria suele colonizar las superficies
mucosas humanas de la orofaringe y el tracto gastrointestinal’?'3, En 1983 se
identifico en K. pneumoniae la produccion de una betalactamasa que puede
hidrolizar el grupo oxiimino y el anillo betalactdmico, haciendo ineficaces a las

cefalosporinas y penicilinas de Ultima generacion’. Otros de los mecanismos de



resistencia que presenta esta bacteria son, la formacion de biopelicula (presentan
propiedades de barrera osmoética ocasionando una resistencia a los agentes
antimicrobianos), pérdida y mutacion de las porinas (reduce la entrada de los
antibidticos mediante la reduccion de la proteina de membrana externa porina), y
bombas de eflujo (que reducen la concentracién del farmaco liberandolo fuera de la

célula)’®.

Las infecciones por Klebsiella pneumoniae, en particular las del torrente sanguineo,
se asocian a elevadas tasas de mortalidad en todo el mundo'3'6. Esta bacteria ha
mostrado una preocupante resistencia a una serie de antibiéticos, como amoxicilina-
acido clavulanico, cefuroxima, ceftazidima, cefalotina, entre otros'3'6. La aparicion
de K. pneumoniae resistentes a los antibidticos complica el tratamiento de las
infecciones causadas por estas bacterias’®. El desarrollo de resistencia a los
antibiéticos en K. pneumoniae ha provocado una disminucién de la eficacia de los
tratamientos tradicionales contra el patdgeno, lo que plantea importantes retos en

la terapia clinica.

Por otro lado, P. aeruginosa es una bacteria Gram negativa, aerdbica, con motilidad
unipolar, patdégeno oportunista, que provoca infecciones respiratorias, urinarias y en
el torrente sanguineo y presente en infecciones nosocomiales'”'8, Esta bacteria
tiene una rapida capacidad de reproduccion y una gran capacidad de adaptacion, lo
que le permite prosperar en diversos entornos, incluidos los alimentos'’.
Actualmente P. aeruginosa presenta alta resistencia a farmacos como:
fluoroquinolonas, quinolonas, aminoglucésidos, penicilinas y carbapenémicos’:18, y
los mecanismos de resistencia que posee este microorganismo bacteriano son:
sistemas de bombas de eflujo, baja permeabilidad de la membrana (modificacién
del lipopolisacarido de la membrana externa), presencia de enzimas
betalactamasas, formacion de biopelicula’®'®. En 2020, Chegini y colaboradores®
reportaron el amplio uso de bacteriéfagos como coadyuvantes de los antibidticos

para la inhibicion de la formacion de biopelicula en P. aeruginosa multirresistente.



1.3 Antibioticos

Los antibidticos son medicamentos utilizados para prevenir y tratar infecciones
causadas por bacterias. La resistencia a los antibiéticos ocurre cuando las bacterias
mutan en respuesta al uso de estos medicamentos. Estos farmacos pueden
dividirse en dos categorias principales?': a) bactericidas, cuya accién es letal y lleva
a la lisis bacteriana; y b) bacteriostaticos, que, al alcanzar concentraciones en
sangre o tejidos, impiden el desarrollo y multiplicacion bacteriana sin destruir las
células. Cada grupo de antibidticos actua preferentemente de una u otra forma,
aunque un mismo antibiético puede comportarse como bactericida o bacteriostatico,
dependiendo de la concentracion que alcance en el objetivo o de su afinidad por la

diana de un determinado microorganismo?223 (Figura 2).

Resistencia antibiodtica Modo de accion de los
A. Prevencion de la insercion celular antibioticos

1. Sintesis proteica, €j.,
macrdlidos, tetraciclinas,
aminoglucdsidos

2. Sintesis de acidos
nucleicos, €j.,
quinolonas

B. Inactivacion, ej.,
penicilinas,
cefalosporinas

3. Sintesis
de acido félico, ¢j.,
sulfamidas

4. Membrana, j.,

C. Expulsion por
polimixinas

bombeo, €j., macrolidos,
tetraciclinas

5. Pared celular, gj.,

D. Modificacion penicilinas, cefalosporinas

de la diana, €j., rifampicina

Figura 2. Mecanismos de resistencia antibidtica (izquierda) y modos de accién de los
antimicrobianos?' (derecha). Tomado de Chellat, M. F., y colaboradores?'.



e Modo de accion de los antibiéticos

Existe una amplia diversidad de familias y grupos de antimicrobianos de

interés clinico (Tabla 2). Los mecanismos por los cuales los compuestos con

actividad antibacteriana inhiben el crecimiento o causan la muerte de las

bacterias son sumamente variados y dependen de las dianas afectadas.

Algunos antimicrobianos de uso clinico ejercen su accion al inhibir la sintesis

de la pared bacteriana, alterar la integridad de la membrana citoplasmica,

impedir la sintesis proteica o bloquear la sintesis o funciones de acidos

nucleicos. Asimismo, hay otros cuya funcién consiste en proteger otros

compuestos de las enzimas hidroliticas bacterianas, como es el caso de los

inhibidores de B-lactamasas (Figura 2)?"23,

Tabla 2. Tipos de antibioticos?.

Mecanismo de accion

Grupo de
antibioticos

Ejemplos

[ -lactdmicos

Inhibiciéon de la sintesis

Glucopéptidos

de la pared bacteriana

Penicilinas, Cefalosporinas,
Aztreonam, Imipenem,
Vancomicina, Bacitracina

Bacitracina Fosfomicina
Alteracion de la Polimixinas Fgg“n;ma; B, Polimixina E
membrana citoplasmica . . "

Lipopéptidos Daptomicina

Acido fusidico

Acido Fusidico

Amiglucosidos

Gentamicina, Amicacina,

Anfenicoles

Cloranfenicol, Tiamfenicol

Inhibicion de la sintesis

Macrodlidos

Clindamicina, Lincomicina

proteica

Estreptograminas

Eritromicina, Azitromicina

Lincosamidas

Telitromicina, Mupirocina

Tetraciclinas

Linezolid. Tetraciclina, Doxiciclina

Ozaxolidinonas

Tigeciclina

Alteracion del

Quinolonas

Acido Nalidixico, Ciprofloxacino,
Levofloxacino, Gemifloxacino

metabolismo o la

Rifampicinas

Rifampicina

estructura de los acidos
nucleicos

Nitroimidazoles

Metronidazol, Tinidazol

Nitrofuranos

Nitrofurantoina, Furazolidona

Bloqueo de la sintesis de

Sulfonamidas

factores metabodlicos

Diaminopirimidinas

Trimetoprima, Sulfametoxazol

Inhibidores de f3-
lactamasas

Acido Clavulanico, Sulbactam, Tazobactam




Mecanismos de resistencia

Las bacterias, debido a su alta capacidad de adaptacién, pueden desarrollar
mecanismos de resistencia frente a los antibioticos que los contrarrestan. Los
principales mecanismos de resistencia natural incluyen la prevencion de la
penetracion en la célula, la eliminacién a través de proteinas de transporte
en la membrana, la descomposicion o modificacion mediante proteinas

inactivadoras, y la modificacion del objetivo (Figura 2)2'-24,

Se han observado mutaciones en los genes que codifican las proteinas
ribosémicas, lo que puede disminuir la eficacia de los antibidticos al reducir
su afinidad por la diana de accién. Ademas, mutaciones en el gen 23S rRNA
han demostrado tener un efecto similar. Algunas bacterias utilizan bombas de
eflujo para expulsar los antibiéticos de la célula y evitar su acumulaciéon, como
ocurre con las tetraciclinas. Otra estrategia de resistencia bacteriana implica
la produccién de enzimas que inactivan los antibidticos al modificar o
degradar el compuesto, como las B-lactamasas que hidrolizan el anillo B-
lactamico de los antibidticos, un mecanismo observado con tetraciclinas y
beta-lactdmicos. Estos son algunos de los mecanismos de resistencia

bacteriana a los antibioticos?':24,
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14 Proteina FtsZ

La citocinesis es el proceso de division celular en el cual se produce la divisién
del citoplasma de una célula madre en dos células hijas, cada una con su propio
nucleo y citoplasma rodeado por una membrana plasmatica. Este proceso se
lleva a cabo mediante la actuacion de un complejo proteico conocido como
divisoma, donde destaca la proteina FtsZ, enzima procarionte la cual se desplaza
primero al sitio de division celular bacteriana®>?¢. La primera estructura
cristalografica de FtsZ se obtuvo utilizando una proteina de la arquea
Methanocaldococcus jannaschii?®. Aunque la proteina FtsZ se ha identificado
como un homologo estructural de la tubulina presente en células eucariotas,
existe una diferencia estructural importante entre ellas: FtsZ presenta una
hendidura entre dominios a lo largo de la hélice H7, que separa los dominios
amino-terminal y carboxilo-terminal (Figura 3)2°. Esta region es inexistente en las
células eucariotas, pero se encuentra altamente conservada entre las bacterias,
al igual que el dominio de unién a GTP?°,

El dominio C-terminal de FtsZ presenta una regién desordenada que consiste en
una region linker o conectora, un péptido conservado y una region variable. La
region del péptido conservado esta conformada por aproximadamente ocho
residuos, de los cuales, el acido aspartico (368 para B. subtilis, 371 para E. coli),
la prolina (370 para B. subtilis, 373 para E. coli) y la fenilalanina (372 para B.
subtilis, 375 para E. coli) estan altamente conservados. La region variable
comprende de 1-10 residuos y contiene aminoacidos con carga positiva en Gram

positivas y carga neutra en Gram negativas?>27.28,
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Sitio de union a nucleétidos

#===_Dominio N-terminal

Asa T7
Figura 3. Enzima FtsZ de Bacillus subtilis. PDB: 2RHO.

Tanto la region desordenada como la region conservada del C-terminal
interactian con las proteinas moduladoras de FtsZ?62%, Aunque la region
desordenada del C-terminal no se ha observado en la estructura cristalografica,
ya que es muy flexible, los analisis filogenéticos han mostrado que varia entre
especies bacterianas?6?®. La similitud en la secuencia de esta region entre
bacterias patdogenas es menor al 20 %, sin embargo, las diferencias no se limitan
a la secuencia, sino que también se ve afectada la longitud de la regién linker o

conectora, tal como se muestra en la Tabla 328.
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Tabla 3. Comparacién de la regién desordenada del dominio C-terminal de FtsZ entre
bacterias patogenas?®.

Nidmero de Aminoacidos de la Numero de
Organismo aminoacidos de la regién del péptido aminoacidos de la
region conectora conservado region variable
B. subtilis 55 DIPTFLR 6
S. aureus 57 DIPSFIR 12
S. pneumoniae 95 DTPPFFK 2
E. coli 58 DIPAFLR 4
P. aeruginosa 68 DIPAFLR 4
M. tuberculosis 60 DVPPFMR 1

Diversos resultados experimentales sostienen que esta regién conectora actua
como un asa flexible que interactua con las proteinas de anclaje a membrana
FtsA y ZipA, sugiriendo que tiene un papel importante en la regulacion del
metabolismo del peptidoglicano y la estabilidad de los polimeros de FtsZ2526:28,
También se propone que la regidn desordenada de FisZ, ausente en la tubulina,
es esencial para la division celular al mantener interacciones proteina-proteina?®.
Un aumento en el numero de aminoacidos o la interaccion de una molécula en
esta region alteraria la posicién del anillo Z y la frecuencia de la division celular?®,
La autopolimerizacion de la proteina FtsZ para formar un anillo (anillo Z) en el
centro de la célula marca el inicio de la division celular (Figura 4)%. La
polimerizacién de los mondmeros de FtsZ depende de la hidrélisis de GTP a GDP
en presencia de Mg?*2°, El sitio catalitico para la hidrolisis de GTP se crea cuando
el asa T7 de un mondmero de FtsZ se une al sitio de unién a nucledétidos de otro
mondmero de FtsZ?526, Los polimeros de FtsZ conforman la estructura del anillo
Z, que rodea la célula justo en el centro?®, esta ubicacion del sitio de ensamblaje
del anillo Z determina el sitio de division bacteriana, a su vez, FtsZ recluta
proteinas esenciales para la constriccion de la célula®®. El proceso de ensamblaje
y constriccion del anillo Z debe sincronizarse con la replicacion y la segregacion
cromosomica, por lo que el ensamblaje del anillo Z ocurre durante la fase S del
ciclo celular e implica un cambio en la concentracién del polimero lejos de los
polos?®. En la mayoria de las bacterias, la regulacion del ensamblaje de esta
proteina en el centro de la célula se lleva a cabo mediante sistemas de

posicionamiento externo que modifican la dinamica interna del polimero de
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FtsZ262°_ Existen reguladores negativos especificos de cada especie del anillo Z,
que promueven el desensamblaje de los polimeros de FtsZ cerca de los polos,
mientras que los reguladores positivos fomentan el ensamblaje de los polimeros
de FtsZ en el centro de la célula?6-29,

La dinamica del anillo Z esta influenciada por la actividad GTPasa de la enzima
FtsZ?629, El movimiento de FtsZ dentro del anillo se conoce como "treadmilling"
o cinta rodante, a causa de la union de subunidades de polimeros de FtsZ en un
extremo de un conjunto de filamentos y su disociacion en el otro extremo 6. La
variacion en la actividad de GTPasa, ya sea un incremento o una disminucion,
conlleva a un ajuste correspondiente en la tasa de recambio, es decir a que se
formen mas polimeros de FtsZ o que tiendan a la forma monomeérica. Por lo tanto,
manipular la actividad GTPasa no solo impacta el movimiento de FtsZ, sino que
también influye en el comportamiento de la dinamica del anillo Z, conduciéndolo
a su desestructuracion?6-3°,

Para finalizar el proceso de la citocinesis, es relevante que el anillo Z experimente
una contraccion, que da lugar a la formacion de dos células hijas. La contraccién
del anillo Z comienza con la hidrdlisis de GTP a GDP. De acuerdo con diversas
investigaciones, este proceso de constriccion se atribuye a que los filamentos
unidos a GTP presentan una estructura mas lineal, en contraste con los
filamentos unidos a GDP, que exhiben una curvatura pronunciada. Por tanto, la
hidrolisis de GTP a GDP provoca la contraccién del anillo Z y genera la fuerza
necesaria para que se lleve a cabo la fision binaria3'32. También se ha encontrado
que los filamentos de FtsZ unidos a GDP promueven la despolimerizacion del
anillo Z, ya que son menos estables en comparacién con el complejo FtsZ-
GTP25,29_

Otra caracteristica relevante de la proteina FtsZ, es que se destaca por su
conservacion entre distintas especies bacterianas, con un nivel de identidad entre
ellas que oscila entre el 40% y el 50%2°. La presencia de tres sitios de interaccion
de algunos activadores/inhibidores (el dominio de unién a nucleétidos, el asa T7

y la hendidura interdominio), la convierte en una diana molecular ideal para el
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desarrollo y reposicionamiento de antibacterianos que ayuden a contrarrestar la
RAM?5,
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Figura 4. A: proceso de formacion del anillo Z para la division bacteriana. B: Estabilizacion

del anillo Z generando la lisis bacteriana. Tomado de Kusuma y colaboradores?®, Tripathy
y colaboradores?.
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1.5 Inhibidores y activadores sintéticos de FtsZ

La alteracion de la polimerizacion y/o de la actividad GTPasa de FtsZ inhibe la
formacién del anillo Z provocando la lisis bacteriana?’. Evidencia experimental
indica que la supresion (alteraciéon de la actividad o de la polimerizacion) de FtsZ
provoca que las bacterias bacilares formen células elongadas que se lisan
eventualmente, mientras que las bacterias con forma de coco incrementan su
tamano estandar hasta ocho veces?. La polimerizacion de FtsZ puede regularse
con moléculas que se unan a la regién del asa T7 o que se unan al sitio de unién
a nucleotidos®2. Algunos de los principales derivados sintéticos evaluados son los
benzimidazoles, dentro de los cuales, SB-P3G2 y 1a-G4 son reconocidos por
aumentar la actividad GTPasa de la proteina FtsZ de Mycobacterium tuberculosis
(MtbFtsZ) e inhibir la polimerizacion de ésta®?. EI compuesto sintético 3-MBA (3-
metoxi benzamida) es usado como base para el desarrollo de nuevos farmacos
debido a su capacidad para permear en la célula bacteriana de B. subtilis e inhibe
la polimerizacion de FtsZ (B. subtilis)?”-33 (Figura 5).

Dentro de las moléculas prometedoras se encuentra el derivado sintético
PC190723, un analogo del 3-MBA, descrito inicialmente como un inhibidor de la
actividad GTPasa de SaFtsZ (FtsZ de S. aureus), sin embargo, diversos grupos
de investigacién determinaron que, en realidad PC190723 aumenta la actividad
GTPasa de SaFtsZ y junto con ello, disminuye la cooperatividad entre
mondmeros y resensibiliza a las cepas MRSA ante los B-lactamicos??3':33, Otro
derivado del 3-MBA'y de PC190723 es el compuesto TXA709, que se encuentra
en ensayos preclinicos, es el inhibidor mas avanzado. TXA709 presento
inhibicion del crecimiento bacteriano de B. subtilis y de S. aureus, inhibi6 la
actividad GTPasa y despolimerizacion de los filamentos de SaFtsZ, también se
ha confirmado su mecanismo de accion por medio de ensayos de

microscopia?529:32.33,
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Figura 5. Modificadores (activadores/inhibidores) sintéticos de la actividad GTPasa y/o
polimerizacion de la enzima FtsZ.

1.6 Inhibidores de origen natural

Uno de los principales retos al desarrollar nuevos antibiéticos cuyo blanco es una
proteina citoplasmatica como FtsZ es la capacidad de estos para penetrar las
membranas celulares. En el caso especifico de bacterias Gram negativas es
indispensable que la molécula atraviese las porinas y evada las bombas de
eflujo?®. Una de las ventajas de los productos naturales es que, al ser metabolitos
de origen natural, pueden ser reconocidos por sistemas de transporte celular para
asi llegar a su sito de accion®4. Asimismo, al ser productos de rutas biosintéticas
tienen mayor probabilidad de interactuar como ligandos de proteinas3.

La berberina (sal de amonio cuaternario del grupo de las isoquinolinas, presente
en las plantas Berberis spp.) es una molécula altamente estudiada. Las plantas
donde esta presente han sido empleadas en la medicina tradicional contra
infecciones microbianas?3. Este compuesto inhibe el crecimiento de las bacterias
M. tuberculosis y S. aureus resistente a meticilina, por otro lado, al evaluar su
actividad frente a FtsZ se encontré que inhibe la polimerizacién y la actividad
GTPasa de FtsZ (M. tuberculosis y S. aureus), y mediante estudios de
microscopia se comprobo que también desestabiliza los filamentos de Ftsz2%:31.33,
Por otro lado, el cinamaldehido y sus derivados han demostrado inhibir la

actividad GTPasa de FtsZ, asi como el ensamblaje de los polimeros de FtsZ (E.
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coli), perturbando la morfologia del anillo Z in vitro3%; el cinamaldehido también
inhibe el crecimiento bacteriano de E. coli, B. subtilis y S. aureus resistente a
meticilina?®. Las cumarinas han sido reportadas como inhibidores de la actividad
GTPasa de BsFtsZ (FtsZ de B. subtilis), sin embargo, éstas ejercen su efecto de
forma alostérica uniéndose a la region del asa T73'. La plumbagina mostré en
ensayos contra BsFtsZ que inhibe la polimerizacion de BsFtsZ y reduce su
actividad GTPasa3'. Un ejemplo del uso de productos naturales como base para
el descubrimiento de antimicrobianos es la viriditoxina, compuesto con amplia
actividad antibacteriana en Gram positivas, que ha demostrado perturbar la
formacion de los filamentos de EcFtsZ (FtsZ de E. coli) y su actividad GTPasa®.
La viriditoxina fue descubierta como un inhibidor de EcFtsZ por medio de un
proyecto biodirigido, cribando 100.000 extractos (plantas, bacterias y hongos)
respecto al ensayo de inhibicidon de la polimerizacién de FtsZ, fue hallada en el

extracto de Asperygillus viridinutans (Figura 6)36.
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Figura 6. Productos naturales que modifican la actividad GTPasa de FtsZ.
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1.7  Productos Naturales como fuente de posibles farmacos

Un producto natural es una sustancia o compuesto quimico que se encuentra en la
naturaleza, ya sea de origen vegetal, animal o de un microorganismo, y que no ha
sido alterado significativamente por la intervencion humana. Estos productos
pueden ser utilizados con diversos fines, como alimentacién, medicina, cosmética,

entre otros®’.

Los productos naturales pueden ayudar a identificar nuevos blancos terapéuticos y
comprender mejor algunos mecanismos de accién de los farmacos. El estudio de
los productos naturales puede revelar nuevas dianas moleculares y vias
metabdlicas que pueden ser explotadas en el desarrollo de medicamentos3g.

