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RESUMEN



Actividad biol6gica de metabolitos secundarios obtenidos del cocultivo de

Pseudoalteromonas sp. vs. Aspergillus fumigatus y Emericella unguis

Pseudoalteromonas sp , una bactena marina aislada del coral Muriocepsis bayeriana
colectado en Punta Galeta (provincia de Colén), fue co-culivada en medio de cultive
liqudd: y solido con los hongas endofitos Aspergillus fumigatus y Emericella unguis
asociados a hojas maduras de plantas colectadas en bosques tropicales panamefios. Los
metabolitos secundanos bioactivos fueron extraidos con acetato de etilo y aislados
mediante fraccionamiento biodirigido utilizando ensayos iz vitro contra cancer, parasitos
de enfermedades tropicales y bacterias patégenas. La estructura quimica de los
compuestos aislados fue determinada mediante espectrometria de masas de alta
resolucién (HRMS) y espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN).

Como resultado, fueron obtenidos cinco compuestos (1-S). El compuesto 1, identificado
como gliotoxina, es producido tanto por A fumugatus como por E ungws en medio de
cultivo liquido, mas no en medio sélido Resulté activo contra cancer (MCF-7, 0 2% de
C), Trypanosoma cruzi (83.7% de IC), Plasmodium falciparum (88 4% de IC) y
moderadamente activo contra Leishmania donovani (66 8% de IC). Ademds, presentd una
significativa actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Acinetobacter baumannu, Staphylococcus sp , Bacillus sp 'y Vibrio sp El compuesto 3,
identificado como Isatin, fue producido por Pseudoalteromonas sp Gnicamente en medio
de cultivo liqguido Demostré actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus sp,

Enterobacter sp y Vibrio sp Los compuesto 2, 4 y S, fueron identificados comc



Bis(metil)gliotoxina, Fumiquinazolina C y Pseurotin A, respectivamente. No
demostraron actividad biolégica en los ensayos disponubles en el laboratorio

Los compuestos descritos en este trabajo solo fueron encontrados en el co-cultivo de los
microorganismos y no se detectaron en los cultivos individuales. Estos resultados
sugieren que la interaccidén de la bacteria marina con los hongos endofitos en el medio de
cultivo induce la activacidn de rutas biosintéticas silenciadas o cripticas cuando son
cultivados individualmente. Por lo tanto, queda demostrado que ¢l empleo de cocultivos
entre microorganismos ofrece un gran potencial como herramienta para el descubrimiento

de nuevos compuestos bioactivos.
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ABSTRACT



Biological activity of secondary metabolites from Pseudoalteromonas sp. vs.

Aspergillus fumigatus y Emericella unguis

Pseudoalteromonas sp, a marine bacteria 1solated from coral Muriocepsis bayeriana
collected in Punta Galeta (Col6n) was co-cultured 1n hiquid and solid growth media with
Aspergillus fumigatus and Emericella unguis, two endophytic fungi associated with
mature leaves of plants collected 1n Panamaman rainforests Active secondary
metabolites were extracted with ethyl acetate followed by bioassay guided fractionation.
In order to explore their structures, the compounds were 1solated and then subjected to
high resolution mass spectrometry (HRMS) and nuclear magnetic resonance (RMN)

Five compounds (1-5) were obtained Compound 1, identified as gliotoxin, was produced
by both A fumigatus and E unguis in liquid growth media but not on solid growth media
Compound 1 was active against cancer (MCF-7, 02% G), Trypanosoma cruzi (83 7%
GI), Plasmodium falctiparum (88 4% GI) and mildly active against Letshmania donovant
(66 8% GI). Furthermore, it showed sigmficant antibactenial activity against
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Acinetobacter baumanmt, Staphylococcus sp ,
Bacillus sp., and Vibrio sp Compound 3, 1dentified as isatin, was produced by
Pseudoalteromonas sp only in liquid growth media. It was active against Staphylococcus
sp, Enterobacter sp y Vibrio sp Compounds 2, 4, and 5 were identified as
bis(methyl)gliotoxin, fumiquinazoline C, and pseurotin A, respectively They did not
show any biological activity against in vifro bioassays available in the laboratory
Compounds 1-5 were found only in microbial co-culture fermentations but not in

individual cultures This result suggests that the interaction between marmne bactena and



endophytic fungi induces the activation of cryptic biosynthetic pathways which are

silenced in individual cultures. Therefore, this result shows that the co-cultures of

microorganisms offer great potential as tools for the discovery of new bioactive

compounds.
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1. INTRODUCCION



Existe una wurgente necesidad por el descubrimiento de nuevos agentes
quimioterapéuticos, especialmente novedosos anticancerigenos, antiparasitarios y
antibidticos, para combatir enfermedades y patégenos resistentes a los medicamentes ya
existentes con el objetivo de mejorar el tratamiento de una varicdad de afecciones
humanas que en la actualidad representan problemas alarmantes de salud publica
(Needham, 1994; Cragg et al.,, 1997).

El descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos a partir de productos naturales ha
jugado un rol significante durante las ultimas décadas. Mas del 28% de las nuevas
entidades quimicas y 42% de los medicamentos anticancerigenos introducidos al mercado
provienen de fuentes naturales (Xiong ct. al., 2013). En particular, el area terapéutica de
las enfermedades infecciosas y oncologia han sido beneficiados de numerosas clases de
drogas de origen natural. El creciente interés en el estudio de los productos naturales, ha
alcanzado un progreso significante en la identificacion de nuevos antibidticos, nuevas
alternativas para la terapia oncologica y otros medicamentos Gtiles para mejorar la salud
humana (Baker et. al., 2007).

Ademas de las plantas y animales, los microorganismos son un recurso importante para
el descubrimiento de nuevas drogas. Mas de 50,000 productos naturales de origen
microbiano han sido aislados y han jugado un rol determinante en el descubrimiento de
medicamentos. [.a mayoria de estos compuestos han sido obtenidos de microorganismos
de origen terrestre (Xiong et. al., 2013). Sin embargo, el redescubrimiento de los mismos
compuestos provenientes de estos microorganismos ha hecho cada vez menos atractivo su
estudio durante los Gltimos afios. Por otra parte, las bacterias aisladas de entornos marinos

han recibido considerable atencion en la actualidad debido a la diversidad estructural y



actividades biolégicas unicas de sus metabolitos secundarios Estos microorganismos
marinos son productores muy eficientes de nuevas entidades quimicas con un amplic
espectrto de actividades bioldgicas ncluyendo antibactenianos, antifungicos,
anticancerigenos, antitumorales, citotoxicos, citostaticos, antiinflamatornios,
antiparasitarios, antimalaricos, antivirales, antioxidantes, entre otros (Al-Zereim, 2006 y
anivasagan et al , 2013) Sin embargo, la busqueda de nuevos compuestos provenientes
del mar apenas ha comenzg,do (Liy Qin, 2005)

En este trabajo se descnibe la investigacién quimica guiada por la actividad bioldgica de
los extractos del cocultivo de la bactena marina Pseudoalteromonas sp (GA0204)
aislada del coral Muriocepsis bayeriana colectado en Punta Galeta (Colon) versus los
hongos endofitos Aspergillus fumigatus (F0075) y Emericella unguis (F2803), con
énfasis en el mslamnentq y la elucidacién estructural de los metabolitos secundaros con
actividad biolégica contra cancer, enfermedades tropicales y bacterias patdgenas

Estos microorganismes fueron fermentados en comjunto en medio de cultivo liquido y
s6hido. Los cocultivos fueron incubados a temperatura ambiente por 10 dias y
posteriormente fueron extraidos con acetato de etilo Los extractos crudos secos se
fraccionaron empleando cartuchos de extraccién en fase sélida (EFS) de fase-reversa y la
muestra se eluyé usando gradientes escalonados de metanol en agua para obtener
fracciones menos complejas La purificacién de los compuestos se llevé a cabo mediante
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) equpado con una columna de fase
normal y fase mévil compuesta por hexano y acetato de etilo.

La evaluacién de la actividad biolégica de los extractos, fracciones y compuestos puros

en cuanto a sus propiedades anticancerigenas y contra los parasitos causantes de
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enfermedades tropicales se determun6 contra la linea celular de cAncer de mama (MCF-
7), Trypanosoma cruzi, Plasmodium falciparum y Leishmama donovam. La actividad
antibacteriana de los compuestos en estudio se determin6é mediante el ensayo basado en
el método de microdilucion para el screening de productos naturales contra bactenias
(Zgoda y Porter, 2001). La estructura quimica de los compuestos fue determinada
mediante un espectrometro de masas de alta resolucion (HRMS) equipado con un
ionizador quimico a presidn atmosféroca en modo positivo (APCI"), un espectrometro de
resonancia magnética nuclear de 400 MHz, mediante la comparacién de los datos

espectroscopicos con bases de datos de productos naturales (AntiMarin y MarinLit)