Algunos ejemplos de productos naturales de relevancia industrial:

. La aspirina (acido acetilsalicilico) se deriva del acido salicilico, que se

encuentra en la corteza del sauce blanco (Figura 7)383°,

. La digoxina, utilizada para tratar la insuficiencia cardiaca, se obtiene

de la planta Digitalis purpurea (Figura 7)383°,

. La morfina, un analgésico potente, se extrae del opio, (Papaver

somniferum) (Figura 7)383°,

. La quinina, utilizada para tratar la malaria, se extrae de la corteza del

arbol de la quina (Cinchona spp (Figura 7)3839,

Los hongos y bacterias son una fuente importante de productos naturales con
propiedades terapéuticas, su capacidad de producir una amplia gama de
compuestos bioactivos los convierte en un recurso importante de nuevos farmacos.
La investigacion en este campo se centra en la identificacion y caracterizacion de
los compuestos producidos por los hongos, asi como en la optimizacion de los
procesos de produccion para obtener cantidades suficientes de las moléculas
deseadas®.

Algunos ejemplos de antibidticos producidos por hongos son, la penicilina, uno de

los primeros antibidticos descubiertos, y promotor de la era dorada de antibiéticos,
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la molécula es producida por el hongo Penicillium chrysogenum. Otro ejemplo son
las cefalosporinas, antibidticos de amplio espectro, producidas por el hongo
Cephalosporium acremonium. Por otro lado, la eritromicina, un antibiético macrélido
eficaz contra Gram positivas es producido por la bacteria Saccharopolyspora
erythraea. La tetraciclina, otro claro ejemplo de alta variedad de metabolitos
bioactivos provenientes de los microorganismos, es un antibidtico de amplio

espectro producido por la bacteria Streptomyces aureofacienss®.

Otro ejemplo relevante de farmacos derivado de productos naturales, es la
ciclosporina, un inmunosupresor utilizado en trasplantes de 6rganos, producido por
el hongo Tolypocladium inflatum. También cabe resaltar, que los hongos del género
Aspergillus son conocidos por producir estatinas, que se utilizan para reducir los

niveles de colesterol en sangre®’:3840 (Figura 7).
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1.8 Manglares Mexicanos

Los manglares son ecosistemas costeros unicos que albergan una rica y diversa
variedad de especies vegetales y animales, como peces, crustaceos, aves, reptiles
e invertebrados. Se caracterizan por su capacidad para prosperar en suelos salinos
y pobres en oxigeno, lo que les hace estar bien adaptados a las dificiles condiciones
de la zona intermareal*’42. Los manglares proporcionan un habitat esencial para
miles de especies en todos los niveles de las redes tréficas marinas y forestales,
desde bacterias a percebes o tigres de Bengala. Los manglares son el habitat de
numerosas especies amenazadas, segun un reporte de Nature-Scientific Reports
en 2018, los manglares sanos son focos de biodiversidad y sirven de habitat a 341
especies amenazadas de todo el mundo*'43. Los manglares desempeiian un papel
crucial en el funcionamiento de los ecosistemas del mundo, son altamente
productivos con tasas de produccion de oxigeno iguales a las de los bosques
tropicales humedos; los manglares de todo el mundo almacenan 34 millones de
toneladas de carbono al afio, lo que los hace importantes en el contexto de la
mitigacion del cambio climatico*'44; también sirven de habitats para peces e
invertebrados de importancia comercial, por lo que son esenciales para mantener

poblaciones de peces sanas y sostener la pesca local**.

México, es el quinto pais en el mundo con mayor biodiversidad36444% y posee una
de las mayores extensiones de manglares del mundo (6 %), en el 2020 la superficie
de manglares mexicanos aumenté a 900.000 hectareas**46. En el actual territorio
mexicano se encuentran tres especies principales: Rhizophora mangle, Avicennia
germinans y Laguncularia racemosa*’, sin embargo, los manglares de México,
como los de muchas otras partes del mundo, estan amenazados 8. A pesar de estos
retos, en México, se estan realizando esfuerzos para proteger y restaurar los
ecosistemas de manglares. Grupos de mujeres como las Chelemeras de Yucatan
trabajan para restaurar los manglares amenazados por el desarrollo turistico y la
urbanizacion*®. Estos esfuerzos son cruciales para mantener la biodiversidad y los
servicios ecosistémicos que proporcionan los manglares en México y en todo el

mundo. Por otro lado, los estudios quimico-biolégicos de microorganismos de estos
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habitats son muy escasos en la republica mexicana, es por esto, que, desde una
perspectiva ecoldgica y teniendo en cuenta la importancia de los manglares en la
conservacion de la flora y fauna costera, los ecosistemas de manglares se
convierten en un foco de particular interés para la exploracion de metabolitos

especializados producidos por microorganismos.
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2. Problematica y Justificacion

La resistencia a los antibioticos plantea un riesgo inminente para la salud global. En
2019, las enfermedades infecciosas provocaron 1.27 millones de muertes
directamente atribuibles a cepas bacterianas resistentes, marcando una crisis
sanitaria critica®®. Este fenomeno ha sido muy bien documentado por la OMS, la
cual ha emitido diferentes boletines de alerta en los ultimos cinco afios sobre esta
pandemia silenciosa*®. Desde el 2016, la OMS ha advertido a la comunidad
cientifica®, a las compaiias farmacéuticas y al personal clinico, acerca de la
importancia de difundir entre la poblacion las causas de este problema de salud
publica y sobre la trascendencia de encontrar y desarrollar antibiéticos novedosos
para enfrentar la resistencia que, de seguir con la tasa de crecimiento actual,
ocasionara mas de 10 millones de muertes para el afio 2050, posicionandose como

la principal causa de muerte en el mundo*°-%0,

Entre las especies patdégenas con mayor tasa de farmacorresistencia a los
antibacterianos de primera eleccién, resaltan las bacterias del grupo ESKAPE:
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y especies de Enterobacter
spp®. Si bien, esta clasificacion sirve como referencia a nivel mundial, no se puede
generalizar; por ello, es importante caracterizar la biota de cada pais. Por ejemplo,
en Estados Unidos de América, S. aureus resistente a la meticilina es el agente
patdgeno aislado con mayor frecuencia, mientras que en México las infecciones
mas habituales son las relacionadas con K. pneumoniae, A. baumannii, P.
aeruginosa y Escherichia coli, microorganismos que presentan altas tasas de
resistencia a cefalosporinas de 32 y 42 generacion y ciprofloxacino, entre otros

antibioticos de primera linea®®.

Adicionalmente, la resistencia antimicrobiana no solo afecta la salud humana vy el
sector clinico, sino que también impacta en sectores como la ganaderia y la
agricultura. La falta de regulacién en el uso de agentes antimicrobianos en animales
y cultivos contaminan los suministros de agua y genera un riesgo significativo para

la cadena alimentaria y para los aumentos en la tasa de la RAMS.
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Ante esta urgencia, la OMS ha resaltado la carencia de nuevos antibioticos para
hacer frente a las infecciones farmacorresistentes, realizando la formacién de la
Alianza Mundial para la Investigacién y Desarrollo de Antibidticos (GARDP), y ha
exhortado a la comunidad cientifica para la busqueda de nuevas moléculas o
reposicionamiento de moléculas con capacidad antibacteriana ante las cepas mas
criticas*®. En este contexto, el presente proyecto se justifica como una respuesta
necesaria y oportuna. México, con su rica biodiversidad, ofrece un entorno propicio
para la busqueda de soluciones innovadoras. Este proyecto se centra en la
exploracion de hongos asociados a manglares mexicanos para el descubrimiento
de metabolitos secundarios eficaces en el tratamiento de infecciones bacterianas,
especificamente aquellas provocadas por cepas intrahospitalarias multirresistentes
(A. baumannii, K. pneumoniae y P. aeruginosa). El estudio quimico-bioldgico de
microorganismos fungicos en estado axénico, la evaluacién de las propiedades
antibioticas de sus extractos organicos y el aislamiento de metabolitos con
capacidad de inhibicion sobre cepas multirresistentes se plantean como parte de las

contribuciones para abordar la resistencia antimicrobiana.
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3. Hipoétesis

Con base en el potencial de los hongos para la produccion de compuestos
antibidticos, se espera que las especies fungicas recolectadas de manglares
mexicanos produzcan moléculas con actividad antibacteriana contra cepas

resistentes a antibiéticos y que modifiquen la actividad de la proteina AbFtsZ.
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4. Objetivos
4.1 Objetivo general

Realizar un estudio biodirigido que integre métodos de metabolémica no dirigida,
datos taxondmicos y métodos convencionales de quimica de productos naturales
para identificar moléculas con capacidad antibacteriana provenientes de hongos de
manglares, con el proposito de combatir cepas multirresistentes y contribuir a la

mitigacion de la farmacorresistencia.
4.2 Objetivos especificos

e Aislar microorganismos fungicos en estado axénico a partir de diversas
muestras colectadas (hojas, raices, sedimentos, hormigueros) de
manglares mexicanos de la region del Pacifico.

e Obtener los extractos fungicos organicos para evaluar su capacidad
antibacteriana sobre las cepas multirresistentes y preseleccionar los
microorganismos mas promisorios.

e Escalar los cultivos de los microorganismos preseleccionados para
adquirir sus extractos organicos y evaluar su actividad antibacteriana y
continuar con el cribado biodirigido.

e |dentificar micotoxinas presentes en los extractos preseleccionados
usando herramientas de metabolomica no dirigida, para evitar el re-
aislamiento de compuestos con actividad bioldgica previamente reportada,
y seleccionar el extracto a separar.

e Expresar y purificar la enzima AbFtsZ para desarrollar un método
espectrofotométrico que permita evaluar su actividad y el cambio de ésta
en presencia de los compuestos fungicos aislados.

e Fraccionar el extracto seleccionado, y evaluar la capacidad antibacteriana
de dichas fracciones frente a las bacterias de estudio, con el fin de rastrear

los metabolitos responsables de la inhibicién.
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Aislar los compuestos presentes en las fracciones con potencial
antibacteriano y evaluarlos frente a las cepas multirresistentes y a la
enzima AbFtsZ.

Caracterizar quimicamente los metabolitos fungicos con actividad
antibacteriana y aquellos que modificaron la actividad enzimatica de
AbFtsZ.
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5. Metodologia

51 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 Mueller-Hinton
(CONDA), cloroformo deuterado (Cambridge Isotope Laboratories Inc.), cloruro de
magnesio (Sigma-Aldrich), cloruro de potasio (Wdhler), dimetilsulfoxido (Fermont),
gentamicina (GoldBio), glicerol (Sigma-Aldrich), GTP (Sigma-Aldrich), IPTG
(Goldbio, EE.UU.), molibdato de amonio (Sigma-Aldrich), tris basico (Dibbiotek), sal

de oxalato de verde de malaquita (Sigma-Aldrich), tween?® (Sigma-Aldrich).

5.2 Muestreo y aislamiento de los hongos axénicos

Con el fin de obtener aislados fungicos diversos, se escogieron 5 puntos de
muestreo: 1. Laguna de Tecomate, 2. Laguna de Chautengo, 3. Laguna Corralero,
4. Laguna de Chacagua, y 5. Laguna de Ventanilla, todas ellas lagunas con
manglares poco estudiados de la costa pacifica de México (estados de Guerrero y
Oaxaca: Figura 8). En dichos puntos, se recolectaron muestras de sedimentos,
raices, hojas sanas y hojas enfermas de mangle blanco (Laguncularia racemosa) y
rojo (Rhizophora mangle), y algunos hormigueros y termiteros. La colecta se realizé
en febrero de 2020.

Las muestras se procesaron empleando los métodos implementados en el
laboratorio de productos naturales de origen microbiano del Instituto de Quimica de
la UNAMS'. Cada muestra de hoja o raiz se dividié en cuatro fragmentos (1-2 mm
aproximadamente) y se sometieron a un proceso de sanitizacién, como se describe
a continuacion, primero las muestras se sumergieron en agua estéril por 1 minuto,
posteriormente, en etanol al 70 % por 1 minuto, después, las muestras se
enjuagaron con agua estéril y se sumergieron en una solucion de hipoclorito de

sodio 0.5 % por 30 segundos, finalmente, se lavaron con agua estéril y se dejaron
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secar al aire en un gabinete de bioseguridad, consecutivamente los fragmentos se
colocaron en una caja de Petri con PDA (agar de dextrosa y papa) solidificado,
estéril y suplementado con gentamicina (500 mg/L), y se almacenaron a
temperatura ambiente. Las muestras de sedimentos, hormigueros y termiteros se
suspendieron en agua estéril en relacion 1:10 (1 g de muestra/9 mL de agua); de
esta suspension se realizaron diluciones seriadas (102, 10 g muestra/mL), y
después se tomd una alicuota de 200 pL de cada una y se inocularon en cajas de
Petri con PDA-antibiotico. Estas cajas se dejaron en reposo con periodos de luz-
oscuridad (12 h/cada uno) a temperatura ambiente, entre 2-5 dias y se monitored
de cerca el crecimiento de los hongos para aislarlos y obtenerlos en estado axénico
(Figuras 18-19)%".52, Este procedimiento permitié obtener una coleccion de 250

aislamientos.
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Figura 8. Puntos de muestreo: 1, Laguna de Tecomate; 2, Laguna de Chautengo; 3, Laguna
de Corralero; 4, Laguna de Chacagua; 5, Laguna de Ventanilla.
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5.3 Extraccién menor para el cribado bacteriano

Después de obtener los 250 microorganismos fungicos aislados en estado axénico,
se realizé una extraccion rapida (directamente de la caja Petri) con el fin de cribar
los extractos mas promisorios para inhibir el crecimiento bacteriano de las cepas A.
baumannii (A564), K. pneumoniae (K1) y P. aeruginosa (48M), todas ellas
multirresistentes. Brevemente el proceso de extraccion consistid en fraccionar el
hongo (en PDA) en pequefios fragmentos y depositarlos en un matraz,
posteriormente a cada matraz se le agregaron 60 mL de una mezcla AcOEt-
(CH3)2CO (9:1). Después los matraces se dejaron en maceraciéon por 24 horas con
agitacion orbital constante®'2, Transcurrido este tiempo, se recupero la mezcla de
disolventes por filtracion y se obtuvo el extracto organico. A cada extracto se le
determind el potencial antibacteriano frente a las cepas de prueba usando un
ensayo de microdilucion en placa®3. Los resultados de actividad antibacteriana pre-
seleccionaron un conjunto de hongos para su posterior escalamiento y estudio

quimico.

5.4 Escalamiento y obtencién de los extractos organicos

Para el escalamiento de los microorganismos seleccionados se prepard un cultivo
semilla en PDB. Los cultivos se sometieron a agitacion orbital constante por cinco
dias con el fin de aumentar la biomasa; posteriormente, estos cultivos semilla se
transfirieron a matraces con cereal Cheerios® (10 gramos) previamente
esterilizados. Estos cultivos se dejaron crecer por 30 dias a temperatura ambiente,
con periodos de luz-oscuridad (12 h/cada uno). Transcurrido el periodo de
fermentacion, a cada uno de los matraces se les anadid una mezcla de extraccion
(AcOEt-(CH3)2CO, 9:1) y la biomasa se sometié a un proceso de trituracién fisica,
después cada matraz se dejé macerar por 24 horas en agitaciéon orbital
constante®'52, Luego, la biomasa de cada hongo se separo del extracto por medio
de filtracion al vacio, y el filtrado se concentré a presidon reducida, inmediatamente,
al extracto obtenido se le adicion6 una mezcla de CH2Cl2-CH3OH-H20 (4:1:5) para
realizar un primer reparto y obtener la fase organica. Después de retirar los

disolventes, el extracto se sometié a un segundo reparto con una mezcla de MeCN-
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CHsOH (1:1) y hexano (en la misma proporcién), con el fin de desechar las grasas

y obtener la fase polar®'.

5.5 Identificacion taxondmica de los microorganismos

fungicos preseleccionados

La caracterizacion taxondmica de los hongos preseleccionados se realizé6 mediante
el analisis de la secuencia de la region espaciadora interna transcrita (ITS, Internal
Transcribed Spacer) del ADN ribosémico. Para ello, inicialmente se extrajo el
material genético (ADN) empleando el método de fenol-cloroformo®4, brevemente
éste consiste en obtener aproximadamente 100 mg del micelio, y exponerlo a
procesos de lisis (molienda, solucién amortiguadora de lisis), posteriormente, se
realizan pequenos repartos con el fenol-cloroformo y la solucién amortiguadora de
lisis, después se centrifuga la mezcla para separar las fases y se recupera la fase
acuosa donde se encuentra el ADN. Después por medio de lavados con alcohol y

centrifugacion se purifica el ADN.

Posteriormente, se amplifico la regién ITS y consecutivamente se realizé la
identificacion®. Las secuencias de las regiones ITS se compararon con la biblioteca
GenBank empleando la herramienta BLAST del NCBI

(http://ncbi.nim.nih.qov/BLAST/). Los resultados de las identidades se ordenaron

segun la identidad maxima. La identificacion taxondmica de los hongos se realizé
en colaboracién con el Dr. Jesus Morales Jiménez de la Universidad Autbnoma de
Metropolitana (UAM).
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5.6 Evaluacion de la actividad antibacteriana

Las bacterias de estudio, Acinetobacter baumannii (A564), Klebsiella pneumoniae
(K1) y Pseudomonas aeruginosa (48M) son muestras clinicas multirresistentes y
fueron proporcionadas por Dr. Rodolfo Garcia Contreras y la QFB. Rosario Larios,
obtenidas del Instituto Nacional de Pediatria y el Instituto de Cardiologia Ignacio
Chavez. Estas cepas bacterianas se cultivaron en caldo Mueller Hinton a 37 °C y
posteriormente resguardadas en caldo Mueller Hinton y glicerol estéril (4:1) a -80
°C. El ensayo de evaluacion antibacteriana se realizé utilizando la metodologia
reportada por el CLSI M07-A1053, Brevemente, el ensayo consistié en el método de
microdilucion de placas de 96 pozos. Las cepas bacterianas se suspendieron en
caldo Mueller Hinton a 37 °C durante 12 h y se ajustaron a una turbidez de 0.5
unidades del estandar McFarland (108 CFU/mL, ajustado a 0.08-0.13 de densidad
Optica a 600 nm). Las muestras (extractos/fracciones/compuestos) se analizaron a
100 ug/mL en DMSO. La microdilucién en placa, consistié en 10 yL de la suspension
bacteriana, 2 yL de la muestra y 88 pL de caldo de Mueller Hinton. Luego, la
densidad optica de la placa a 600 nm se midié en un espectrofotometro lector de
placas (Cytation BioTek®). Posteriormente, la placa se incub6 a 37 °C durante 24 h
y se tomd la segunda medicion para calcular el porcentaje de inhibicién y la Clso
(concentracion inhibitoria al 50 %). Las mediciones se realizaron con cuatro réplicas.
Se empled el antibidtico de amplio espectro gentamicina, como control positivo en
el ensayo (100 ppm). Los valores de inhibicion se calcularon mediante la ecuacion
1:

DO.muestrai=24—D0.muestrai=g

% Inhibicién = (1 _ ) +100% Ecuacion 1

DO.control—¢=24—DO0.control—¢=g
Para el calculo de las ICs0, se empled la ecuacidon 2, con el software GraphPad
Prism 8.0.

100

1+10[10g1C50—X]*S EcuaC|on 2

% Inhibicion =
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5.7 Metabolomica no dirigida: elaboracion de redes

moleculares

El analisis de redes moleculares se realizé por medio de la plataforma GNPS (Global
Natural Products Social). En este estudio se incluyeron 28 extractos con potencial
antibacteriano. Para ello, se adquirio el perfil por HPLC-MS/MS (HPLC/ESI*-MS-Q-
TOF), columna: Gemini-NX C1s: 3 ym, 2.0 x 75 mm; Phenomenex, Torrance, CA,
USA, de cada extracto (2000 ug/mL), empleando una mezcla de MeCN-H20 (0.1 %
acido férmico) como fase mavil y un gradiente inicial de 15:85 hasta 100:0 durante
8 minutos, seguido de un sistema isocratico por 1.5 minutos a un flujo de 0.4 mL/min.
Posteriormente, los datos se convirtieron al formato .mzML usando la herramienta
MsConvert (version 3.0.20239) de ProteoWizard; los archivos resultantes se
analizaron en la plataforma Global Natural Products Social (GNPS;
https://gnps.ucsd.edu), usando una metodologia previamente descrita y una
tolerancia del ion precursor y de los iones fragmentos de 0.02 Da®®. Posteriormente
se empleo la plataforma GNPS para generar la red molecular y realizar un analisis
de derreplicacion (Derreplicatort)®’-50 y del tipo MolNetEnhacer®®. Los compuestos
identificados presuntivamente (desreplicados) se filtraron con un error en masa
(Appm) <10, y con una puntuacion del coseno > 0.7 (Tabla 9). Cada uno de los
compuestos identificados se compard con las bases de datos de la plataforma
GNPS (MIADB, CASMI, MASSBANK y NIST)%. Las redes moleculares (Figura 24-

25) se visualizaron con el programa Cytoscape 3.8.7%.

5.8 Fraccionamiento primario de extractos organicos

El fraccionamiento primario de los extractos se realizé por cromatografia Flash en
un sistema Buchi Pure C-810 equipado con un detector de arreglo de diodos (PDA:
198-800 nm) y una columna de Sephadex LH-20 y con una elucion de 100 % MeOH

durante 120 minutos con un flujo de 2 mL/min®".

Para la obtencidn de los perfiles cromatograficos y las separaciones de los
compuestos se realizaron por HPLC, utilizando un sistema Waters (bomba

cuaternaria 2535) conectado a un muestreador automatico (2707), con detectores
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de arreglo de diodos (PDA 2998) y detector evaporativo de dispersion de luz (ELSD
2424). La adquisicion y el analisis de datos se realizaron con el software Empower®
3 (Waters). Se realizaron analisis por el modo HPLC analitico y semi-preparativo en
columnas C1s Gemini-NX (5 pym) (4.6 x 250 mmy 10.0 x 250 mm, para las corridas
analiticas y semipreparativa, respectivamente; Phenomenex, Torrance, CA,
USA)5152,

5.9 Separacion y aislamiento biodirigido de moléculas

promisorias

El extracto organico (1.1 g) del microorganismo 1Q-548 (Aspergillus sp.) se obtuvo
como se indicé en la Seccidon 5.4 Posteriormente, 500 mg del extracto se
fraccionaron por cromatografia flash (fase estacionaria: Sephadex LH-20)
empleando MeOH (100 %) como fase movil durante 3 horas y con un flujo de 2

mL/min (Figura 9). Este fraccionamiento permitié obtener 10 fracciones (Tabla 4).

Tabla 4. Fracciones obtenidas del extracto de 1Q-548 (Aspergillus sp.)

Fracciéon® mg Tiempo, min

A 31 3-30

B 36 30-33.5
C 172 33.6-41.5
D 77 41.6-49.5
E 159 49.6-62.5
F 124 62.6-72
G 99 72.1-88
H 19 88.1-97.5
[ 23 97.6-120.5
J 10 120.6-180
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Figura 9. Cromatograma del extracto 1Q-548 (Aspergillus sp.).

Posterior a la obtencién de las fracciones, cada una de ellas se evalué en el ensayo
de actividad antibacteriana con las cepas de estudio (Tabla 10), y se analizaron por
HPLC, con el fin de seleccionar las mas apropiadas para el aislamiento de
compuestos activos, con base en el rendimiento, la complejidad del perfil
cromatografico y los porcentajes de inhibicion del crecimiento bacteriano. Este
procedimiento seleccioné las fracciones D-H para el aislamiento de sus

componentes.

En las Figuras 10-14 se muestran las separaciones cromatograficas de estas

fracciones en modo semi-preparativo.
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Fraccion D
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Figura 10. Cromatograma (254 nm) obtenido por HPLC-DAD en modo semi-preparativo
(f.e.: Cqg; f.m.: 30-50 % MeCN/30 min), de la fraccion D.

Fraccion E
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Figura 11. Cromatograma (254 nm) obtenido por HPLC-DAD en modo semi-preparativo
(f.e.: C1g; f.m.: 35-60 % MeCN/30 min), de la fraccion E.
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Fraccion F
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Figura 12. Cromatograma (254 nm) obtenido por HPLC-DAD en modo semi-preparativo
(f.e.: C1g; f.m.: 30-60 % MeCN/30 min), de la fraccion F.
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Figura 13. Cromatograma (254 nm) obtenido por HPLC-DAD en modo semi-preparativo
(f.e.: C1g; f.m.: 30-90 % MeCN/30 min), de la fraccion G.
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Fraccion H

Absorbancia
"

Tiempo, min

Figura 14. Cromatograma (254 nm) obtenido por HPLC-DAD en modo semi-preparativo
(f.e.: Cqg; f.m.: 30-70 % MeCN/30 min), de la fraccion H.
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Tabla 5. Aislamientos de las fracciones elegidas con actividad antibacteriana.

N° Fraccion mg Subfraccién
1 2.6 D-1
2 3.3 D-2
3 D 4.0 D-3
4 1.8 D-4*
5 1.4 D-5*
6 1.5 D-6
7 1.5 E-1
8 2.0 E-2*
9 3.5 E-3
10 2.0 E-4*
11 E 8.0 E-5*
12 10.0 E-6
13 7.7 E-7*
14 4.6 E-8*
15 4.9 E-9
16 1.5 E-10
17 5.1 F-1*
18 2.6 F-2
19 4.3 F-3

20 12.0 F-4

21 F 6.5 F-5*

22 1.3 F-6

23 0.5 F-7*

24 4.3 F-8

25 0.3 F-9*

26 6.1 G-1

27 4.8 G-2

28 1.0 G-3

29 1.5 G-4
30 G 4.0 G-5
31 1.7 G-6
32 1.7 G-7
33 1.0 G-8
34 1.0 G-9
35 0.5 H-1*
36 0.3 H-2*
37 H 1.0 H-3
38 1.9 H-4
39 2.0 H-5
40 0.1 H-6*

*No seleccionados para la evaluacion bioldgica.
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De las 5 fracciones elegidas (D-H) se obtuvieron 40 subfracciones (Tabla 5). Cada
una de estas se analizé nuevamente por las columnas en el equipo HPLC y/o se
registro su perfil RMN-'H para asegurar el aislamiento de moléculas individuales.
De los 40 aislamientos se descartaron 14 (marcados con *), ya fuese por su bajo
rendimiento (< 1 mg) o porque habia mas de un compuesto. Este procedimiento

selecciond 26 aislados para continuar con los ensayos biolodgicos (Tabla 6).

Tabla 6. Aislados seleccionados para las evaluaciones biolégicas.

Aislados Subfraccion mg
I D-1 2.6
I D-2 3.3
1l D-3 4.0
\Y D-6 1.5
\Y E-1 1.5
\ E-3 3.5
\l E-6 10.0
VI E-9 4.9
IX E-10 1.5
X F-2 2.6
Xl F-3 4.3
Xl F-4 12.0
Xl F-6 1.3
X1V F-8 4.3
XV G-1 6.1
XVI G-2 4.8
XVII G-3 1.0
XVl G-4 1.5
XIX G-5 4.0
XX G-6 1.7
XXI G-7 1.7
XXII G-8 1.0
XXl G-9 1.0
XXIV H-3 1.0
XXV H-4 1.9
XXVI H-5 2.0
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5.10 Caracterizacion quimica de los compuestos aislados

La determinacion estructural de los compuestos aislados con actividad biolégica se
llevé a cabo por técnicas espectroscopias de resonancia magnética nuclear (RMN)
y por técnicas espectrométricas. Para los experimentos de RMN mono y
bidimensionales se utilizé un espectroscopio BRUKER-AVANCE 700 que opera a
700 MHz para 'H y 175 MHz para '3C, los espectros se registraron en CDCl3 y todos
los desplazamientos quimicos (8) se referenciaron en relacién con el pico de
disolvente deuterado®'%2. Por otro lado, se midié la masa exacta de los compuestos
en un espectrémetro JEOL, AccuTOF JMS-T100LC (HR-DART-MS) con PEG y/o
HPLC (Agilent 1260 Infinity) acoplado a un espectrometro de masas MS-(ESI+)-SQ-
TOF (Agilent G6530BA)5":52,

e Compuesto 1: Asperazina
El compuesto 1 se aislé como un soélido de color blanco. Su férmula molecular
se establecié como C40H3sNsO4 con base en la masa exacta observada para
la molécula protonada [M+H]*: 665.2954 uma (Figura A1), y calculada para
[M+H]* CaoH37NeO4*: 665.2876 uma (A=11.7 ppm). '"H NMR (700 MHz,
CDCIs): 61 (ppm) 8.60 (1H, s-ancha, NH-1°), 7.44 (1H, dd, J=7.4, 1.6 H, H-5’),
7.30 (3H, m, H-21/H-7’/H-21’), 7.18-7.14 (2H, m, H-20/H-22), 7.18-7.10 (8H,
m, H-7/H-19/H-23/H-6'/H-19'/H20’/H-22’/H-23’), 6.91 (1H, dd, J=7.5, 1.2 Hz,
H-5), 6.87 (1H, d, J=2.4 Hz, H-2"), 6.79 (1H, d, J=8.0, H-8), 6.75 (1H, td, J=7.5,
1.0, H-6), 5.90 (1H, s-ancha, NH-1), 5.82 (1H, d, J=3.9 Hz, NH-14), ), 5.72
(1H, d, J=2.2 Hz, NH-14’), 5.67 (1H, s-ancha, NH-10’), 5.62 (1H, d, J=1.3, H-
2),4.22 (1H, td, J=6.5, 4.1 Hz, H-15’), 3.96 (1H, td, J=8.1, 3.0 Hz, H-15), 3.64
(1H, dd, J=10.2, 3.6 Hz, H-11"), 3.43 (1H, dd, J=14.7, 4.2 Hz, H-12’), 3.35 (1H,
dd, J=13.7, 7.4 Hz, H-12), 3.27 (1H, dd, J=10.3, 7.4 Hz, H-11), 3.20 (1H, dd,
J=13.9, 3.9 Hz, H-17), 3.14 (1H, dd, J=13.8, 6.5 Hz, H-17’), 3.01 (1H, dd,
J=13.8, 4.2 Hz, H-17"), 2.94 (1H, dd, J=13.9, 8.1 Hz, H-17), 2.90 (1H, dd,
J=14.9, 10.0 Hz, H-12’), 2.57 (1H, dd, J=13.7, 10.4 Hz, H-12); 3C-RMN (175
MHz, CDCl3): ¢ 168.9 (C-13), 168.2 (C-13’), 167.6 (C-16’), 167.1 (C-16),
145.9 (C-9), 135.1 (C-18), 135.0 (C-18’), 134.6 (C-9’), 132.0 (C-4), 129.8 (C-
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19/C-23), 129.8 (C-19'/C-23’), 129.4 (C-7), 129.2 (C-20’/C-22’), 129.1 (C-
20/C-22), 128.1 (C-4’), 127.9 (C-21), 127.8 (C-21"), 125.2 (C-8’), 124.4 (C-6),
124.3 (C-2"), 121.0 (C-5), 120.0 (C-6’), 119.2 (C-7’), 118.8 (C-5), 110.5 (C-8),
109.4 (C-3’), 83.3 (C-2), 59.3 (C-15’), 57.5 (C-3), 56.4 (C-15), 56.4 (C-11),
54.3 (C-11’), 40.3 (C-17’), 40.3 (C-17), 39.0 (C-12), 29.6 (C-12')6162,
Compuesto 2: Aurasperona B

El compuesto 2 se aisl6 como un solido de color amarillo. Su formula
molecular se estableci6 como Cs2H30012 con base en la masa exacta
observada para la molécula protonada [M+H]*: 607.1858 uma (Figura A3), y
calculada para [M+H]* C32H31012": 607.1816 uma (A=6.9 ppm).

"H NMR (700 MHz, CDCl3): dH 14.51/14.50 (1H, s, 5-OH), 14.10/14.09 (1H,
s, 5-OH), 6.85 (1H, s, H-9), 6.69/6.68 (1H, s, H-10), 6.36 (1H, d, J = 2.5 Hz,
H-77), 6.14/6.12 (1H, d, J = 2.3 Hz, H-9"), 4.00 (3H, s, 6"-OMe), 3.80 (3H, s,
8-OMe), 3.65/3.64 (3H, s, 8'-OMe), 3.39/3.38 (3H, s, 6-OMe), 3.05 (1H, dd,
J=16.9, 9.9, 3’), 2.98 (1H, dd, J=16.9,3.7 Hz, H-3"), 2.92 (2H, d, J = 13.9 Hz,
H-3), 1.80 (3H, s, 2-Me), 1.48 (3H, s, 2’-Me); 3*C NMR (175 MHz, CDCIz): dc
197.6 (C-47), 196.7 (C-4), 165.1 (C-5"), 164.3 (C-5), 162.4 (C-8"), 161.9 (C-
6°), 161.2 (C-8), 158.4 (C-6), 153.2 (C-10a), 151.4 (C-10"a), 142.7 (C-9a),
142.5 (C-97a), 118.0 (C-10"), 110.9 (C-5a), 108.0 (C-5"a), 106.8 (C-7), 104.0
(C-47a), 103.7 (C-4a), 102.8 (C-10), 102.4 (C-9), 100.4 (C-2), 100.2 (C-2),
97.5 (C-9%), 96.5 (C-77), 61.8 (6-OMe), 56.4 (6" -Me), 56.1 (8-OMe), 55.3 (8°-
OMe), 47.4 (C-3), 46.9 (C-37), 29.1 (2°-Me), 28.9 (2-Me)83.64,

Compuesto 3: Aurasperona F

El compuesto 3 se aisl6 como un sodlido de color amarillo. Su férmula
molecular se estableci6 como Cs1H24010 con base en la masa exacta
observada para la molécula protonada [M+H-H20]": 557.1446 uma
(FiguraAb), y calculada para [M+H]* C31H25010": 557.1448 uma (A=0.7 ppm).
"H-RMN (700 MHz, CDCl3): dn 15.25/15.23 (1H, s, 5°-OH ), 14.27/14.26 (1H,
s, 8-OH), 7.03 (1H, s, H-9), 6.67 (1H, s, H-10), 6.34 (1H, s-ancha, H-7"),
6.26/6.25 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-9), 5.97/5.96 (1H, s, H-3"), 3.93 (3H, s, 6'-
OMe), 3.66 (3H, s, 8'-OMe), 3.43/3.43 (3H, s, 6-OMe), 3.05 (1H, dd, J=16.9,
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4.2 Hz, H-3), 2.98 (1H, dd, J = 16.9, 1.9 Hz, H-3"), 2.16/2.15 (3H, s, 2"-Me),
1.81/1.80 (3H, s, 2-Me). "3C-RMN (175 MHz, CDCls): dc 196.6 (C-4), 184.3
(C-47), 168.2 (C-2°), 164.6 (C-5), 163.9 (C-57), 162.5 (C-8"), 161.3 (C-6"),
160.0 (C-6), 157.4 (C-8), 153.1 (C-10a), 152.3 (C-10"a), 142.9 (C-9a), 140.8
(C-97a), 115.1 (C-10"), 110.9 (C-5A), 108.7 (C-5°A), 107.6 (C-3"), 106.5 (C-
9), 1044 (C-4’a), 103.5 (C-4A), 102.5 (C-10), 101.5 (C-7), 100.2 (C-2),
97.5/97.4 (C-77), 95.9/95.8 (C-9), 62.2 (6-OMe), 56.2 (6°-OMe), 55.5 (8'-
OMe), 47.3 (C-3), 29.8/29.0 (2-Me), 20.9 (2°-Me)8566,

Compuesto 4: TMC-256A1

El compuesto 4 se aisl6 como un sélido de color amarillo. Su férmula
molecular se estableci6 como CisH1205 con base en la masa exacta
observada para la molécula protonada [M+H]*: 273.0760 uma (Figura A7), y
calculada para [M+H]* C15H130s5": 273.0763 uma (A=1.1 ppm).

"H-RMN (700 MHz, CDCIl3): &4 15.02 (1H, s, 5-OH), 6.90 (1H, s, H-10), 6.59
(1H, d, J=2.2, H-9), 6.38 (1H, d, J=2.2, H-7), 5.99 (1H, d, J=0.9 Hz, H-3), 4.01
(3H, s, 6-OMe), 2.35 (3H, d, J=0.9 Hz, 2-Me); 3C-RMN (175 MHz, CDClI3):
Oc 184.4 (C-4), 167.6 (C-2), 163.2 (C-5), 161.6 (C-6), 157.8 (C-8), 153.5 (C-
10a), 141.1 (C-9a), 108.5 (C-5a), 107.4 (C-3), 104.4 (C-4a), 101.6 (C-9),
100.6 (C-10), 96.7 (C-7), 56.3 (C-6-OMe), 20.8 (C-2-Me)’.

Compuesto 5: Fonsecina B

El compuesto 5 se aisl6 como un sélido de color amarillo. Su férmula
molecular se estableci6 como C1H160Os con base en la masa exacta
observada para la molécula protonada [M+H-H20]": 287.0906 uma (Figura
A9), y calculada para [M+H-H20]" C16H1505": 287.0914 uma (A=2.8 ppm).
"H-RMN (700 MHz, CDCIl3): &1 14.26 (1H, s, 5-OH), 6.51 (1H, s, H-10), 6.46
(1H, d, J = 2.3 Hz, H-9), 6.31 (1H, d, J = 2.3 Hz, H-7), 3.96 (3H, s, 6-OMe),
3.89 (3H, s, 8-OMe), 3.01 (1H, d, J=16.9 Hz, H-3), 2.92 (1H, d, J=16.9 Hz, H-
3), 2.82 (1H, s-ancha, 2-OH),1.74 (3H, s, 2-Me); '*C-RMN (175 MHz, CDCl3):
oc 196.1 (C-4), 165.0 (C-5), 162.6 (C-8), 161.6 (C-6), 153.3 (C-10a), 143.5
(C-9a), 107.6 (C-5a), 103.2 (C-4a), 102.7 (C-10), 100.1 (C-2), 98.8 (C-9), 96.9
(C-7), 56.2 (C-6-OMe), 55.6 (C-8-OMe), 47.2 (C-3), 28.8 (C-2-Me)®8.
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Compuesto 6: Dianhidroaurasperona C

El compuesto 6 se aisl6 como un sélido de color amarillo. Su férmula
molecular se estableci6 como Cs1H24010 con base en la masa exacta
observada para la molécula protonada [M+H]*: 557.1446 uma (Figura A11),
y calculada para [M+H]" C31H25010": 557.1448 uma (A=0.7 ppm).

"H-RMN (700 MHz, CDCI3): dn 15.16 (1H, s, 5-OH), 14.91 (1H, s, 5°-OH),
7.20 (1H, s, 9H), 7.13 (1H, s, 10H), 6.27 (1H, d, J=2.2 Hz, H-7"), 6.26 (1H, d,
J=2.2 Hz, H-9), 6.06 (1H, s, 8-OH), 6.02 (1H, s, H-3), 5.93 (1H, d, J=1.0 Hz,
H-37), 3.85 (3H, s, 6-OMe), 3.66 (3H, s, 8'-OMe), 3.45 (3H, s, 6-OMe), 2.40
(3H, d, J=0.8 Hz, 2-Me), 2.16 (3H, d, J=0.8 Hz, 2°-Me). "3C-RMN (175 MHz,
CDCIs): 6¢c 184.7 (C-4), 184.3 (C-4"), 168.3 (C-2), 167.9 (C-2), 163.7 (C-5),
162.4 (C-5), 162.4 (C-8"), 161.1 (C-6"), 159.0 (C-6), 156.8 (C-8), 153.4 (C-
10a), 152.2 (C-10a"), 140.8 (C-9a), 140.8 (C-9a"), 116.0 (C-7), 111.4 (C-5a),
108.6 (C-5a"), 107.5 (C-3), 107.4 (C-37), 106.1 (C-9), 104.5 (C-4a), 104.3 (C-
4a’), 101.9 (C-10), 101.0 (C-107), 97.3 (C-77), 96.0 (C-97), 62.3 (6-OMe), 56.1
(6"-OMe), 55.4 (8°-OMe), 20.9 (2-Me), 20.9 (2'-Me)®°,

Compuesto 7: Aurasperona A

El compuesto 7 se aisl6 como un sodlido de color amarillo. Su féormula
molecular se estableci6 como Cs2H26010 con base en la masa exacta
observada para la molécula protonada [M+H]*: 571.1600 uma (Figura A13),
y calculada para [M+H]" C32H27010": 571.1604 uma (A=0.2 ppm.).