A continuacidn se presenta el marco tedrico de este trabajo el cual refleja el contexto,
razén y antecedentes de este trabajo de investigacién. Posteriormente los objetivos,
materiales y metodologia para el aislamiento e identificaci6n de los compuestos
obtenidos de los cocultivos de los microorganismos en estudio Mas adelante los
resultados, discusion y conclusion. Por ultimo se plantean las recomendaciones asi como

el apéndice que provee informacion complementana de este trabajo.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA



2.1. Situacién actual del Cancer, Enfermedades Tropicales y Resistencia a

antibiéticos: La necesidad urgente de nuevos medicamentos

2.1.1. Céancer

El cancer es un término genérico utilizado para referirse a un grupo numeroso de
enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del cuerpo. Una de las caracteristicas
que define al cancer es la rapida genecracion de células anormales que se dividen sin
control mas alla de sus limites habituales, las cuales pueden invadir zonas adyacentes del
organismo y discminar a otros tcjidos y 6rganos (OMS, 2013).

El cancer es la principal causa de muerte en todo el mundo y fue responsable de 7.6
millones de defunciones (alrededor del 13% de todas las muertes) en el afio 2008, en
donde aproximadamente el 70% de estas muertes ocurren en paises en vias de desarrollo.
A pesar de que a menudo se considera una enfermedad propia de los paises desarrollados,
se esta convirtiendo rapidamente en una catastrofe para la salud publica en los paises
tercermundistas (OMS, 2013).

Cada minuto, mueren 14 personas debido a esta enfermedad, y la cual produce mas
muertes que ¢l SIDA, tuberculosis y malaria juntas. Sin embargo mas de un tercio de
estos casos podrian ser prevenidos y un tercio podria ser curado si es detectado y fratado
con una terapia adecuada. El mundo sc enfrenta a una crisis global del cancer. Si no se
toman las medidas necesarias, 84 millones de personas morirdn a causa de esta

enfermedad en los proximos 10 afios (PACT, 2011). En la figura 2.1 se presenta una vista

12
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al futuro de la mortalidad por cancer en paises desarrollados, pobres y en vias de

desarrollo.
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Figura 2.1 Mortalidad por céncer: Una vista al futuro (PACT, 2011).

2.1.2. Las Enfermedades Tropicales Desatendidas

Las Enfermedades Tropicales Desatendidas abarcan un grupo de infecciones crénicas y
degenerantes causadas por parasitos, bacterias y virus, que representan una de las causas
més comunes de padecimiento de toda la humanidad (Hotez et al., 2008). Afectan un
estimado de 3 billones de personas y causan alrededor de 500,000 muertes anualmente.
Se producen en 4areas donde los suministros de agua y sistemas sanitarios son
rudimentarios; y los insectos y otros vectores de enfermedades conviven con el ser
humano. De hecho, el vinculo de estas enfermedades con la pobreza es tan fuerte que sus

prevalencias sirven como un indicador del nivel de desarrollo socioecondmico (OMS,

2006).
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I.as enfermedades tropicales han sido desatendidas, ya que hay muy poco incentivo para
las industras farmacéuticas para el desarrollo de medicamentos y vacunas dingidos a
mercados que no los pueden pagar. Sin embargo, en los ulamos afios estas
enfermedades han suscitado un creciente interés, tanto por su impacto en la salud publica
como por ¢l problema que entrafian en matena de derechos humanos (Rosa et al., 2011)

La Organizacion Mundial de la Salud ha determinado 17 enfermedades tropicales
desatendidas, de las cuales entre las mas importantes s¢ encuentran la lepra, la
enfermedad de Chagas, leishmaniasis, dengue, rabia entre otras. La leishmaniasis es una
enfermedad causada por el pardsito protozoario Leishmama y transmitido por la picadura
de moscas del género Phiebotomus (Rosa et al, 2011). Aproximadamente 350 millones
de personas estan en riesgo de contraer esta enfermedad, y mas de 2 mullones de casos
ocurren anualmente (OMS, 2010). En la actualidad no hay vacunas para la leishmaniasis;
aunque los farmacos disponibles para su tratamiento son tox1cos, caros y algunas veces
inefectivos, representan la tnica manera para tratar todas las formas de esta ternble
enfermedad (Croft & Coombs, 2003). La enfermedad de Chagas, endémica de
Latinoamérica, ¢s causada por ¢l protozoo Trypanosoma cruzi y es transmitido a los seres
humanos por los vectores trniatominos hematofagos (denominados cominmente
besuconas), transfusion de sangre y por transmision congénita De ocho a nueve millones
de personas estan infectadas con el parasito y 25 millones permanecen con el nesgo de
ser contagiados (WHO, 2002). Existe evidencia de que el tratamiento con farmacos
como Nifurtimox (5-nitrofurano) ¢ imidazol pueden curar la enfermedad causada por 7
cruzi, pero se requieren con urgencia desarrollar nuevos medicamentos con menor