"H-NMR (700 MHz, CDCI3): &1 15.23 (1H, s, 5-OH), 14.83 (1H, s, 5-OH),
7.15 (1H, s, H-10), 6.97 (1H, s, H-9), 6.41 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-9), 6.21 (1H,
d,J=2.2Hz H-7"),6.06 (1H, d, J = 0.9 Hz, H-3), 5.98 (1H, d, J = 0.9 Hz, H-
37), 4.03 (3H, s, 6'-OMe), 3.79 (3H, s, 8-OMe), 3.62 (3H, s, 8'-OMe), 3.46
(3H, s, 6-OMe), 2.42 (3H, s, 2-Me), 2.12 (3H, d, J = 0.9 Hz, 2'Me); *C-RMN
(175 MHz, CDCl3): ¢ 184.8 (C-4"), 184.6 (C-4), 167.8 (C-2), 167.7 (C-2’),
162.9 (C-5"), 162.2 (C-5), 161.6 (C-8"), 161.2 (C-6"), 160.4 (C-8), 158.8 (C-
6), 153.5 (C-10a), 151.0 (C-107a), 140.9 (C-9a), 140.7 (C-9’a), 117.8 (C-7),
111.6 (C-5a), 108.7 (C-5"a), 107.6 (C-3), 107.4 (C-3"), 105.3 (C-10"), 104.9
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(C-4a), 104.4 (C-4°a), 101.5 (C-9), 101.4 (C-10), 97.0 (C-7"), 96.7 (C-9°), 62.2
(C-6-OMe), 56.4 (C-6°-OMe), 56.1 (C-8’-OMe), 55.3 (C-8"-OMe), 20.9 (C-2-
Me), 20.8 (C-2'-Me)7.

5.11 Expresion y purificacion de AbFtsZ

La secuencia optimizada de codones de la proteina FtsZ1-412 mutante sensible a la
temperatura de Acinetobacter baumannii, (ID Gen Bank CU459141.1) se cloné en
el vector de expresion pET-28-HT (Addgene), cuyo sitio de trombina se cambidé por
el sitio TEV. La construccién se amplific6 mediante PCR utilizando el oligonucledtido
especifico FtsZ Fwd 5'-CCGCATATGGCCTCATTTGAATTTAGAAG-3'y FtsZ Rev 5'-
TTCAAGCTTACTTACGTTGCTGATTTTTC-3' que introducen los sitios de
restriccion 5'-Ndel y 3'-Hindlll. El vector resultante AbFtsZ1-412 se verific6 mediante
secuenciacion de ADN (Laragen, Inc)”'. Para expresar la proteina recombinante, se
inocularon 20 mL de medio LB con kanamicina (50 yL/mL) y cloranfenicol (30 uL/mL)
con una colonia de la cepa E. coli Rosetta (DE3) pLysS (Novagen, Madison, WI,
EE.UU.) previamente transformada con el vector AbFtsZ1-412 (por choque térmico) y
se cultivé toda la noche a 37 °C con agitacién continua®'-52, Al dia siguiente, el cultivo
se diluydé 1:20 en medio LB fresco con antibiéticos, y se incubd a 37 °C hasta que
alcanzo una DOsoo de 0.6. La expresion de la proteina se indujo anadiendo IPTG
(0.5 mM) a 30 °C durante 6 h. Posterior al periodo de incubacion de la induccion, se
obtuvo el sedimento celular por centrifugacién (5500 g, 10 min, 4 °C). El paquete

celular se conservo a -20 °C hasta la purificacidon de la proteina.

La purificacidon de FtsZ (A. baumannii) se realizé siguiendo el procedimiento descrito
por Jiménez, B. et. al% y Chen, Y. et. al.”?> con algunas modificaciones®'.
Brevemente, el pellet celular de un cultivo de 500 mL se descongeld en hielo y se
suspendid en 40 mL de tampdn de lisis (300 mM KCI, 50 mM Tris y glicerol 10 % a
pH 8.0). La lisis se realizé por choques de sonicacidén (Misonix3000) con intervalos
de 5 segundos ON y 30 segundos OFF para un total de 4 minutos de sonicacion

(750 W). La fraccion soluble se aclaré por centrifugacion (45 minutos a 30.000 g, 4
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°C) y después filtré con una membrana de PVDF (tamafio de poro de 45 uym). La
enzima AbFtsZ1.412 fue purificada por cromatografia de afinidad (Columna Ni?* His
Trap). La columna de afinidad se equilibré con la solucion tampdn de lisis. La elucion
consistié en la solucion tampédn de lisis (300 mM KCI, 50 mM Tris y glicerol 10 % a
pH 8.0) e imidazol (50 mM) con un flujo de 1 mL/min, finalmente se realizé una
electroforesis de SDS-PAGE (12 %). La proteina se utilizé inmediatamente para el
ensayo de actividad para comprobar su actividad enzimatica, y después alicuotada

y almacenada a-80 °C en el mismo tampon de lisis.

5.12 Ensayo de actividad e inhibicion de AbFtsZ1.412

Brevemente, el ensayo consistié en un método de microdilucion en placa de 96
pozos monitoreado por un lector de placas a una longitud de onda de 630 nm y a
37 °C5'. Se empled una solucién amortiguadora de ensayo (300 mM KCI, 50 mM
Tris, 2,5 mM MgClz2 a 7.0 pH), junto con la enzima AbFtsZ1-412 @ una concentracion
final de 4uM y usando GTP (50 pM, concentracion final) como sustrato, los
compuestos a una concentracion final de 100 ppm (DMSO) y/o berberina (control
positivo, 186 ppm). Como control negativo (utilizado para la actividad/inhibicion
porcentual), se empled la enzima (4 pM), GTP (50 pM), la solucion tampon de
ensayo y DMSO (2 % v/v). Todos los ensayos se realizaron en un volumen final de
100 pL. Después, la placa se incub6 a 37 °C durante 30 min, y, transcurrido dicho
tiempo, se adicionaron 20 pL de solucién de verde malaquita a cada pozo [500 pL
de verde malaquita (1.22 mg/mL en acido sulfurico 20 % v/v) + 125 yL de molibdato
de amonio (7.5 % p/v) y 10 uL Tween?® (11 % v/v)] y se registraron las lecturas de
absorbancia a 630 nm. Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Los
datos se muestran como media * desviacion estandar. El disefio del experimento se

indica en la Figura 15.

Los porcentajes de inhibicion y/o actividad de la enzima en presencia de las
sustancias de prueba se calculé empleando las ecuaciones 3y 4.:

.. b — Ab .
% Actividad = ( AbSmuestra — AbSblanco ) + 100 % Ecuacion 3

AbScontrol negativo — AbSpianco
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Yy e e Ab — Ab .
% Inhibicién = (1 - Smuestra = £9%blanco ) * 100 % Ecuacion 4

AbScontrol negativo — APSbianco

Control+: Berberina+Buffer+GTP+FtsZ+RVM
|,_. Control-: DMSO+Buffer+GTP+FtsZ+RVM

3 1) \2) CJ (4 5) é __, Blancos: Compuesto+Buffer+GTP+RVM

B ) Q' .) .) W, Q ___, Test: Compuestos+Buffer+GTP+FtsZ+RVM
-@@OOOO
000000

Figura 15. Disefio de la placa para el ensayo enzimatico de AbFtsZ, descrito en este
trabajo.
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6. Resultados y discusion

Este trabajo se origind con el objetivo de identificar metabolitos fungicos con
actividad antimicrobiana contra cepas multirresistentes de aislados clinicos,
especificamente A. baumannii, K. pneumoniae y P. aeruginosa. Para ello, se
implementd una metodologia que incluyé el rastreo de los compuestos
responsables de la actividad antimicrobiana en extractos fungicos obtenidos de

manglares mexicanos.

En resumen, el proceso se inicidé con la recolecciéon de muestras de hojas y raices
de manglares (Rhizophora mangle y Laguncularia racemosa) en cinco lagunas poco
estudiadas con una alta biodiversidad. A partir de estas muestras vegetales, se
aislaron microorganismos fungicos endéfitos, que posteriormente se cultivaron
hasta obtener 250 cepas axénicas. Luego, empleando técnicas de maceraciéon y
extraccion sélido-liquido se obtuvieron los extractos organicos de estos
microorganismos, con el propdsito de evaluar su capacidad para inhibir el
crecimiento de las bacterias resistentes. Con base en estos resultados, se
seleccionaron 28 de los 250 hongos para un escalamiento adicional, evaluacion
biolégica y perfilamiento quimico por HPLC-MS/MS para identificar posibles
compuestos citotoxicos en dichos extractos, y asi poder discernirlos y escoger el

adecuado para el aislamiento de compuestos.

Los resultados de estos analisis permitieron la eleccién del extracto del hongo 1Q-
548 (Aspergillus sp.) para su estudio quimico y el aislamiento de moléculas
promisorias. De manera paralela a este proceso, se trabajé en la expresion y
purificacion de la enzima FtsZ de A. baumannii para investigar un posible
mecanismo de accion de los compuestos aislados, ya que esta enzima desempefia
un papel fundamental en la division bacteriana. En consecuencia, las moléculas
aisladas se evaluaron tanto en ensayos de actividad antibacteriana como en

ensayos enzimaticos sobre AbFtsZ. Finalmente, los metabolitos con actividad se
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caracterizaron para establecer su estructura quimica. La Figura 16 resume la

estrategia experimental empleada en este proyecto de investigacion.

o bl
L) 3
< — -
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s Extractos: 250
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Figura 16. Flujo de trabajo empleado en esta investigacion, para la obtencion de
compuestos con actividad antimicrobiana.
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6.1  Aislamiento de microorganismos fungicos y cribado de

actividad antibacteriana

Aislamiento de microorganismos

La presente investigacion se desarroll6 como parte de un proyecto de mayor
alcance que tiene como objetivo principal descubrir nuevos inhibidores bacterianos
a partir de hongos microscoépicos de manglares mexicanos (Laguncularia racemosa

y Rhizophora mangle).

México ocupa la sexta posicion en abundancia de manglares a nivel mundial**73,
Los manglares son ecosistemas altamente biodiversos que albergan una amplia
gama de especies, en particular microorganismos heterétrofos como los hongos,
con importancia ecoldgica, quimica y econdémica’®. Estos microorganismos
desempenan diversas funciones en este ambiente, como la descomposicién de la
madera o de la materia organica de los sedimentos, la fragmentacion de las hojas y
como enddfitos en procesos simbidticos con las raices y hojas de los manglares’.
Una revisién realizada por Devadatha y colaboradores’® indica que hasta el 2020
se han identificado aproximadamente 850 hongos de manglar, siendo Xylaria spp.,
Aspergillus spp., Penicillium spp., Trichoderma spp., y Fusarium spp. los mas
representados. En este escenario, en este trabajo se investigaron hongos enddfitos
aislados de manglares mexicanos (Laguncularia racemosa y Rhizophora mangle)
en busca de moléculas con actividad antibacteriana frente a cepas multirresistentes

intrahospitalarias.

Para ello, inicialmente se realizé un muestreo a lo largo de la costa del Pacifico
mexicano en lagunas poco exploradas con alta biodiversidad bioldgica, incluyendo
las Lagunas de Tecomate, Chautengo, Corralero, Chacagua y Ventanilla. Las
muestras recolectadas se procesaron empleando métodos microbioldgicos

convencionales, para obtener 250 cultivos fungicos axénicos (Figuras 17-18).
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Figura 17. Proceso de obtencién de los microorganismos fungicos para el desarrollo de
este trabajo. A. Manglares de la Laguna de Chautengo. B. Proceso de fragmentacion y
sanitizacion de las muestras vegetales. C. Crecimiento de los hongos endéfitos presentes
en las muestras. D. Aislamiento de los microorganismos fungicos hasta su estado axénico.

Figura 18. Algunos de los hongos de manglares en estado axénico que se lograron aislar
(250 total).
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Cribado de actividad antibacteriana

Las cepas bajo estudio en este proyecto son Gram negativas, aislados clinicos y
presentan resistencia a antibidticos de ultima generacion. Los microorganismos A.
baumannii, K. pneumoniae y P. aeruginosa son las cepas bacterianas con mayor
tasa en aumento de los casos de infecciones bacterianas resistentes en México®?,
aunado a esto, también se encuentran en la lista emergente emitida por la OMS de

los microorganismos con prioridad en la bisqueda de nuevos antibidticos*.

A. baumannii, es resistente a farmacos como ciprofloxacino, gentamicina,
ceftriaxona, piperacilina, ampicilina y, ademas, muestra una resistencia moderada a
la colistina, un antibiético de ultima generacion empleado por los infectélogos como
ultimo recurso hacia este patdgeno’®’7. Algunos de los mecanismos de resistencia
presentados en A. baumannii son. cambios en la membrana celular alterando su
permeabilidad, lo que ocasiona que se impida la entrada de los farmacos; la
expulsion del antibidtico por parte de la célula por medio de bombas de eflujo;
alteraciones en la diana molecular y modificaciones enzimaticas hacia el

antibidtico’®-78,

Por su parte, K. pneumoniae presenta mecanismos de resistencia como

impermeabilidad en la membrana, inactivacion del farmaco por parte de pS-

lactamasas, y es resistente a betalactdmicos, carbapenémicos y cefalosporinas de

tercera generacion®7°.

P. aeruginosa muestra resistencia a antibioticos como carbapenémicos, piperacilina
y fluoroquinolonas, y algunos mecanismos de resistencia que presenta son,
membrana externa de baja permeabilidad, formacién de biopeliculas y bombas de

eflujo®7°.

Los resultados de la actividad antibacteriana de los 250 extractos fungicos
(cultivados en medio sélido PDA) frente a las cepas de estudio A. baumannii, K.
pneumoniae y P. aeruginosa, se analizaron mediante conglomerados jerarquicos y
se visualizaron por medio de un mapa de calor (Figura 19). Los resultados se

agruparon en dos conglomerados principales: P. aeruginosa y A. baumannii-K.
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pheumoniae, evidenciando la elevada resistencia de la cepa de P. aeruginosa, para
la cual solo se detectaron tres extractos con porcentajes de inhibicion superior al 50
%, en comparacion con las cepas A. baumanniiy K. pneumoniae que tuvieron 28 y
19 extractos fungicos con respuesta (mayor al 50 % de inhibicidn), respectivamente.
Algunos de los aislamientos mas promisorios para la busqueda de moléculas
bioactivas fueron: 1Q-548 que fue el unico que presento respuesta frente a las tres
bacterias (A. baumannii: 42 + 2 %; K. pneumoniae: 73 £ 5 %; P. aeruginosa: 19 + 8
%), el extracto IQ-587 con gran respuesta hacia P. aeruginosa (A. baumannii: 51
4 %; P. aeruginosa: 64 £ 4 %), los extractos 1Q-520 (A. baumannii: 79 £ 4 %, K.
pneumoniae: 74 = 3 %) e 1Q-567 (A. baumannii: 75 £ 2 %, K. pneumoniae: 68 + 4
%) con inhibiciones mayores al 60 %. Los datos completos se encuentran en el
Anexo Tabla A1.

Con base en estos resultados, se seleccionaron los extractos organicos de 28
aislamientos (inhibicion del crecimiento bacteriano mayor al 40 %) para proseguir
con su estudio (Tabla 7). Aunque el extracto del aislamiento 1Q-548 presentd una
inhibicion del 19 + 8 % para la cepa P. aeruginosa se selecciond, debido a que para
las bacterias A. baumannii y K. pneumoniae el porcentaje de inhibiciéon fue mayor al
40 %. Asi mismo, se seleccion6 el aislamiento IQ-512 por su inhibicion frente a A.

baumannii (64 £ 5 %).
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% Inhibici6n bacteriana

1Q739
1Q649
10691

Q722

Figura 19. Andlisis de conglomerados jerarquicos con mapa de calor de la actividad
antibacteriana de los 250 extractos fungicos axénicos sobre A. baumannii (A564), K.
pneumoniae (K1) y P. aeruginosa (48M). Se empled el método Ward con una escala de
distancia euclidiana. La figura se realiz6 en el software Origin Pro 2023b.
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Tabla 7. Capacidad antibacteriana de los extractos axénicos en PDA con inhibicion > 40 %.

Extracto fiingico

A. baumannii,

K. pneumoniae,

P. aeruginosa,

% inh. % inh. % inh.
1Q-497 64 + 4 NP NP
1Q-503 59 + 3 NP NP
1Q-512 64 + 5 39 + 9 NP
1Q-518 53 + 8 NP NP
1Q-519 46 + 5 39 + 2 NP
1Q-520 79 + 4 74 + 3 NP
1Q-545 54 + 3 78 + 2 NP
1Q-547 46 + 3 56 + 5 NP
1Q-548 42 + 2 73 + 5 19 +
1Q-566 54 + 4 57 + 7 NP
1Q-567 75 + 2 68 + 4 NP
1Q-568 42 + 2 83 + 3 NP
1Q-573 43 + 3 47 + 2 NP
1Q-574 40 + 2 52 + 5 NP
1Q-577 49 + 2 50 + 6 NP
1Q-587 51 + 4 NP 64 +
1Q-592 42 + 6 NP NP
1Q-600 51 + 7 NP NP
1Q-631 53 * 5 49 + 1 NP
1Q-632 69 + 6 44 + 3 NP
1Q-635 47 + 3 57 + 4 NP
1Q-636 43 + 3 47 + 5 NP
1Q-638 50 * 3 50 * 6 NP
1Q-644 44 + 6 NP NP
1Q-651 47 + 9 40 + 2 NP
1Q-705 47 + 7 NP NP
1Q-720 44 + 9 55 + 3 NP
1Q-732 42 + 7 NP 39 +

Gentamicina 20 * 1 100 + 2 100 +

NP: no presento inhibicion. n=4.

*Los extractos se evaluaron a 250 ppm y el control positivo a 100 ppm.
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6.2 Diversidad taxonémica de los hongos preseleccionados

La identificacion taxondmica de 24 de los 28 microorganismos preseleccionados se
realizé mediante métodos moleculares. Para ello, se amplific y secuencio la region
ITS del ADN ribosémico. La region ITS (Internal Transcribed Spacer) es una region
del ADN ribosomal (ITS1 y ITS2, separados por el gen 5.8S rRNA) que se utiliza
comunmente en la identificacion de hongos, y se ha establecido como un marcador
de ADN universal, debido a su alta tasa de variacion entre especies fungicas, y se
aprovecha esta capacidad para distinguir especies fungicas estrechamente
relacionadas®®. El arbol filogenético construido tras el alineamiento de la region ITS
de las cepas de estudio con aquellas de referencia depositadas en GenBank®
muestra las relaciones evolutivas entre los organismos, el arbol filogenético fue

construido con el método de maxima verosimilitud (Figura 20).

Todos los hongos identificados pertenecen a tres 6rdenes: Botryosphaeriales,
Eurotiales e Hypocreales del filo Ascomycota. Dentro de los Eurotiales, los géneros
Talaromyces, Aspergillus y Penicillium fueron los mas abundantes, mientras que los

géneros Pyllosticta y Lasiodiplodia (Botryosphaeriales) fueron menos presentes.
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Figura 20. Arbol filogenético de 24 microorganismos fungicos preseleccionados, a partir de
sus regiones ITS. El arbol esta dibujado a escala, con longitudes de rama medidas en
numero de sustituciones por sitio.
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Aspergillus es un género de hongos que produce una variedad de moléculas con
importantes actividades biolégicas (Figura 21). Las especies de este género han
sido reconocidas como una enorme fuente de compuestos con estructuras diversas
y actividades biolégicas prometedoras, incluidas actividades antimicrobianas,
antiinflamatorias y anticancerigenas®. Algunos ejemplos de moléculas relevantes
descubiertas en Aspergillus son: la esferopsidina A y a partir de ésta algunos
derivados con propiedades anticancerigenas®!, eurocina un péptido bioactivo
(antimicrobiano frente a bacterias Gram positivas y anticancerigeno) producido por
A. montevidensis, A30461 una nueva tiodicetopiperazina con actividad antifungica,
clorflavonina (antibacteriano frente a Mycobacterium spp.) un flavonoide
biosintetizado por A. candidus, aspulvinonas compuestos con actividad antigripal
del virus H1N1 aislados de A. terreus derivado del suelo de la rizosfera de
manglares, la fumagilina un metabolito aislado de A. fumigatus que ha demostrado
tener actividad antibacteriana contra S. aureus y E. coli, la aspergilomarasmina A
una molécula aislada de A. versicolor, activa frente varias bacterias multirresistentes
incluidas las Enterobacteriaceae spp. resistentes a los carbapenemicos®. Estos
hallazgos ponen de manifiesto las diversas actividades y aplicaciones bioldgicas de
las moléculas producidas por Aspergillus y su alta riqueza metabdlica, que van
desde funciones esenciales en el reciclado medioambiental, la patogenicidad y

aplicaciones farmacoldgicas.

Penicillium, es conocido por producir una amplia gama de moléculas con diversas
actividades  biologicas, destacando los compuestos antimicrobianos,
antiinflamatorios, anticancerigenos, promotores del crecimiento vegetal, inhibidores
de a-glucosidasas y de a-amilasas®?. Ademas, las especies de Penicillium han sido
reconocidas como una fuente de compuestos con potenciales propiedades
antiinfecciosas contra SARM?83, Algunos ejemplos de compuestos con relevancia
biolégica obtenidos a partir del género Penicillium, son la penicilina, molécula clave
que dio origen a la era dorada del desarrollo de los antibioticos®485, |a ciclosporina
un inmunosupresor empleado en las cirugias de trasplantes obtenido de P. tolietum.
La lovastatina obtenida de P. citrinum es un inhibidor de la HMG-CoA reductasa y

es utilizada en el tratamiento de la hipercolesterolemia, la viridomicina un
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antimicrobiano de amplio espectro aislado de P. viridicatum, micafungina un
antifungico usado principalmente en pacientes inmunocomprometidos obtenido de
diferentes especies de Penillium, entre otros®8. Estos descubrimientos subrayan
las diversas actividades bioldgicas y las potenciales aplicaciones de las moléculas
producidas por el género Penicillium, convirtiéndolo en una valiosa fuente para el
descubrimiento de compuestos bioactivos con diversas propiedades

farmacoldgicas.
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o Fumagilina

Figura 21. Algunos metabolitos fungicos con actividad biolégica relevante.
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6.3 Priorizacién de microorganismos para encontrar

agentes antibacterianos

Los 28 microorganismos axénicos preseleccionados se cultivaron en medio sélido
(Cheerios®) para aumentar el rendimiento'. Una vez obtenidos los extractos
organicos se evaludé su capacidad antibacteriana frente a las cepas de estudio
(Figura 22-24), considerando el cambio en el medio de cultivo. Aunque, inicialmente
los 28 extractos fungicos no presentaron inhibicidn frente a P. aeruginosa (Tabla 7),
se evaluo su capacidad antibacteriana sobre las tres bacterias y considerando que
el cambio de medio pudiese impactar en su perfil metabdlico, traduciéndose a

cambios posibles en la actividad antibacteriana.

Dos géneros muy representativos respecto a la actividad antibacteriana fueron
Aspergillus y Penicillium (Tabla 8), que corresponden a aquellos con el mayor
numero de productos naturales estructuralmente diversos, reportados en la
literatura, con 2596 y 2181 productos, respectivamente®. A. baumannii fue la cepa
bacteriana para la cual se presentdé mayor respuesta: 9 extractos fungicos (IQ-503,
IQ-512, 1Q-518, 1Q-519, 1Q-548, 1Q-567, 1Q-568, 1Q-573, 1Q-574), seguida de K.
pneumoniae y P. aeruginosa con cuatro extractos fungicos para cada una: 1Q-512,
1Q-548, 1Q-567, 1Q-568 para K. pneumoniae; 1Q-503, 1Q-512, 1Q-548, 1Q-568

respecto a P. aeruginosa (Figura 22-24).

Tabla 8. Aislamientos fungicos mas representativos sobre la inhibicion bacteriana.

i . . A. baumannii. K. pneumoniae P. aeruginosa
Género Aislamiento ’ P ’ 9 ’

% inh. % inh. % inh.

1Q-503 54 +4 NP 66 +6

Aspergillus sp. 1Q-512 76+5 44 + 4 58+2

1Q-548 60 +2 78+ 9 60 +6

. 1Q-568 42 + 6 47+ 5 40+ 3
Penicillium sp. 1Q-573 43+7 NP NP
Fusarium sp. 1Q-547 35+3 NP NP

1Q-567 75+5 55+5 31+2
Talaromyces sp. 1Q-574 426 NP NP
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Inhibicion del crecimiento bacteriano sobre A. baumannii multiresistente
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Figura 22. Capacidad antibacteriana por parte de los extractos fungicos (Cheerios®) pre-
seleccionados sobre A. baumannii (A564), multirresistente.
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Figura 23. Capacidad antibacteriana por parte de los extractos fungicos (Cheerios®) pre-
seleccionados sobre K. pneumoniae (K1), multirresistente.
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% Inhibicion bacteriana

Inhibicion del crecimiento bacteriano de P. aeruginosa resistente
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Figura 24. Capacidad antibacteriana por parte de los extractos fungicos (Cheerios®) pre-
seleccionados sobre P. aeruginosa (48M), multirresistente.
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Estudios de metabolémica no dirigida

GNPS (Global Natural Products Social Molecular Networking) es una herramienta
de acceso abierto, que incluye amplias bases de datos (ejemplo: NIST, MIADB,
MassBank) para la identificacion presuntiva de productos naturales®-89, La
plataforma GNPS proporciona un conjunto de analisis que generan redes
moleculares a partir de datos de espectrometria de masas/masas (MS/MS) que
permiten encontrar moléculas conocidas, analogos y tipos de familias de
compuestos, sin el procedimiento previo del aislamiento. GNPS ha facilitado la
colaboracion y la creacion de redes entre diferentes grupos de investigacion en el
mundo (150 paises), identificando y enriqueciendo la plataforma con compuestos
novedosos de origen natural, lo que ha permitido compartir informacién y datos
ahorrando recursos. Brevemente, la plataforma se alimenta con los espectros de
masas de los compuestos presentes en una muestra, los clasifica dependiendo las
diferencias, posteriormente compara cada uno de estos espectros con las bases de
datos para asignar alguna identificacién presuntiva de alguna molécula conocida, y
después, los compara entre los mismos compuestos presentes para agruparlos
dependiendo el grado de similitud entre ellos8-8°. Algunas herramientas adicionales
de GNPS son Dereplicator* y MolNetEnhancer. El algoritmo Dereplicator* es una
herramienta que permite la identificacién presuntiva de metabolitos por medio de
analisis in-silico de las posibles multiples fragmentaciones (iones fragmentos) que
pudiera presentar un compuesto. Genera un espectro de masas tedrico (grafico de
fragmentacioén) el cual compara con los reposados en las bases de datos para llegar
a una asignacion. Esta herramienta fue inicialmente desarrollada para péptidos
analizando la ruptura de enlaces peptidicos, posteriormente se tuvieron en cuenta
las rupturas no solo de enlaces peptidicos, sino de enlaces tipo C-C y/o C-0O, para
el analisis y/o identificacion de lipidos, alcaloides, policétidos, flavonoides, entre
otros, esto se conoce como Dereplicator+. Esta identificacion presuntiva es util ya
sea para evitar el reaislamiento de compuestos conocidos, encontrar analogos y/o
explorar los perfiles metabdlicos del origen de la muestra (microorganismos,
plantas, algas, entre otros)®°. Por otro lado, el algoritmo MolNetEnhancer realiza una

clasificacion de los espectros de masas dependiendo de los datos de fragmentacién
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presentes y de los resultados obtenidos por Dereplicator+, para la identificacion de
familias estructurales de las moléculas (fenoles, acidos carboxilicos, aminoacidos,
alcoholes, entre muchos) y genera sub-redes de éstas, permitiendo una

representacion quimica visual®.

La informacion sobre la composicidn quimica, obtenida mediante LC-MS/MS para
los 28 extractos preseleccionados, se organiz6 en redes moleculares utilizando la
plataforma GNPS con los algoritmos Derreplicatort y MolNetEnhancer. La red
molecular se construy6 a partir de 6,123 espectros de masas agrupados en 930
nodos y clasificados en 13 grupos de familias de compuestos (Figura 25). Las
familias moleculares (clusters) representadas en las redes moleculares se basan en
la similitud de los espectros de masas (intensidad y fragmentacién). El grupo mas
extenso corresponde a los acidos benzoicos, con un total de 108 nodos, mientras
que se resalto el grupo de las pironas y piranos, con 13 nodos. Por otro lado, el
grupo mas pequefio corresponde a las benzodiacepinas, con tan solo dos nodos.
Ademas, este analisis permitio identificar la presencia de 31 metabolitos (con un
error de masa inferior a 10 ppm y una similitud de coseno superior a 0.7: Tabla 9),
entre los que se incluyen algunas micotoxinas como citrinina, harmano, meleagrina
y esterigmatocistina, entre otras (Figura 26). Es importante mencionar que, de las
32 moléculas identificadas, nueve han sido reportadas previamente por sus
actividades hepatotoxicas®®, neurotdxicas®', nefrotoxicas®? y/o mutagénicas®
(Tabla 9 y Figura 27).

66



R
Bt el o S

peeted e B N N
% N, Y B, 1008

e ‘% o'o'e'r'e'o'e'o'e'f'o oo el lele e e e e e le e elete %
ol oo e le e le e le el le Ve leleletete f'f#’f’f'f'o o
YOI POEIINI000000080000 009
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Figura 25. Red molecular generada en la plataforma GNPS de los 28 extractos axénicos
pre-seleccionados, con el analisis MoINetEnhancer.
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Figura 26. Algunos compuestos identificados presuntivamente en la red molecular de los
extractos pre-seleccionados.

Este analisis se realizé con el fin de excluir los extractos que contenian compuestos
citotoxicos previamente descritos (18 de 28, Tabla A2), dando asi prioridad al
aislamiento de entidades quimicas con actividad biolégica prometedora frente a las

cepas de estudio.

Con base en los resultados de actividad antibacteriana (inhibiciéon > 40%, Figura
22-24) y la identificacion presuntiva (Tabla 9) se priorizaron los extractos de los
microorganismos: 1Q-503 (Aspergillus sp.), 1Q-548 (Aspergillus sp.), y 1Q-567
(Talaromyces sp.), todos microorganismos endofitos de la especie Rhizophora
mangle (mangle rojo), colectados en la Laguna de Tecomate, Guerrero, México.
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6.4 Estudio quimico biodirigido de 1Q-548 (Aspergillus sp.)

El fraccionamiento primario del extracto organico generd 10 fracciones (Figura 9 y
Tabla 4). De estas, con base en su perfil cromatografico por HPLC-PDA-ELSD y la
actividad antibacteriana, se seleccionaron las fracciones D, E, F, G y H para

continuar con el aislamiento guiado por su actividad antibacteriana.

Tabla 10. Capacidad antibacteriana de las fracciones obtenidas de 1Q-548, frente a las
cepas de estudio.

Fraccion A. baumannii, K. pneumoniae P. aeruginosa

% inh. % inh. % inh.

A NP NP NP

B NP NP NP

C NP NP NP

D 355 372 NP

E 53+3 504 NP
F 40 %2 60+3 27 %6

G 305 25+3 NP

H 364 40 %5 NP

| NP NP NP

J NP NP NP
Gentamicina 20+ 1 100 £ 2 100 £ 1

NP: No presento actividad. n=4.
*Las fracciones fueron evaluadas a 250 ppm y el control positivo a 100 ppm.

La resolucion de las fracciones por HPLC-semipreparativo en fase reversa generé
40 subfracciones: seis para la D, diez para la E, nueve parala F y G, y seis para la
H. De estos 40 aislamientos se escogieron 26 para las evaluaciones bioldgicas, con

base en su rendimiento y pureza (Tabla 5).
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Extracto 1Q-548 (Aspergillus sp.)

Fraccionamiento: Sephadex, 10 fracciones (A-J)

v v v

v

Fraccion D Fraccion E Fraccion F Fraccion G

A.A.Ab:35%+5% A.A.Ab:53+3 % AA.Ab: 402 %
AA.Kp:37+2% A.A.Kp:50+4 % A.A.Kp: 60 +3 %
A.A. Pa: NP A.A. Pa: NP A.A.Pa:27 +6 %

v v v

A.A.Ab:30£5%
A.A.Kp: 25 +3 %
A.A. Pa: NP

v

Aislados: D1-D6 Aislados: E1-E10 Aislados: F1-F9  Aislados: G1-G9

v

D3: Compuesto 1
D6: Compuesto 2

v

E10: Compuesto 7

v

F6: Compuesto 3
F3: Compuesto 5

v

G4: Compuesto 4
G8: Compuesto 6

Figura 28. Diagrama de trabajo del fraccionamiento del extracto 1Q-548 (Aspergillus sp.)
para la obtencion de los compuestos 1-7. A.A. Actividad antibacteriana.

73



6.5 Ensayo enzimatico de actividad/inhibicion de AbFtsZ1.412

Con el fin de establecer un posible mecanismo de accién de las moléculas aisladas
con potencial antimicrobiano y atender la problematica expuesta en este trabajo, se
seleccionod a la enzima FtsZ (proteina clave en la fision binaria) de A. baumannii, ya
que hasta la fecha no se encuentran reportados inhibidores fungicos de esta
enzima, y, a su vez no hay ningun farmaco aprobado por la FDA (Food and Drugs
Administation) dirigido a este blanco molecular. El compuesto mas avanzado hasta
el momento es el TXA709 (una benzamida) que se encuentra en ensayos

preclinicos?®.

Para encontrar posibles modificadores de la actividad enzimatica de AbFtsZ fue
necesario establecer un ensayo que permitiera monitorear la actividad enzimatica
de la proteina frente a los compuestos fungicos, para encontrar dichos
modificadores. En este trabajo de investigacién se implementé un ensayo
espectrofotométrico con el reactivo verde de malaquita, siguiendo algunos
protocolos reportados por Quan, A. et al.%, Martin-Garcia, F. et al.%%, y Baykov, A. et
al.®® con algunas modificaciones y adecuaciones necesarias para trabajar esta

enzima y mantener la reproducibilidad en los resultados.

Por otro lado, ya que la estructura de las proteinas depende de parametros fisicos
y quimicos, y todas sus funciones dependen de su estructura, es altamente
recomendado estudiar las proteinas con secuencias completas para comprender su
estructura y funcion y obtener resultados precisos vy fiables®”-%8. Las secuencias de
proteinas incompletas o truncas pueden introducir errores o sesgos en el analisis
de la estructura y la funcién de las proteinas. Por estas razones, se expreso la
enzima AbFtsZ de longitud de 412 aminoacidos (44.47 kDa) (Figura 30).
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MGSSHHHHHHSSGENLYFQGHMASFEFIEDELNDGNGQARFTVFGVGGGGGN
AVQHMVQSDIQGVKFVCANTDKQALDCMNAPEKIQLGEQSTRGLGAGANPEVG
QVAAEESREIRQHLEGTDMVFVTAGMGGGTGTGAAPVVAEVAKEMGILTVGVV
TTPFNFEGRRRQKSAERGIEALEAHVDSLIIIPNQRLLSVYGDISMKDAYKKADDVLL
NAVRSIFDLVVNRGHINLDFADLKTAMSTRGYAMMGAGLGRGEDRARQAAEQAI
RSPLLDNVNIINAKGVLINITGGDDITLRETEITDVVNQIVDLDEGEIFYGTVFDPDA
RDELRVTVIATGLTRNAADAEPRKRNTVSHTSTQSAQSVDEDDVPAINKRONAEN
DVNNAPSSTPRSSPMSIQDYLKNQQRK

Figura 29. Secuencia de aminoacidos de AbFtsZ.

El gen AbFtsZ1-412 se subclond en un vector pET-28 con etiquetas peptidicas Hisx6
especificas en el N-terminal y un sitio de reconocimiento de proteasas TEV. La
expresion de la proteina se realizé a 37 °C en la cepa Rosetta (DE3) pLysS™ tras
induccion con IPTG%'%2, Tras 6 horas, la proteina AbFtsZ1-412 se purificd mediante
cromatografia de afinidad (Figura 30) y se obtuvo en un rendimiento de 100 mg/L
de cultivo. Debido a la alta susceptibilidad de esta enzima a los cambios bruscos de
temperatura, la purificacién y el almacenamiento se realizaron en un ambiente frio

a4 °Cy -80 °C, respectivamente®.

. O an
P O A€

75 kDa , e

63 kDa

48 kDa

35 kDa

25 kDa

Figura 30. Gel de SDS-PAGE empleado en la purificac‘ién de AbFtsZ 1.412.

Una vez obtenida la enzima, se desarrollé6 un ensayo espectrofotométrico en un
formato de placa de 96 pozos a 37 °C para evaluar las moléculas aisladas como
modificadores de la actividad enzimatica de AbFtsZ1-412. Debido a que las proteinas

FtsZ son fosfatasas, se empled el reactivo verde de malaquita para monitorear la
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actividad enzimatica (630 nm) y medir la modificacion de esta actividad en presencia

de las moléculas de prueba.

El ensayo inici6 con la evaluacion de la actividad de AbFtsZ1-412 a una concentracion
de 4 uMy con GTP (50 uM) como sustrato en un volumen final de 100 yL a pH=7.0
y 37 °C, de acuerdo con lo reportado por Quan y colaboradores®, y Martin-Garcia
y colaboradores®. Cabe destacar, que también se hicieron pruebas de pH
variandolo en el rango de 5-9, encontrando que en el intervalo de 6.5-7.5 la actividad
enzimatica era reproducible. Una vez establecidas las condiciones del ensayo, los
reactivos empleados (GTP, buffer de ensayo, proteina, RfVM), temperatura y tiempo
de incubaciéon manteniendo la actividad enzimatica reproducible, se buscd un
control positivo con la finalidad de validar la capacidad del ensayo de detectar
moléculas capaces de alterar la actividad GTPasa de AbFtsZi-412. Inicialmente se
evaluaron las moléculas sanguinarina y curcumina reportadas previamente2® como
inhibidores de FtsZ de E. coli y B. subtilis, sin embargo, ninguna de las moléculas
modificé la actividad GTPasa de AbFtsZi412. Subsecuentemente, se evaluo el
desempefio de la berberina (Figura 31), un alcaloide previamente reportado como
inhibidor de la enzima FtsZ en S. aureus®. Los resultados del ensayo indicaron que
berberina, inhibe la actividad de AbFtsZ1-412 en no mas del 50 % a una concentracion
de 186 ppm (500 pM) (Figura 31). Con base en estos hallazgos, se seleccioné a la

berberina, como control positivo.
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Figura 31. Inhibicién de la actividad enzimatica de AbFtsZ1.412 por la berberina a diferentes

concentraciones.

6.6 Evaluacién antibacteriana y enzimatica de metabolitos
fungicos

Después de la eleccidon de los aislados fungicos a evaluar (Tabla 6) y de tener
implementado el ensayo enzimatico de AbFtsZ se evaluaron las capacidades
antibacterianas y de modificacién de la actividad enzimatica de cada una de las
fracciones (Tabla 11). De las 26 fracciones evaluadas siete (lll, IV, IX, X/XVIII, XI,
XXX, XXII) presentaron actividad biolégica prometedora, ya fuese por su
capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano o por modificar la capacidad
enzimatica de AbFtsZ (inhibiendo o aumentando la actividad). Una de las ventajas
de estudiar la actividad enzimatica de una proteina FtsZ, es que ya sea que presente
inhibicion o aumento en la actividad es un resultado favorable, porque estos dos
fendbmenos pueden inducir al desensamble del anillo Z, ocasionando la muerte

bacteriana.
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Tabla 11. Cribado biologico de los aislados seleccionados.

Alteracion sobre

Aislados Ab Kp Pa ABFtsZ1412
[ NP NP NP No
1 NP NP NP No
1 P P P No
v P P 28 £ 2 %* Si: activacion
\Y% NP NP NP No
VI NP NP NP No
VI NP NP NP No
VI NP NP NP No
IX NP NP NP Si: activacion
X P P 40 £ 5 %* Si: inhibicion
Xl NP NP NP Si: activacion
XII NP NP NP No
X1 P P 40 £ 1 %* Si: activacion
XV NP NP NP No
XV NP NP NP No
XVI NP NP NP No
XVII NP NP NP No
XVII P P 40 £ 5 %* Si: inhibicién
XIX NP NP NP No
XX P P 40 £ 1 %* Si: activacion
XXI NP NP NP No
XXl NP NP NP Si: activacion
XX NP NP NP No
XXIV NP NP NP No
XXV NP NP NP No
XXVI NP NP NP No
Gentamicina 20£1%* 100x2% 100+1% -
Berberina - Si: inhibicion

NP: No present6 activid

ad. n=4 para AA. n=3 para EE.

Los aislados y la gentamicina fueron evaluados a 100 ppm, la berberina a 186 ppm.

P: Presentd inhibicidon promisoria (> 50 %).

Ab: A. baumannii (A564).

Kp: K. pneumoniae (K1).

Pa: P. aeruginosa (48M).

*: Compuesto con inhibicién menor al 50 %.

Las siete fracciones con actividad biolégica promisoria fueron seleccionados para
su elucidacion estructural y determinar su Clso frente a las cepas de estudio (Tabla
12 y Figura 32).
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Tabla 12. Compuestos con actividad bioldgica elegidos para su elucidacién estructural.

0, 0,
Compuesto Aislado Ab,Clsy  Kp, Clso Pa, Clso % Act. % Inh.

Mg/mL Mg/mL Mg/mL FtsZ FtsZ
1 11 6.9+0.7 1.5£0.3 104.0+1.6 88+3 -
2 \Y 9.9+0.8 6.6+0.4 28+2 %* 2155 -
3 XXX 8.3+0.9 29.5+0.6  40+1 %* 14142 -

4 XIXVIII 7+1 18.2+0.6  40+5 %* 4943 514
5 Xl NA NA NA 136+2 -
6 XXII NA NA NA 24445 -
7 IX NA NA NA 142+4 -
Gentamicina 20+1 % 1002 % 1001 % - -

Berberina - - - 4343 57+2

NA: No aplica. n=4 para AA. n=3 para EE.