toxicidad y efectos adversos (Rosa et al., 2011) La malaria aunque no es considerada
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una enfermedad desatendida por 1la OMS, es una infeccion tropical endémica de 106
paises causada por parésitos del género Plasmodium 'y transmitida por mosquitos, que
mata a mas de un millén de personas cada afio, la mayoria nifios africanos menores de S
afios (WHO, 2010). En la figura 2.2 sc detallan los vectores y agentes etioldgicos de la

enfermedad de Chagas, leishmaniasis y malaria.

oS =
¢ ~
® \ b )
oA Y e
o 20
: @
~ {

http //insects-marphology. blogspat.cam/ 201 2/12 fanopheies mosquita.himi

Figura 2.2. Vectores y agentes etiologicos de la enfermedad de Chagas, leishmaniasis y malaria (A)
Triatoma infestans (B) Trypanosoma cruzi (C) Phlebotomus (D) Leishmania donovani (E) Mosquito
Anopheles (F) Plasmodium falciparum
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2.1.3. Antibiéticos: Una breve descripcién histérica

La era moderna de la quimioterapia antibiética empezé con la introduccién de la
penicilina en la practica clinica en la década de 1940 para el tratamiento de enfermedades
infecciosas en seres humanos. La penicilina fue descubierta en 1928 como un metabolito
secundario derivado del moho comin Penicllium notatum El descubrimiento de
gramicidina en 1939 — el primer agente bactericida aislado de una bactena asociada al
suelo (Bacillus brevis) — imc16 el aislamiento y cribado sisteméatico de bacterias y hongos
terrestres para encontrar nuevos antibiéticos El descubrimiento de estreptomicina en
1943 puso a las bactenias del orden de los actinomicetos en el centro de atencién de
descubnimiento de farmacos antibiéticos (Engelhardt, 2010)

En el curso de los afios 1940 y 1950, la mayoria de las clases de los antibi6ticos
conocidos hoy dia, incl.uyendo los PB-lactamicos, tetraciclinas, aminoglicésidos y
macr6lidos, fueron introducidas en la ciimca (Ver figura 2.3). Con el descubrimiento de
las estreptograminas y qunolonas en 1962 esta “Era Dorada” del descubrimiento de
antibidticos de origen microbiano se detuvo Mientras el nimero de nuevos compuestos
aun siguié incrementandose, debido a la produccién de andlogos por denvatizacién
quimica de moléculas ya conocidas, ninguna clase nueva de antibiéticos con nuevos
mecamsmos de accién fueron aprobados durante las siguientes tres décadas (1970-2000)
(Berdy, 2005) Solo en el periodo comprendido entre 2000-2003 dos tipos de moléculas
pertenecientes a nuevas clases de antibi6ticos fueron-descubiertos: El antibiético sintético

linezolida (oxazolidinona) y el metabolito secundario daptomicina (lipopéptido ciclico)
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(O'Shea, 2008). En la figura 2.3 se presenta una breve resefia historica de la introduccién

de nuevos antibidticos y la aparicion consecuente de resistencia bacteriana.