La gentamicina fue evaluada a 100 ppm y la berberina a 186 ppm.
Ab: A. baumannii (A564).

Kp: K. pneumoniae (K1).

Pa: P. aeruginosa (48M).

*: Compuesto con inhibicion menor al 50 %.

% Act. FtsZ.: Actividad enzimatica sobre AbFtsZ1.412.

% Inh. FtsZ.: Inhibicién de la actividad enzimatica sobre AbFtsZ1.412.

El compuesto 1 inhibid el crecimiento bacteriano de las 3 cepas de estudio, y aunque
no presentd alteracion sobre la enzima AbFtsZi412, esta molécula puede
representar un avance en la busqueda de moléculas sobre bacterias
multirresistentes. Los compuestos 2 y 3 presentaron tanto actividad antibacteriana
como un incremento en la actividad enzimatica de AbFtsZ1412, sugiriendo que el
mecanismo de accion de estas moléculas es a través del desensamble del anillo Z.
Respecto a la molécula 4 se destaca que no sélo presentd inhibicion del crecimiento
bacteriano, sino que a su vez fue el unico compuesto que presentd inhibicidon
enzimatica de AbFtsZi-412, posicionando a la molécula 4 como el primer inhibidor de
esta proteina. Por ultimo, los compuestos 5, 6 y 7 aumentaron la actividad de la

proteina, sin embargo, no presentaron inhibicién del crecimiento bacteriano.
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Figura 32. Curvas de concentraciones-respuesta para los compuestos 1-4 vs cepas de

estudio.
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6.7 Elucidacion estructural de compuestos fungicos con

actividad biolégica

Como se menciond en la Seccién 5.10, la elucidacién estructural de los compuestos
aislados (HPLC) con actividad biolégica se llevd a cabo por técnicas
espectroscopias de resonancia magnética nuclear (RMN) y por técnicas

espectrométricas.

El compuesto 1 fue caracterizado como la asperazina (1) (Figura 33). Esta molécula

presento algunas sefales caracteristicas, como la del hidrogeno de NH del grupo

indol en &1 8.60 ppm (H-1'), y en c 124.3 y 109.4 ppm para los carbonos sp? (C-2’

y C-3’, respectivamente) del anillo heterociclico, asi como los carbonos aromaticos
(C-4’.C-9’) de este grupo con desplazamientos entre 6c 118.8-134.6 ppm, y sus
hidrogenos aromaticos alrededor de on 7.10-7.44 ppm (H-5":H-7’). Respecto a la
indolina se tiene un desplazamiento en 6+ 5.90 ppm (H-1) del grupo amino NH de la
pirrolidina y en &c 83.3 y 57.5 ppm para los carbonos sp® (C-2 y C-3,
respectivamente) del anillo heterociclico, asi como los carbonos aromaticos (C-4:C-
9) de este grupo con desplazamientos entre 6c 121.0-145.9 ppm, y sus hidrogenos
aromaticos alrededor de 6H 6.75-7.1 ppm (H-5:H-8). También se presentaron tres
sefales tipo amida en 6n 5.82 ppm (H-14), 5.72 ppm (H-14’), 5.67 ppm (H-10’) de
los residuos de la fenilalanina y el triptéfano, confirmando los grupos amida con los
desplazamientos de sus carbonilos: 168.9 ppm (C-13), 168.2 ppm (C-13’), 167.6
ppm (C-16’). Se presentaron dos senales de metilenos en 6+ 3.14 ppm y 3.20 ppm
(H-17’ y H-17, respectivamente), con desplazamientos en éc 40.3 ppm para C-17’y
C-17, y dos anillos aromaticos (C-18:C-23 & C-18’-C-23’) con sefiales propias
caracteristicas para carbono alrededor de 6c 129.1-135.0 ppm y sus protones
aromaticos (H-19:H-23 & H-19":H-23’) aproximadamente en &1 7.10-7.30 ppm®.

Los compuestos 2, 3, 6 y 7 se identificaron como benzofenonas (Figura 33), estas
moléculas presentan algunas sefiales caracteristicas entre ellas, por ejemplo, los
carbonilos de la pirona en las posiciones C-4 y C-4" con &c entre 184-197 ppm; los
hidroxilos en la posicién C-5" y C-5, con dc entre 163-164 ppm aproximadamente
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para los carbonos 5" y 5, y de én 14.5-15.2 ppm para los hidroégenos de los fenoles
(-OH) en estas posiciones, donde el hidrogeno esta quelatado con el carbonilo de
C-4" y C-4 respectivamente. Otras senales caracteristicas en estas moléculas son
los carbonos aromaticos que tienen un metoxilo como sustituyente en las posiciones
C-6 y C-6’entre 6c 161-162 ppm y de o1 3.4-4.0 ppm para los hidrégenos, y el
carbono aromatico con el metoxilo en C-8" alrededor de 6c 161.5-162.4 ppm y 6H
3.6 ppm aproximadamente para los protones de dicho metoxilo. Las moléculas 2 y
7 presentan en comun un carbono aromatico con el metoxilo en C-8 (6c 160.4-161.2
ppm y oH 3.80-3.79 ppm) a diferencia de los compuestos 3 y 6 que tienen un fenol
en esta posicion (6c 156.8-157.4 ppm). Una diferencia estructural entre 2 y 7 son
los carbonos en las posiciones C-2 y C-2" y sus sustituyentes: es decir, para el
compuesto 2 se presentan dos carbonos asimétricos de hemicetal (6c 100.2 y 100.4
ppm, respectivamente) con un metilo (6c 29.0-28.9 ppm) e hidroxilo en cada uno,
mientras que para el compuesto 7 los carbonos C-2 y C-2’ tienen hibridacion sp?
sustituidos con grupos metilos cada uno (6c 20.8-20.9 ppm). Entre los metabolitos
3 y 6 la diferencia radica en el carbono C-2, para el compuesto 3 este carbono es
sp? asimétrico (6¢c 100.2 ppm) con un hidroxilo y un metilo (6c 29.8 ppm) como
sustituyentes, en contraste para el compuesto 6 que es un carbono sp? (6c 167.9
ppm) con un metilo como sustituyente (6¢c 20.9 ppm). Por otro lado, los compuestos
4 y 5 son pironas estructuralmente muy similares en el nucleo principal (grupo pirona
unida a un bifenilo), diferenciandose en la posicion 2, para el compuesto 4 es un
carbono sp? (&c 167.6 ppm) con un metilo como sustituyente (6c 20.8 ppm), y para
el compuesto 5 es un carbono de hemicetal (6c 100.1 ppm) asimétrico sustituido
con un metilo (6c 28.8 ppm); otra diferencia es el metoxilo (6¢c 162.6 ppm) en C-8

de 5, a diferencia del compuesto 4 que presenta un hidroxilo83-65.67.68.70,
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Figura 213. Moléculas aisladas de Aspergillus sp. (IQ-548) con actividad bioldgica
(antibacteriana y enzimatica AbFtsZ) prometedora.

Tras la caracterizacion estructural, los compuestos 1-7 se anotaron manualmente
en la red molecular (Figura 34). La asperazina (1) pertenece al grupo de los
derivados del indol y puede observarse en un grupo de dos nodos. Los compuestos
2-7 se encuentran en agrupaciones pequefias. Los compuestos 2 y 3 presentan un
alto grado de similitud en su estructura molecular, diferenciandose uUnicamente en
pequeios cambios en las posiciones 2' y 8, concretamente una deshidratacion y
pérdida del grupo metoxilo, respectivamente. Del mismo modo, los compuestos 6 y
7 también formaron una unica agrupacion porque estas benzofenonas tienen
distintos sustituyentes en la posicién C-8, hidroxilo y metoxilo, respectivamente. Sin
embargo, aunque los compuestos 4 y 5 son estructuralmente similares, se
encontraron en agrupaciones diferentes, probablemente por la diferencia en sus
patrones de fragmentacion.
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Figura 34. Moléculas aisladas e identificadas en la red molecular de GNPS.

La asperazina (1) es una dicetopiperazina que inhibe el crecimiento de lineas
celulares de leucemia humana y murina, y de colon humano. Se aislé de A. niger
marino®'. En 2020, Zulgarnain y colaboradores'® reportaron la actividad antifungica
de la asperazina (1) contra Fusarium oxysporum (60 ug/mL). Ademas, un estudio
mas reciente en 2021 mostré que 1 inhibe la proliferacion de células de cancer de
cuello uterino'®'. Hasta la fecha, este es el primer informe de esta molécula como
inhibidor del crecimiento de A. baumannii, K. pneumoniae y P. aeruginosa
multirresistentes (Clso: 6.9 + 0.7 yg/mL, 1.5 + 0.3 yg/mL y 104.0 + 1.6 pg/mL,
respectivamente). Los compuestos 2-7 (aurasperona B, aurasperona F, TMC 256-
A1, fonsecina B, dianhidroaurasperona C y aurasperona A) son benzofenonas
derivadas de Aspergillus spp., principalmente A. niger, sin embargo, este tipo de
moléculas y otras benzofenonas (por ejemplo, penibenzofenonas, tenelonas,
asperfenina) también se han aislado de Penicillium spp., Diaporthe spp. y

Phomopsis spp.'%2. Los metabolitos 2 y 3, aurasperonas B y F, han sido reportados
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con actividad antioxidante'%1%4  antifingica’®, anticancerigena®1% vy
antimicrobiana frente a B. subtilis y E. coli®®1%, En este proyecto se encontré que 2
y 3 presentan actividad inhibitoria del crecimiento de las cepas bacterianas de
estudio (compuesto 2: Clso: 9.9 + 0.8 pg/mL para A. baumannii, 6.6 £ 0.4 uyg/mL para
K. pneumoniae, y 28 + 2 % para P. aeruginosa; compuesto 3: Clso: 8.3 £ 0.9 pg/mL
para A. baumannii, 29.5 + 0.6 yg/mL K. pneumoniae, 40 + 1 % P. aeruginosa), e
interaccién con la enzima AbFtsZ (215 £+ 5 % y 141 £ 2, respectivamente). El
compuesto TMC-256A1 (4) presenta actividad antioxidante’® y actividad
anticancerigena contra células del cuello uterino humano®’, de higado'"’, de
cerebro'®” y de células mamarias'®’, y mostré inhibicién de la actividad de los
anticuerpos IgE, razon por la cual se propuso como agente antialérgico®’; hasta la
fecha, este es el primer reporte del compuesto 4 como inhibidor bacteriano (Clso: 7
+ 1 pug/mL, 18.2 + 0.6 pg/mL y 40 £ 5 %, respectivamente con las bacterias de
estudio) e inhibidor de la actividad de AbFtsZ (51 + 4 % de inhibicion). El compuesto
5, la fonsecina B, posee capacidad antioxidante'®® y afecta a la expresion de genes
especificos implicados en la produccién de inmunoglobulinas en células
germinales’®, no hay actualmente muchos reportes que le atribuyan actividades
biologicas a esta molécula, en este trabajo se determind que 5, aumenté la actividad
enzimatica de AbFtsZ (136 * 2 %). El compuesto 6, la dianhidroaurasperona C, es
una naftopirona con actividad contra el cancer de piel. Este compuesto aumenta la
concentracion intracelular de vinblastina en las células cancerosas KB-8-5 e impide
su eflujo, aumentando potencialmente la eficacia de la vinblastina en el tratamiento
del cancer resistente a los farmacos''?; aqui se encontré que 6 aumenta la actividad
enzimatica de la proteina AbFtsZ (244 + 5 %). El compuesto 7, aurasperona A, ha
presentado actividad antibacteriana contra B. subtilis, E. coli y P. fluorescencia, y
actividad antifingica contra Candida albicans y Trichophyton rubrum'™'. En este
estudio no se detectd actividad inhibidora frente a las bacterias de estudio, pero

actua como un modificador de la actividad enzimatica de AbFtsZ (142 + 4 %).

Los resultados indican que los compuestos 1-4 inhibieron el crecimiento de A.
baumannii (A564), K. pneumoniae (K1) y P aeruginosa (48M), aislados

intrahospitalarios y multirresistentes. En particular, la inhibicion del crecimiento
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bacteriano por parte de estas moléculas (1-4) superé a la del control positivo
gentamicina (20 £ 1 % a 100 ppm, antibiético de amplio espectro) respecto a A.
baumannii, y para las otras dos cepas bacterianas (K. pneumoniae y P. aeruginosa)
presentaron inhibiciones muy prometedoras (Clso 1.5-104.0 pg/mL). Estos
resultados ponen en manifiesto el potencial de las benzofenonas 2-4 y la asperazina
(1) como candidatos adecuados para desarrollar agentes antibacterianos contra A.
baumannii, K. pneumoniae y P. aeruginosa, resistentes a farmacos de ultima
generacion (ciprofloxacino, gentamicina, meropenem, imipenem, doripenem,
cefepima, ceftriaxona, ceftazidima, piperacilina y ampicilina). Ademas, los
compuestos 2-7 tienen el potencial de ser antimicrobianos dirigidos contra FtsZ. La
inhibicion del crecimiento bacteriano observada en A. baumannii por los
compuestos 2-4 apoya esta hipotesis. A pesar de ser modificadores de la actividad
de AbFtsZ, los compuestos 5-7 no demostraron inhibicién del crecimiento bacteriano
frente a A. baumannii, 1o que sugiere la activacion de diversos mecanismos de

resistencia en esta cepa.

El compuesto 4 (TMC-256A1), fue el unico que mostré inhibicidon de la actividad de
AbFtsZ, e inhibicion del crecimiento bacteriano (Tabla 12), sugiriendo a AbFtsZ
como una posible diana molecular. En 2008, Rai y colaboradores’'? descubrieron
que la curcumina incrementa la actividad GTPasa de la enzima FtsZ en E. coli. Del
mismo modo, en 2012, Ma y colaboradores3® informaron de un grupo de
benzimidazoles trisustituidos aumentan la actividad GTPasa de FtsZ en M.
tuberculosis. Ademas, la vitamina K favorece la actividad GTPasa de la enzima FtsZ
de Streptococcus pneumonia''3. En estos informes, los autores comentaron que el
aumento de la actividad enzimatica eleva la concentracién de GDP en la célula
bacteriana, conduciendo a la despolimerizacién del anillo Z y, posteriormente, a la
inhibicion de la division celular, provocando el ensanchamiento de la célula v,
finalmente, la lisis bacteriana. Actualmente no existe ningun inhibidor de origen
natural documentado para la enzima AbFtsZ que inhiba simultdaneamente el
crecimiento bacteriano. Por lo tanto, el compuesto 4 presenta una oportunidad

potencial para desarrollar antibiéticos con un nuevo mecanismo de accién.
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En resumen, estos resultados sugieren que los compuestos 1-4 pueden ser
candidatos para el desarrollo de nuevos agentes antibacterianos para combatir la
RAM, lo que podria ser de gran importancia en la lucha contra las infecciones

intrahospitalarias resistentes a los farmacos de ultima generacion.

La estrategia de trabajo implementada (ensayo biodirigido: actividad antibacteriana)
es altamente similar con lo reportado por Wang y colaboradores®®, donde cribaron
100.000 extractos de origen natural (plantas, bacterias y hongos) con un ensayo de
inhibicion de la polimerizacion de FtsZ de E. coli, y encontraron en total un
compuesto de origen fungico (Aspergillus viridinutans) que inhibié la formacion de
los polimeros de la proteina y, posteriormente presento inhibicidn del crecimiento
bacteriano sobre S. aureus (resistente a meticilina), Staphylococcus sp.,
Enterococcus faecalis (resistente a vancomicina), Streptococcus pneumoniae
(resistente a quinolonas, tetraciclinas, macrolidos y B-lactamicos) y E. coli, dicho
compuesto es la viriditoxina (Figura 6), un policétido dimérico con dos grupos de
pirona, similar a los compuestos 2-3 y 6-7. A diferencia del trabajo reportado por
Wang y colaboradores3¢ aqui se inicio el cribado de 250 extractos flngicos por
medio del ensayo de actividad antibacteriana, y al final se evaluaron las moléculas

sobre el ensayo de actividad enzimatica de AbFtsZ.
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7. Conclusiones

Los productos naturales procedentes de hongos han sido una fuente importante
para el desarrollo de farmacos antimicrobianos. En este estudio se analizaron 250
extractos de hongos de manglares mexicanos frente a tres cepas bacterianas
multirresistentes (A. baumannii, K. pneumoniae y P. aeruginosa). Los estudios
biodirigidos, combinados con analisis metabolémicos no dirigidos, taxonémicos y
herramientas de desreplicacion, permitieron priorizar el hongo (IQ-548, Aspergillus
sp.) mas prometedor para aislar compuestos con potencial antimicrobiano.
Aplicando estos criterios, el estudio quimico del aislado fungico priorizado dio lugar
al aislamiento de siete compuestos (1-7) con actividad biolégica, bien como
inhibidores del crecimiento bacteriano, o bien como modificadores de la enzima
AbFtsZ.

El compuesto 4 (TMC-256A1) es el primer inhibidor fungico de la enzima AbFtsZ del
que se tiene constancia. Ademas, esta molécula inhibié el crecimiento bacteriano
de tres cepas multirresistentes de relevancia clinica, A. baumannii (A564), K.
pneumoniae (K1) y P. aeruginosa (48M). Por otro lado, los compuestos 1-3
mostraron actividad antibacteriana frente a las cepas bajo estudio (A. baumannii, K.
pneumoniae y P. aeruginosa), mientras que los productos 5-8 interactuaron con

AbFtsZ y potenciaron su actividad enzimatica.

Con base en estos hallazgos, los compuestos 1-4 se proponen como posibles
referentes para el desarrollo de antibiéticos que ayuden a combatir la RAM,
especialmente contra las cepas de estudio, ya que estan catalogadas por la OMS

como bacterias de gran prioridad en la busqueda de antimicrobianos.

En conclusion, este estudio resalta la importancia de estudiar la micobiota de
ecosistemas poco explorados en México para obtener andamiajes moleculares para
desarrollar antibioticos con diferentes clases estructurales y con blancos novedosos

que puedan contribuir a la lucha contra la resistencia antimicrobiana.
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. Perspectivas

Realizar el estudio quimico y aislamiento biodirigido de los dos extractos
fungicos pre-seleccionados 1Q-503 (Aspergillus sp.) e IQ-567 (Talaromyces
sp.) para encontrar los metabolitos responsables de su actividad
antibacteriana, ya que junto con el extracto 1Q-548 (Asperqillus sp.) pasaron
el cribado biolégico desarrollado en este proyecto.

Determinar experimentalmente el tipo de inhibicién del compuesto 4 (TMC-
256A1) sobre AbFtsZ1-412.

Realizar estudios in-silico con la secuencia de AbFtsZ1-412 de los compuestos
modificadores de la actividad de esta enzima, con el fin de conocer un poco
mejor su interaccion.

Estudios de microscopia con A. baumannii multirresistente y AbFtsZ1412
(marcada) expuesta a los modificadores enzimaticos para confirmar el
mecanismo de accion.

Expresar y purificar KpFtsZ y PaFtsZ para implementar su ensayo enzimatico
y asi evaluar los compuestos 1-4, ya que fueron los metabolitos que

presentaron actividad antibacteriana sobre K. pneumoniae y P. aeruginosa.
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Figura A 1. Espectro por HR-DART" [M+H]* m/z 665.2954, C4H37NsO4* (665.2876), A
11.7ppm, para el compuesto 1: asperazina.
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Figura A 2. A, espectro de RMN-'H (700 MHz-CDCI3) y B, espectro de RMN-"*C (175 MHz-

CDCI3) para el compuesto 1: asperazina.
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Figura A 4. A, espectro de RMN-"H (700 MHz-CDCls) y B, espectro de RMN-"3C (175 MHz-

CDCls3) para el compuesto 2: aurasperona B.
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Figura A 5. Espectro por HR-DART* [M+H-H>O0]* m/z 557.1446, C31H25010" (557.1448), A
0.7 ppm, para el compuesto 3. aurasperona F.
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Figura A 7. Espectro por HR-DART* [M+H]" m/z 273.0760, C1sH1305" (273.0763), A 1.1

ppm, para el compuesto 4: TMC-256A1.
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Figura A 8. A, espectro de RMN-'H (700 MHz-CDCls) y B, espectro de RMN-"3C (175 MHz-
CDCls) para el compuesto 4: TMC-256A1.
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Figura A 11. Espectro por HR-DART"* [M+H]* m/z 557.1446, C31H25010" (557.1448), A 0.7
ppm, para el compuesto 6: dianhidroaurasperona C.
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Figura A 12. A, espectro de RMN-'H (700 MHz-CDCl3) y B, espectro de RMN-"3C (175

MHz-CDCIs) para el compuesto 6: Dianhidroaurasperona C.
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Busqueda de metabolitos fingicos con actividad

antibacteriana e inhibicion de la actividad de
AbFtsZ, 44,

Karol Carrillo Jaimes’, Carlos Fa;ardo Fernanda Hernandez Sedano’, Patricia Cano
Sanchez' , y José Alberto Rivera Chavez*

“Instituto de Quimica, Universidad Nacionzl Autonoma de México, Ciudad Universitaria, 04510, Ciudad de México.

karolcarrillojsimes @gmail. com, jrivera@igquimica.unam.mx

PROBLEMATICA Y OBJETIVO

La resistencia antimicrobiana es un problema de salud publica que debe ser atendido de manera integral. Una
estrategia para abordar la problemética se centra en el desarrollo de nuevos antibiéticos con mecanismos de
accion novedosos. Este trabajo se centra en el descubrimiento y/o reposicionamiento de antibacterianos con
mecanismos de accion novedosos a partir de hongos.

RESULTADOS FtsZ: anillo Z

O

N° AA_Ab,% AA_Kp,% AA_Pa,% F:';” F::;"%
1 62¢11 7016 506 2813 NP
s ) 2 6617 4345 28%2 2155 -
ey T *. , | @ Acidos Benzéicos 3 5265 asta a0t1 1412 -
'? . . Piranos-piranonas 4 5649 436 4035 492  51#4
. Amino&cidos y péptidos 5 NP NP NP 13622 -
Quinonas-quinclonas-quinclinas 6 NP NP NP 244%5 -
@ sutfonsmidss-benzodiszepinas 7 NP NP NP 14204 -
® Fisvonoides 8 NP NP NP 12327 -
. Carbohidratos-alcoholes-éteres 9 4019 NP NP 12245 -
Cumarinas-Furanonas ° » o
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Abstract

Antimicrobial resistance is emerging as a global health challenge that requires immediate and concerted attention. Accord-
ingly, the WHO has issued alerts urging to continue developing antibiotics with novel mechanisms of action toward clinically
important pathogens, including Acinetobacter baumannii. In this context, fungi have played a crucial role in the discovery
and development of antibiotics. Therefore, in this work, three fungal strains were prioritized based on their metabolic profiles
and antibacterial activity against a pan-resistant isolate of A. baumannii, to identify potential antibiotic molecules. Chemical
investigation of the selected fungi (mangrove endophytes) led to the isolation of asperazine (1), aurasperone B (2), aurasp-
erone F (3), TMC-256A1 (4), fonsecin B (5), dianhydroaurasperone C (6), aurasperone A (7), pyrophen (8), and penicillide
(9). Moreover, an in vitro assay to detect ligands of the filamentous temperature-sensitive mutant Z enzyme of A. baumannii
(AbFtsZ), a GTPase that plays a central role in bacterial division, was developed to correlate the antibacterial properties of
the isolated molecules to a mechanism of action. Compounds 1-4 and 9 inhibited the growth of A. baumannii. Interestingly,
compounds 2, 3, and 5-9 interacted with AbFtsZ, 4,,, increasing its GTPase activity. Conversely, compound 4 exhibited an
outstanding ability to act as an inhibitor of both the enzymatic activity and the growth of the strain under study.

Keywords Antimicrobial resistance - Untargeted-metabolomics - Multi-informative approach - FtsZ

Introduction pathogens responsible for AMR-related deaths are Escheri-

chia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,

Antimicrobial resistance (AMR) has emerged as a major
health challenge of the twenty-first century and is consid-
ered the most serious infectious syndrome in developing
countries (Murray et al. 2022). In 2019, infectious diseases
caused by bacterial organisms resulted in 4.95 million
deaths, of which 1.27 million were directly attributable to
resistant bacterial strains (Murray et al. 2022). The top six
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Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter baumannii, and
Pseudomonas aeruginosa (WHO 2017; Murray et al. 2022).
In Mexico, antimicrobial resistance is already a significant
healthcare challenge. Major infections are caused by pan-
drug-resistant A. baumannii, penicillin-resistant E. coli, and
third-generation cephalosporins-resistant K. pneumoniae
and P. aeruginosa (Founou et al. 2017; Sosa-Hernandez
et al. 2020). Considering the ever-growing rate of resist-
ant infections, the World Health Organization (WHO) has
called for increased efforts in the discovery and develop-
ment of antibiotics with novel mechanisms of action to
combat AMR. If current trends continue, AMR is projected
to become the leading cause of death by 2050, resulting
in approximately 10 million deaths annually worldwide
(O'Neill 2016; Founou et al. 2017; Tacconelli et al. 2018).

One strategy for preventing bacterial growth is to inhibit cell
division, which is a fundamental process in the spread of infec-
tions. In bacteria, the protein FtsZ (a GTPase enzyme) plays a
key role in cell division. It is the first protein to be located at the
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dividing site (Adams and Errington 2009). Through autopo-
lymerization processes, it assembles a ring-like structure (the
Z-ring) that facilitates the generation of two new cells from
one. FtsZ consists of two domains connected by an a-helix
(Tripathy and Sahu 2019). The N-terminal domain contains
a parallel B-strand surrounded by two and three helices and
holds the nucleotide binding site. In addition, the C-terminal
domain is a central B-strand supported by two helices, and it
harbors the T7 loop, which is essential for the formation of the
catalytic site (Kusuma et al. 2019). This enzyme offers several
advantages as a molecular target for antibiotic development:
(1) it is indispensable for bacterial growth (Carro 2019); (ii) it
is highly conserved in prokaryotes and absent in eukaryotic
animal cells (Carro 2019); (iii) ligands that inhibit or enhance
the activity of this protein can disrupt the Z-ring structure,
preventing bacterial division (Carro 2019); and (iv) currently
there are no approved drugs targeting this protein, even less
AbFtsZ ligands (Hurley et al. 2016; Carro 2019).

Based on these considerations, in this study, a multi-
informative approach joining in bioassay-guided method-
ologies was used to find fungal antimicrobial metabolites
against a pandrug-resistant A. baumannii strain (A564);
to establish a putative molecular target for the isolated
molecules, an in vitro assay to monitor the binding prop-
erties of candidate molecules toward A. baumannii FtsZ
(ADFtsZ) was developed. Chemical investigation of three
selected mangrove endophytes identified as Aspergillus sp.
1Q-503, Aspergillus sp. 1Q-548, and Talaromyces sp. 1-567
led to the isolation and characterization of asperazine (1),
aurasperone B (2), aurasperone F (3), TMC-256A1 (4), fon-
secin B (5), dianhydroaurasperone C (6), aurasperone A (7),
pyrophen (8), and penicillide (9). Among these metabolites,
compounds 1-4 exhibited bacterial growth inhibition with
ICs, values ranging from 6.9 +0.7 t0 9.9 + 0.8 pg/ml, while
compounds 2, 3, and 5-9 increased the activity of AbFtsZ.
In addition, compound 4 acted as the sole inhibitor of the
activity of AbFtsZ while inhibiting bacterial growth.

Material and Methods
Fungal Isolation

Biological samples for fungal isolation were collected from
lagoons in Guerrero (Tecomate: 16° 41" 29.6"N 99° 19’
42.6"W; Chautengo: 16° 36’ 51.5"N 99° 07’ 17.5"W) and Oax-
aca (Corralero: 16° 13'23.9"N 98° 11' 07.8"W, Chacahua: 16°
00" 00.3"N 97° 44' 16.0"W; Ventanilla: 15° 40" 20.5"N 96°
34" 47.5"W), Mexico, by the Rivera-Chivez Natural Products
Research Laboratory in February 2020. Samples collected
included mangrove soil, leaf, and root samples (from Rhiz-
ophora mangle and Laguncularia racemosa). Fungal microor-
ganisms were isolated from soil samples using a serial dilution
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protocol, starting with a suspension of 1 g of soil in 9 ml of
water. From this suspension, four serial dilutions (concentra-
tions of 1072, 1073, 10™*, and 107 g/ml) were prepared. Then,
100 pl of each solution was plated on potato dextrose agar
(PDA) supplemented with amoxicillin (500 mg/l). Mangrove
leaves and roots were sampled in small pieces and placed on
PDA plates containing amoxicillin. The plates were then incu-
bated at room temperature for 48—72 h until clear growth was
observed. Emerging microorganisms were then transferred
to new plates. This procedure resulted in a collection of 250
axenic cultures (Jiménez-Arreola et al. 2020).

Antibacterial Activity
Test Microorganisms

The multidrug-resistant clinical bacterial strain of Acine-
tobacter baumannii (A564) was supplied by the National
Institute of Pediatrics, Mexico City. It was cultured in
Miiller-Hinton broth at 37 °C and then stored in Miiller-
Hinton broth and sterile glycerol (4:1) at — 80 °C.

Antibacterial Assay

This assay was performed according to the method described
in CLSI M07-A10 guidelines (microdilution assay) (CLSI
2015). The bacterial strain was suspended in Miiller-Hinton
broth at 37 °C for 12 h and the turbidity was adjusted to 0.5
McFarland standard units (108 CFU/ml). Molecules were
evaluated at 100 pg/ml and extracts and fractions were evalu-
ated at 250 ug/ml in DMSO. The microdilution setup consisted
of 10 pl bacterial suspension, 2 ul sample (extracts/fractions/
molecules), and 88 pl Miiller-Hinton broth. The optical density
of the plate was then measured at 600 nm (ODy,) using a plate
reader. The plate was then incubated at 37 °C for 24 h, and the
measurement was repeated to calculate the inhibition percent-
age and growth rate. Gentamicin was used as a positive control
in the assay (100 pg/ml). Inhibition values were calculated by
nonlinear regression using GraphPad Prism 8.0 software.

S.0D,_,, — S.0D,_,
C.oD —,_,, -C.OD—_,

%Inhibition = <1 - > * 100%

ey
where S.OD is sample optical density, and C.OD is negative
control optical density.
Equation 2 was used to calculate ICy, values using
Graph Pad Prism 8.0 software.
100

%Inhibition = | 10losICR0X]ss )

where X is the concentration and S is the Hill slope of each
curve.
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Molecular Network Analysis

Of the initial 250 isolates, 222 were discarded based on
the antibacterial activity of their extracts (Fig. S1). The
remaining 28 microorganisms were grown on a larger scale
to increase the yield of organic extracts, and these extracts
were analyzed through molecular networking. The com-
plexity of the extract was then analyzed using UPLC-MS/
MS. Chromatographic analyses were performed using an
Agilent 1260 Infinity HPLC system coupled to an Agilent
G6530BA MS-(ESI+)-SQ-TOF mass spectrometer, and a
Gemini NX-C,; reverse phase column (3 um, 2.0 X 75 mm;
Phenomenex, Torrance, CA, USA) was used for separa-
tion, with a binary elution system of MeCN-H,O (0.1%
formic acid). The gradient started at a ratio of 15:85 and
reached 100:0 over 8 min, followed by isocratic hold for
1.5 min at a flow rate of 0.4 ml/min. The parameters for
the mass spectrometric analysis were as follows: positive
ionization mode in the range of 100-2500 m/z, selecting
the two most abundant ions per cycle for fragmentation
in automatic mode (Auto MS?). The mass spectra in .d
format were converted to .mzML format using the Prote-
oWizard tool MsConvert (version 3.0.20239). The resulting
files were analyzed on the Global Natural Products Social
(GNPS) platform (https://gnps.ucsd.edu) using the method-
ology described by Aron et al. (2020). The data was filtered
by removing all MS/MS fragment ions within+ 17 Da of
the precursor m/z. MS/MS spectra were window filtered
by choosing only the top six fragment ions in the + 50-Da
window throughout the spectrum. The precursor ion mass
tolerance was set to 2.0 Da and a MS/MS fragment ion tol-
erance of 0.5 Da. A network was then created where edges
were filtered to have a cosine score above 0.7 and more
than six matched peaks. Further, edges between two nodes
were kept in the network if and only if each of the nodes
appeared in each other’s respective top 10 most similar
nodes. Finally, the maximum size of a molecular family
was set to 100, and the lowest scoring edges were removed
from molecular families until the molecular family size
was below this threshold. The spectra in the network were
then searched against GNPS spectral libraries. The library
spectra were filtered in the same manner as the input data.
All matches kept between network spectra and library spec-
tra were required to have a score above 0.7 and at least
6 matched peaks. The molecular networks generated on
GNPS were dereplicated using the Derreplicator+ and
MolNetEnhancer algorithms (Shannon et al. 2003; Van Der
Hooft et al. 2016; Mohimani et al. 2018; Ernst et al. 2019).
The criteria considered for a reliable tentative identification
were an error < 10 ppm (A ppm) and a cosine score > 0.7
(Table S1-S2). Each of the identified compounds was com-
pared with the databases on the GNPS platform (MIADB,
CASMI, MASSBANK, and NIST) (Aron, et al. 2020).

Molecular networks were visualized using Cytoscape 3.8.1.
(Shannon et al. 2003).

Fermentation and Extraction

Seed cultures for each fungus were prepared in centrifuge
tubes containing 15 ml of potato dextrose broth (PDB).
After 5 days of agitation, the seed cultures were poured
onto 10 g of commercially available Cheerios® cereal
(X 10). The cultures were allowed to grow and undergo
fermentation for a span of 30 days, under regular light
and dark cycles and at room temperature. After fermenta-
tion, each organic extract was obtained by maceration and
liquid-liquid partition. Initially, 80 ml of a 9:1 mixture of
AcOEt-Me,CO was added to each replicate. The biomass
underwent fragmentation with stirring for 24 h. Following
this period, the cultures were vacuum filtered, and the
filtrate was concentrated. The extract was reconstituted
using a 1:1 mixture of aqueous MeOH (4:1):CH,Cl,. The
resulting two-phase system was transferred to a separa-
tion funnel. The organic layer was further concentrated in
vacuo. Finally, the organic extract was reconstituted with
a mixture of MeOH:MeCN (1:1) and hexane. The two-
phase mixture was transferred to a separation funnel and
the MeOH:MeCN phase was concentrated and stored for
further analysis (Jiménez-Arreola et al. 2020).

Analytical Techniques

NMR experiments were performed in CDCl; or MeOD-
d,. Spectra were acquired using a BRUKER-AVANCE 700
spectroscope operating at 700 MHz for 'H and 175 MHz for
13C. All chemical shifts (8) were referenced to the deuter-
ated solvent peak. The exact masses of compounds were
determined using either a JEOL AccuTOF JMS-T100LC
spectrometer (HR-DART-MS) with PEG-600 as an internal
standard or HPLC (Agilent 1260 Infinity) coupled with MS-
(ESI")-SQ-TOF (Agilent 1260 Infinity-Agilent G6530BA).
HPLC separations were performed on a Waters sys-
tem (2535 quaternary pump) connected to an autosam-
pler and equipped with PDA (2998) and ELSD (2424)
detectors. Data acquisition and analysis were performed
using Empower 3 software (Waters). Analytical and
semi-preparative HPLC was performed on C;; Gemini-
NX columns (5 um) (4.6 X250 mm for analytical and
10.0 X 250 mm for semi-preparative; Phenomenex, Tor-
rance, CA, USA) (Rivera-Chavez et al. 2019a, b, c).

Isolation and Purification
The fungal extracts 1Q-503 (0.5 g), IQ-548 (1.1 g), and

1Q-567 (1.2 g) underwent molecular exclusion chromatog-
raphy using Sephadex LH-20 as the stationary phase and
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MeOH as the mobile phase at a flow rate of 2 ml/min. These
procedures were performed on a Buchi Pure C-810 instru-
ment equipped with a PDA detector (190—800 nm), resulting
in the acquisition of 10 fractions (F1-F10) for IQ-548 fungal
extract, 26 fractions (FI-FXXVI) for 1Q-503, and 14 frac-
tions (FA-FN) for IQ-567 (Rivera-Chavez et al. 2019a, b, ¢).

For all the selected fungal extracts, the fractions show-
ing promising antibacterial activity (>40%, at 250 ug/ml)
and good yield (> 10 mg) were selected to proceed with
the isolation of the active metabolites. From the extract of
the microorganism 1Q-548, fractions F4-F7 were selected;
for 1Q-503, fraction FX was selected; and finally for the
extract of fungus 1Q-567, fraction FD was chosen. Metabo-
lite isolations were performed by semi-preparative HPLC
using a Gemini NX-C,¢ column, 5 pm (10.0 X250 mm;
Phenomenex, Torrance, CA, USA) as the stationary phase
and an elution gradient specific for each fraction (solvent A,
MeCN; solvent B, H,0:0.1% formic acid). The resolution
of fraction F4 was performed using a gradient of 30-50%
solvent A for 30 min and led to the isolation of compounds
1 and 2 (g =12.9 min, 4 mg; t; =28.0 min, 1.5 mg, respec-
tively). Resolution of fraction F5 was performed using a
gradient of 35-60% solvent A for 30 min and led to the
isolation of 7 (fg =34.0 min, 1.5 mg). Resolution of frac-
tion F6 was performed using a gradient of 30-60% solvent
A for 30 min and led to the isolation of 4 (fz=13.6 min,
6.0 mg) and 5 (tg =16.5 min, 4.3 mg). Fraction F7 was
resolved on the same column using a gradient of 30-50%
solvent A for 30 min and led to the isolation of compounds
3 (tg=25.2 min, 6.0 mg) and 6 (1 =33.7 min, 4.3 mg). Frac-
tion FX was resolved on the same column using a gradient
of 30-70% solvent A for 30 min and led to the isolation of 8
(tg=12.1 min, 2.4 mg). FD fraction was eluted on the same
column using a gradient of 35-65% solvent A for 30 min and
led to the isolation of compound 9 (g =19.2 min, 8.0 mg).

The chemical structure of each compound was deter-
mined by comparison of spectroscopic (1D and 2D NMR)
and spectrometric (HR-DART-MS or MS-SQ-TOF) data
with those reported in the literature: asperazine (1) (Var-
oglu et al. 1997; Loach et al. 2016), aurasperone B (2)
(Priestap 1984; Siriwardane et al. 2015), aurasperone F
(3) (Bouras et al. 2005; Antonov et al. 2021), TMC-256A1
(4) (Sakurai et al. 2002), fonsecin B (5) (Priestap 1986),
dianhydroaurasperone C (6) (Pilevneli et al. 2021), aurasp-
erone A (7) (Campos et al. 2005), pyrophen (8) (Zhang
et al. 2010), and penicillide (9) (Suzuki et al. 1991).

Expression and Purification AbFtsZ, ,;,
The codon-optimized sequence of the protein filament
temperature-sensitive mutant FtsZ, 4,, of Acinetobacter

baumannii (ID GenBank CU459141.1) was cloned into
expression vector pET-28-HT (Addgene), which thrombin
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site has been changed for TEV site. The construction was
amplified by PCR using the specific oligonucleotide FtsZ
Fwd 5'-CCGCATATGGCCTCATTTGAATTTATAGAA
G-3' and FtsZ Rev 5'-TTCAAGCTTACTTACGTTGCT
GATTTTTC-3' which introduce 5'-Ndel and 3’-HindIII
restriction sites. The resulting vector AbFtsZ, 4,, was veri-
fied by DNA sequencing (Laragen, Inc) (Chen et al. 2005).
To express the recombinant protein, 20 ml of LB media
containing kanamycin (50 pl/ml) and chloramphenicol
(30 pl/ml) was inoculated with one colony of previously
transformed E. coli Rosetta (DE3) pLysS strain (Novagen,
Madison, WI, USA) with AbFtsZ, ,,, vector and grown
overnight at 37 °C with continuous shaking. The next day,
the culture was diluted at 1:20 in fresh LB media with
antibiotics and incubated at 37 °C until it reached an ODyj,
of 0.6. Protein expression was induced by addition 0.5 mM
IPTG (Goldbio, USA) at 30 °C for 6 h. The cell pellet was
harvested by centrifugation (5500 % g, 10 min, 4 °C) and
kept at —20 °C until required for protein purification.
Purification of FtsZ (A. baumannii) was carried out
following the procedure described by Jiménez-Arreola
et al. (2020) and Chen et al. (2005) with some modi-
fications. Briefly, the cell pellet from a 500-ml culture
was thawed on ice and suspended in 40 ml of lysis buffer
(300 mM KCl, 50 mM Tris, and 10% glycerol at pH 8).
Lysis was carried out by sonication (Misonix 3000) with
an output of 750 W, by intervals of 5 s on and 30 s off for
a total of 4 min of total sonication time. The soluble frac-
tion was clarified by centrifugation (45 min at 30,000 X g,
4 °C), after filtration with a PVDF membrane (pore size
of 45 um). AbFtsZ, 4,, enzyme was purified by affinity
chromatography (His-Trap). The affinity column was
equilibrated with lysis buffer. The elution consisted of
lysis buffer and imidazole (50 mM). The protein was used
immediately or stored at — 80 °C in the same lysis buffer.