Lo

Descubrimiento de la penicilina 1928
La penicilina (1% B-lactamico) entra al mercado 1942
Estreptomicina, 1 aminoglicésido, ¢s descubicrta 1943
Descubrimicato de fa tetraciclina 1945
1947 Aparicion de cepas de S. aureus resistentes a penicilina
El cloranfenicol es introducido al mercado 1949
Los macrélidos entran al mercado 1952
La vancomicina, |7 glicopéptido, es aprobada 1955 Reportes de Staphylococcus resistentes a eritromicina
Descubrimiento de rifamicinas 1957
1961 S. aurcus resistentes a meticilina (MRSA) detectadoen UK
Descubrimicnto de quinolonas y estre ptograminas 1962
1967 Repontes de Neisseria gonorrhoeae y Streptococcus

Pneumoniae resistentes a peniciltna
Lanzamiento de fa primera generacion de cefalosporinas 1970

1982 MRSA desarrolla resistenciafrente a cefalosporinas

1983 Se detectan Enterococcus faecium resistemtes a penicilina

1987 Se detectan enterococcos resistentes a vancomicina

1990 Surgimiento de Pseudomonas acruginosa y Mycobacterium
tuberculosis multiresistentes

1997 Pnimera ccpa de S. aureus resistentc a vancomicina

Linezolida, primer oxazolidinon, ¢s aprobada en US 2000 MRSA es reconocido como un patégeno emergente

Daptomicina, primer lipopéptido, es aprobado 2003 Reporte de S. aurcrus resistente a Linczolida

AN

o

Figura 2.3. Introduccién de nuevas clases de antibiéticos y la aparici6n de resistencia bacteriana (adaptado

de Nature News Feature, 2007; Wright, 2007 y Engelhardt, 2010).
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2.1.4. Resistencia a antibiéticos y la urgencia de nuevos medicamentos

La introduccion de los .antibidticos ha tenido un tremendo impacto en la calidad y
expectativa de vida del ser humano. Las bacterias responsables de infecciones como la
neumonia, c6lera, sifilis y tuberculosis, que una vez representaron las primeras causas de
muerte alrededor del mundo, hoy dia pueden ser efectivamente tratadas con los nuevos
medicamentos disponibles (Engelhardt, 2010). Con el uso gencralizado y usualmente
injustificado de los antibibticos una nueva amenaza empezd a surgir, la aparicién y
propagacion de resistencia de bactenas a los antibioticos cominmente utilizados (ver
figura 2 3) Miecntras que los determinantes de la resistencia a los antibidticos son un
fenémeno biologico que ocurre naturalmente, especialmentc en microorganismos
productores de antibi6ticos donde los mecanismos de auto resistencia usualmente
preexisten acoplados a las rutas biosintéticas de los mismos, ¢l uso indiscriminado de
estos medicamentos favorece la difusiéon de mecanismos de resistencia a través y cntre
poblaciones bacterianas (Hopwood, 2007).

El advemmiento de cepas de Staphylococcus aureus resistentes a penicilina apenas a unos
pocos aiios después de la introduccion de este antibiotico (Spink y Fernis, 1945), se tomo
con poca preocupacion debido al sumimstro constante de nuevos medicamentos y el
desarrollo de cuantiosos andlogos de moléculas ya conocidas Pecro inclusive la
introducci6n de anélogos semi-sintéticos tales como la meticilina (derivada de la
penicilina) en los afios 1960, el cual habia sido desarrollado para confrontar a los
patégenos resistentes productores de lactamasas, pronto fue seguido por la aparicion de

cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (Jevons et al., 1963)
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En nuestros dias, la aparicién de resistencia a antibidticos en microorganismos patdgenos,
tales como el Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium, Pseudomonas aeruginosa
han tomado lugar en los hospitales y comumdades y con la aparicion de estas bactertas
resistentes a todos los antibidticos disponibles, las opciones terapéuticas regresan a
menudo nuevamente a la era pre-antibibtica con resultados terapéuticos poco efectivos
(Xiong et al., 2013).

Aunque la resistencia a antibi6ticos ha sido un problema desde que fuesen introducidos a
la terapia en seres humanos, siguen incrementando en numero, diversidad y rango de
microoganismos resistentes que causan esta actual situacién precaria. Una nueva
generacion completa de patbgenos oportunistas tales como cepas gram negativas
multiresistentes de Acinetobacter baumannu, Stenotrophomonas maltophilia 'y
Burkholderia cepacia en la actualidad estdn amenazando una poblacién cada vez mayor
de pacientes susceptibles con sistemas inmunes comprometidos (Wright, 2007).