Enzymatic Assay of AbFtsZ, ,;,

This assay was performed according to the methodology
reported by Quan and Robinson (2005), Martin-Garcia et al.
(2012), and Baykov et al. (1988). Briefly, the assay was
completed in 96-well plates with a final volume of 100 pl.
Each well contained final concentrations of AbFtsZ, 4, at
4 pM, GTP at 50 pM, test compounds at 100 pg/ml, and
berberine at 186 pug/ml (or 500 pM). Assays were performed
at pH 7 in assay buffer (300 mM KCl, 50 mM Tris, 2.5 mM
MgCl,). The negative control (used for percent inhibition)
was prepared by mixing the enzyme (4 pM), GTP (50 pM),
assay buffer, and DMSO (sample volume). The plate was
then incubated at 37 °C for 30 min, followed by the addi-
tion of 20 pl of a final malachite green solution. The plate
was further incubated at 37 °C with agitation for 5 min.
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Finally, the absorbance of each well was read at 630 nm.
The percentage of enzyme activity activation was calculated
as a percentage relative to DMSO according to Eq. 3. The
entire assay procedure up to incubation was performed in
a cold room at 4 °C. The final malachite green solution
was prepared by combining 500 pl of a stock solution of
malachite green (1.22 mg/ml malachite green reagent in
sulfuric acid (20% v/v)) with the addition of 125 pl ammo-
nium molybdate (7.5% w/v in deionized water) and 10 pl
Tween 20 (11% v/v).

Abs
Abs

sample

%Activity = < > * 100% 3)

negativecontrol

All experiments were performed in quadruple. Data are
presented as mean + standard deviation.

Results and Discussion

This study began with the isolation of fungi associated
to Mexican wetlands along the Pacific coast (Guerrero
and Oaxaca, Mexico). The outcome of this procedure was
a collection of 250 axenic isolates. Then, each microor-
ganism was fermented in a solid medium (PDA). After
the incubation period, the organic extract for each fun-
gal strain was prepared and evaluated against multidrug-
resistant A. baumannii (Fig. S1). Through this process,
the 28 most promising fungi (inhibition greater than 40%:
preselected fungi) were selected for up-scaling in a solid
medium (Cheerios® cereal), taxonomic identification,
and subsequent antibacterial evaluation. This procedure
selected strains 1Q-503 (Aspergillus sp.), 1Q-548 (Asper-
gillus sp.), and 1Q-567 (Talaromyces sp.), from which nine
active molecules were isolated (Fig. S1-S2).

Diversity of Mangrove Fungi

Mexico is ranked in the sixth position in mangrove abun-
dance worldwide (Lacerda et al. 1993). Mangroves are highly
biodiverse ecosystems that harbor a wide range of species,
especially heterotrophic microorganisms such as fungi, with
ecological, chemical, and economic importance (Sosa-Rod-
riguez et al. 2009). These microorganisms perform various
functions in this environment, such as decomposition of
wood or organic matter from sediments, fragmentation of
leaves, and as endophytes in symbiotic processes with man-
grove roots and leaves (Sosa-Rodriguez et al. 2009). A review
by Devadatha et al. (2021) indicates that approximately 850
mangrove fungi have been identified by 2020, being Xylaria
spp., Aspergillus spp., Penicillium spp., Trichoderma spp.,
and Fusarium spp. the most represented, in agreement with
outcomes from this work. In this scenario, endophytic fungi

isolated from Mexican mangroves were studied looking for
molecules with promising biological activity.

The taxonomic identification of 24/28 preselected micro-
organisms was performed using molecular methods. For this
purpose, the ITS region of the ribosomal DNA was ampli-
fied and sequenced. The data are available in GenBank. To
show the evolutionary relationships among the organisms,
the sequences were then aligned and placed in a phyloge-
netic tree constructed using the maximum likelihood method
(Fig. 1). In this study, 24 nucleotide sequences from fungi
associated with Mexican Pacific wetlands and 38 refer-
ence sequences were included in the analysis. All identified
fungi belong to the orders Botryosphaeriales, Eurotiales, and
Hypocreales of the phylum Ascomycota. Within the Euroti-
ales, the genera Talaromyces, Aspergillus, and Penicillium
were the most abundant, while the genera Phyllosticta and
Lasiodiplodia, Botryosphaeriales, were less copious.

Prioritization of Microorganisms
Activity Screening

The 28 preselected isolates were cultured in solid medium
(Cheerios®) to increase yields. The antibacterial potential
of each extract was assessed against A. baumannii to con-
firm its activity. Extracts with growth inhibition greater
than or equal to 40% at 250 ug/ml toward A. bauman-
nii A564 were selected. Some of the most outstanding
extracts were (Fig. S3) 1Q-503 (Aspergillus sp., 54.3 +£5),
1Q-512 (Aspergillus sp., 75.9 +3%), 1Q-547 (Fusarium sp.,
35.0+3%), 1Q-548 (Aspergillus sp. 60.2 +2), 1Q-567 (Tal-
aromyces sp, 715.0 +£5), 1Q-568 (Penicillium sp., 41.9+6),
1Q-573 (Penicillium sp., 42.7 +7), and 1Q-574 (Talaromy-
ces sp., 40.3 + 8). Aspergillus and Penicillium correspond
to the two strains with the highest reported number of natu-
rally occurring, structurally diverse products, with 2607
and 2192 products, respectively (NPAtlas, 2023).

Untargeted Metabolomic Studies

Simultaneously, the chemical composition information
obtained by LC-MS/MS for the 28 extracts was organized
into molecular networks using the GNPS platform with
the Derreplicator* and MolNetEnhancer algorithms. The
molecular network was constructed with 6123 mass spectra
grouped into 930 nodes and categorized into 13 groups of
composite families (Fig. 2). The molecular families (clus-
ters) illustrated in the molecular networks are based on the
similarity of the mass spectra. The largest group was that
of benzoic acids with 108 nodes, whereas the pyrones and
pyrans group with 13 nodes was remarkable. In contrast, the
smallest group comprised benzodiazepines with only two
nodes. Furthermore, this analysis facilitated the dereplication
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Fig. 1 The phylogenetic tree of 24/28 preselected fungal microorganisms. The tree is drawn to scale, with branch lengths measured in the num-

ber of substitutions per site

of 32 metabolites (with mass error < 10 ppm and cosine simi-
larity > 0.7, Table S2), including some mycotoxins such as
citrinin, harmane, meleagrin, and sterigmatocystin (Fig. 2).
It is worth noting that out of the 32 identified molecules,
nine have been reported to possess hepatotoxic (Flajs and
Peraica 2009), neurotoxic (LeSi¢ et al. 2019), nephrotoxic
(Hamed et al. 2021), and/or mutagenic activities (Gupta et al.
2018) (Table S1). This analysis was performed to exclude
extracts containing previously reported cytotoxic compounds
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(15 out of 28: Table S2) thus prioritizing the isolation of
chemical entities with promising biological activity toward
A. baumannii. Based on the results of antibacterial activ-
ity (inhibition >40%, Fig. S1) and dereplication (Table S1),
three extracts were prioritized. The selected microorganisms
included Aspergillus sp. 1Q-503, Aspergillus sp. 1Q-548, and
Talaromyces sp. 1Q-567, all endophytic microorganisms from
the species Rhizophora mangle (red mangrove), collected in
Tecomate Lagoon, Guerrero, Mexico.
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Chemical Study

The bioassay-guided chemical study of the bioactive extract
of Aspergillus sp. 1Q-548 led to the isolation of seven mol-
ecules characterized as asperazine (1) (Varoglu et al. 1997,
Loach et al. 2016), aurasperone B (2) (Siriwardane et al.
2015; Priestap 1986), aurasperone F (3) (Antonov et al.
2021), TMC-256A1 (4) (Sakurai et al. 2002), fonsecin B
(5) (Priestap 1986), dianhydroaurasperone C (6) (Pilevneli
et al. 2021), and aurasperone A (7) (Campos et al. 2005).
In parallel, investigation of Aspergillus sp. 1Q-503 and
Talaromyces sp. 1Q-567 allowed the isolation of pyrophen
(8) (Zhang et al. 2010) and penicillide (9) (Suzuki et al.
1991), respectively. All isolated molecules were identified
by matching their spectroscopic and spectrometric data with
those reported in the literature (Supporting Information).

Asperazine (1) belongs to the diketopiperazine group and
inhibits the growth of human leukemia, murine, and human
colon cell lines. It was isolated from a marine A. niger (Varo-
glu et al. 1997). Compounds 2-7 (aurasperone F, TMC-256Al1,
fonsecin B, dianhydroaurasperone C, and aurasperone A) are
benzophenones derived from Aspergillus spp., principally A.
niger; however, this kind of molecules and other benzophe-
nones (e.g., penibenzophenones, tenellones, asperphenin) have
also been isolated from Penicillium spp., Diaporthe spp., and
Phomopsis spp. (Ibrahim et al. 2023). Pyrophen (8) is a pyrone
that was first isolated from A. niger from maize in Puerto Rico
(Barnes et al. 1990) and later in the species A. brasiliensis
(Perrone et al. 2007). Finally, penicillide (9) is a benzodioxocin
previously isolated from Penicillium sp., Pestalotiopsis sp., and
various Talaromyces species with relevant biological activities
(see below) (Salituro et al. 1993; Tao et al. 2017).

@ Springer

130



Revista Brasileira de Farmacognosia

After the structural characterization, compounds 1-9
were manually annotated into the constructed molecu-
lar networking (Fig. S4). Asperazine (1) falls within the
indole derivatives group and can be observed within a
two-node cluster. Compounds 2-7 are found in small
clusters. Compounds 2 and 3 exhibit a high degree of
similarity in their molecular structure, differing only in
small changes at positions 2', 3’, and 8, specifically a
dehydration and loss of methoxy group, respectively.
Likewise, compounds 6 and 7 also formed a single clus-
ter because these benzophenones have distinct substitu-
ents at C-8, hydroxy, and methoxy groups, respectively.
However, although compounds 4 and 5 are related, both
were found in different clusters. Compound 8 appears as
a member of a cluster formed by 10 nodes, indicating that
some other analogues of pyrophen are present in fungal
extracts. Penicillide (9) was found only in a single node.

Antimicrobial Potential of Isolates

The antimicrobial potential of the isolated molecules was
determined according to the CLSI guidelines (CLSI 2015).
The results of this evaluation showed that compounds 1 (ICs,
6.9+0.7 ug/ml), 2 (IC5;9.9+0.8 pg/ml), 3 (IC5, 8.3+0.9 pg/
ml), 4 (ICs5y 7.4+ 1 pg/ml), and 9 (40 +9% inhibition, at
100 pg/ml) inhibited the growth of multidrug-resistant A.
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baumannii A564 (Fig. 3A and Table S3) in a concentration-
dependent manner, with IC, values below 10 pg/ml for com-
pounds 1-4. Compound 9 displayed an inhibition of 40 +9%
at 100 pg/ml. In all cases, the inhibition of bacterial growth
exceeded that of the positive control gentamicin (20+ 1% at
100 pg/ml). These results highlight the potential of benzo-
phenones 2—4 and asperazine (1) as suitable candidates for
developing antibacterial agents against A. baumannii A564,
an intrahospital isolate resistant to last-generation drugs,
including ciprofloxacin, gentamicin, meropenem, imipenem,
doripenem, cefepime, ceftriaxone, ceftazidime, piperacillin,
and ampicillin. In addition, it shows moderate resistance
to colistin, a last-generation antibiotic (Garcia-Patifio et al.
2017; Raorane et al. 2019). Based on these findings, com-
pounds 1-4 and 9 are proposed as possible references for
developing antibiotics to help combat AMR, particularly
against A. baumannii, as it has become one of the main
causes of resistant infections worldwide.

In 2018, Zulqgarnain et al. (2020) reported the antifungal
activity of asperazine (1) against Fusarium oxysporum (at
a minimum inhibitory concentration of 60 pg/ml). Further-
more, a more recent study in 2021 showed that 1 inhibited
the proliferation of cervical cancer cells (Abdou et al. 2021).
To date, this is the first report of this molecule as a growth
inhibitor of a multidrug-resistant A. baumannii. Com-
pounds 2 and 3, aurasperones B and F, are benzophenones
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with antioxidant (Leutou et al. 2016; Zhang et al. 2007),
antifungal (Zhang et al. 2007), anticancer (Antonov et al.
2021; Fang et al. 2016), and antimicrobial activities against
B. subtilis and E. coli (Bouras et al. 2005; Song et al. 2004).
However, there are no reports of these molecules as inhibi-
tors of multidrug-resistant A. baumannii strains. Compound
4 belongs to the naphthopyrone group and has been reported
as an antioxidant (Leutou et al. 2016); furthermore, it exhib-
its anticancer activity against human cervical (Sakurai et al.
2002), liver (Huang et al. 2011), brain (Huang et al. 2011),
and mama (Huang et al. 2011) cells and showed inhibition
of IgE antibody activity, leading to its proposal as an antial-
lergic agent (Sakurai et al. 2002); to date, this is the first
report of compound 4 as a bacterial inhibitor. Penicillide
(9) has been reported to be an anticholesterolemic (Zeng
et al. 2022), anticancer (Tao et al. 2017), and antimicrobial
agent against strains such as S. aureus, S. albus, Vibrio algi-
nolyticus, and V. parahaemolyticus (Song et al. 2022). This
is the first report of compounds 1, 2, 3, 4, and 9 as growth
inhibitors of A. baumannii.

AbFtsZ, _,,, as a Putative Mechanism of Action

To establish a possible mechanism of action for the iso-
lated molecules with antimicrobial potential, the enzyme
AbFtsZ, 4,, was selected as a candidate. This selection was
based on the fact that molecules with similar nuclei to com-
pounds 27, such as mycopyranone and viriditoxin (binaph-
thopyranones), interact with FtsZ proteins of S. aureus and
E. coli (Rivera-Chavez et al. 2019a, b, c), suggesting this
protein as a putative molecular target. To test this hypothe-
sis, ADFtsZ, 4,, was cloned and expressed in a heterologous
host (Supporting Information).

Enzymatic Assay Once the enzyme was obtained, a pho-
tometric assay was developed in a 96-well plate format
at 37 °C to screen pure molecules as protein ligands. For
this assay ADFtsZ, 4, (4 pM) and GTP (50 pM) were

used in a final volume of 100 pl at pH 7. Assay conditions
were adapted from the literature with minor modifications
(Quan and Robinson 2005, Baykov et al. 1988, Martin-
Garcia et al. 2012). Malachite green was used to monitor
enzyme activity and inhibition at 630 nm. To validate the
ability of the assay to detect molecules capable of altering
the GTPase activity of AbFtsZ, ,,,, berberine was used
as a positive control. This alkaloid has previously been
reported as an inhibitor of the FtsZ enzyme in S. aureus
(Domadia et al. 2008). In this study, berberine was found
to inhibit AbFtsZ, 4, activity by no more than 50% at a
concentration of 186 ug/ml (500 pM) (Fig. S6).

Compounds as AbFtsZ Binders Compounds 1-9 were evalu-
ated against ADFtsZ, 4, at 100 pg/ml. Compound 4 showed
inhibition of AbFtsZ, 4,, activity, while compounds 2-3 and
5-9 showed interaction with the enzyme and enhanced its
activity (Fig. 3B, Table S3). In addition, compound 4 also
inhibited bacterial growth of A. baumannii A564 strain,
suggesting AbFtsZ as a possible molecular target. In 2008,
Rai et al. (2008) found that curcumin activates the GTPase
activity of the FtsZ enzyme in E. coli. Similarly, in 2012,
Ma et al. (2013) reported a group of trisubstituted benzimi-
dazoles that activate GTPase activity of FtsZ in M. tubercu-
losis. In addition, vitamin K increases the GTPase activity
of Streptococcus pneumonia FtsZ enzyme (Pushpakaran
et al. 2022). In these reports, the authors discussed that
increasing the enzyme activity raises the concentration of
GDP in the bacterial cell, leading to depolymerization of
the Z-ring and subsequently inhibiting cell division, result-
ing in enlargement and finally death. None of the FtsZ
binders (2-9) identified in this study has previously been
reported as ligands of any FtsZ enzyme.

Compound 5, fonsecin B, has been previously reported
(Carboué et al. 2019) to possess antioxidant capacity. Lee
et al. (2010) demonstrated that fonsecin B has the ability to
affect the expression of specific genes involved in the pro-
duction of immunoglobulins in germinal cells. Compound
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6, dianhydroaurasperone C, is also a naphthopyrone with
activity against skin cancer. This compound increases the
intracellular concentration of vinblastine in KB-8-5 cancer
cells and prevents its efflux, potentially enhancing the effi-
cacy of vinblastine in the treatment of drug-resistant cancer
(Ikeda et al. 1990). Compound 7, aurasperone A, has been
reported to have antibacterial activity against B. subtilis,
E. coli, and P. fluorescence, and antifungal activity against
Candida albicans and Trichophyton rubrum (Lu et al. 2014).
No inhibitory activity against A. baumannii was detected in
this study, but it acts as a ligand for the enzyme AbFtsZ; 4;,.
Moreover, pyrophen (8) and penicillide (9) showed signifi-
cant biological activity as AbFtsZ ligands.

In prior studies, pyrophen (8) was found to hinder the
growth of Aeromonas hydrophila (Agrawal et al. 2020), Mic-
rococcus luteus (Agrawal et al. 2020), and Listeria innocua
(Agrawal et al. 2020). Additionally, penicillide (9) exhibited
inhibition against the microorganisms S. aureus (Song et al.
2004), C. albicans (Song et al. 2004), and E. coli (Song et al.
2004). This is the initial report of these compounds (2-9)
with activity against FtsZ of A. baumannii.

Based on these considerations, it is proposed that
compounds 2-9 have the potential to be FtsZ-targetting
antimicrobials. The bacterial growth inhibition observed
in A. baumannii by compounds 2—4 and 9 supports this
hypothesis. Despite being activators of the AbFtsZ protein,
compounds 5-8 did not demonstrate bacterial growth inhi-
bition against A. baumannii, suggesting the activation of
varied resistance mechanisms in A. baumannii, including
changes in membrane permeability that inhibit the entry
of molecules, as well as effluence of xenobiotics medi-
ated by efflux pumps (Garcia-Patifio et al. 2017; Raorane
et al. 2019; Kyriakidis et al. 2021). Based on a structural
analysis of compounds 2 and 3 in comparison to 6 and
7, it can be inferred that having a hydroxy group at posi-
tion C-2 in molecules 2 and 3 affects their antibacterial
activity, probably due to the hybridization (sp*) of C-2 and
in consequence, the geometry of itself. In contrast, com-
pounds 6 and 7 lacking this moiety displayed no inhibition
against multi-resistant A. baumannii. There is currently
no other documented fungal inhibitor AbFtsZ, 4, enzyme
that simultaneously inhibits bacterial growth. Therefore,
compound 4 presents a potential opportunity to develop
antibiotics targeting a novel molecular pathway.

Conclusions

Natural products from fungi have often been an important
source for antimicrobial drug development. In this study,
250 axenic fungal extracts from Mexican mangroves were
screened against a multidrug-resistant strain of Acinetobacter
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baumannii. Bioassay-guided studies combined with untar-
geted metabolomic, taxonomic analyses, and dereplication
tools enabled the prioritization of the most promising strains
for isolating molecules with antimicrobial potential. By
applying these criteria, the chemical study of three prioritized
fungal isolates resulted in the isolation of nine molecules
(1-9) with biological activity, either as inhibitors of bacte-
rial growth or as ligands of the A. baumannii FtsZ enzyme.

Compound 4 (TMC-256A1) is the first reported fungal
inhibitor of the AbFtsZ, 4, enzyme. Furthermore, this mol-
ecule inhibited bacterial growth of the multi-resistant clini-
cal strain A. baumannii A564. Conversely, compounds 2,
3, and 9 increased FtsZ enzyme activity and showed anti-
bacterial properties. Compounds 1-3 showed antibacterial
activity only against A. baumannii A564, whereas products
5-8 interacted with AbFtsZ, 4, and enhanced its enzymatic
activity. In brief, this study highlights the importance of
studying the mycobiota of under-explored ecosystems in
Mexico to obtain and uncover molecular scaffolds to develop
antibiotics with different structural classes and novel tar-
gets that can contribute to the fight against antimicrobial
resistance.

Supplementary Information The online version contains supplemen-
tary material available at https://doi.org/10.1007/s43450-023-00507-2.
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