A pesar de esta alarmante situacion, la lista de nuevos antibibticos con nuevos
mecanismos de accibn es muy corta. Desde el 2006, solamente un nuevo agente
antibacteriano (donpenem) ha sido aprobado en Estados Unidos y un nimero escaso de
compuestos como potenciales candidatos se encuentran en ensayos clinicos (Engelhardt,

2010).
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2.2 Productos Naturales: Una fuente prometedora para el descubrimiento de

nuevos compuestos bioactivos

Aquellos compuestos .quimicos que provienen del metabolismo secundano de plantas,
antmales y microorganismos, son definidos como productos naturales. Los productos
naturales han sido aprovechados por sus propiedades terapéuticas desde la antiguedad, tal
es el caso del uso de los alcaloides del opio por los antiguos egipcios. En la actualidad,
las fuentes naturales proveen la mayor fuente de diversidad quimica y material de partida
para el descubrimiento y desarrollo de medicamentos Muchos moléculas naturales con
potencial farmacéutico, asi como sus derivados sintéticamente modificados han sido
exitosamente desarrollados para el uso clinico con el fin de tratar enfermedades humanas
en casi todas las areas terapéuticas (Baker et al., 2007).

Los estudios de la quimica de productos naturales ha contribuido en el desarrollo de la
medicina moderna con descubrimiéntos tales como la penicilina (antibiético denvado del
hongo Penicillium notatum) por Alexander Fleming en 1928 (figura 2.4 a) y el agente
anticancerigeno Taxol (figura 2.4.b), extraido de la corteza del tejo del Pacifico (Taxus

brevifolia), en 1967 por Monroe Wall (Simmons, 2008)
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Figura 2.4. Estructura quimica de la (a) penictlma y (b) taxol
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El descubrimiento moderno de farmacos estd basado en tres principales recursos
productos naturales, derivados semisintéticos de productos naturales y compuestos
sintéticos denivados de librerias de quimica combinatoria. Sin embargo, la gran mayoria
de los medicamentos clinicamente relevantes en uso hoy dia provienen de productos
naturales o compuestos denvados de los mismos. Durante los Gltimos 20 afios, el 60% de
las 877 drogas que han alcanzado el mercado provienen de fuentes naturales (Lefevre et

al , 2008 y Engelhardt, 2010).

2.2.1. Hongos endéfitos

Los organismos endofitos son definidos como aquellos microorganismos que pasan la
totalidad o parte de su ciclo de vida coionizando inter y/o intracelularmente tejidos
saludables de la planta hospedera (especialmente hojas, tallos y raices), tipicamente sin
causar sintomas de dafio inmediatos ni aparentes sefiales de enfermedad (Huang et al.,
2008; Rodriguez et al., 2009; Zhao et al., 2010; Jalgaonwala et al , 2011)

Casi todas las clases de plantas vasculares examinadas hasta la fecha albergan
organismos endofitos. Diferentes grupos de microorganismos tales como los hongos y
bactenias han sido reportados como end6fitos. Durante el largo penodo de co-evolucién,
una relacién mutua se ha formado entre cada microorgamismo endéfito y su planta
hospedera. La planta ho§pedera, por un lado suministra abundante alimento y espacio
para la sobrevivencia de su endéfito asociado, mientras tanto, estos tltimos producen una
variedad de metabolitos secundarios que ayudan a la planta hospedera a resistir al estrés
bidtico (bactenas, hongos, nematodos e insectos) y abidtico (temperatura, pH, presién
osmotica); y de esta manera favorecer el crecimiento de la planta a cambio (Zhao et al.,

2010, Rosaet al., 2011).
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Muchos estudios han revelado la ubicuidad de estos microorganismos, con un estimado
de al menos un millén de especies de hongos endéfitos asociados a plantas. A la fecha,
solamente alrededor 100,000 especies de estos microorganismos han sido descritas, de los
cuales la mayoria han sido encontrados en ecosistemas tropicales (Huang et al., 2008).
Los bosques tropicales son considerados los ecosistemas terrestres mas diversos con el
mayor numero y diversidad de hongos endéfitos. En este tipo de ecosistemas en donde la
carrera evolutiva por la sobrevivencia juega un rol constante y activo, podria resultar en
la produccion de una inmensa variedad de moléculas interesantes. Los bosques tropicales
representan un medio ambiente en donde la competencia, recursos limitados y la
seleccion del més apto estan en su apogeo. Por consiguiente, existe una gran probabilidad
de que los hongos asociados a plantas tropicales pueda ser una fuente importante de
compuestos con actividad contra enfermedades parasitarias, microbianas y cancer (Shan
et al., 2012).

Varios productos naturales derivados de hongos endofitos poseen estructuras y
bioactividades unicas y, representan un gran reservorio que ofrece un potencial enorme
para la exploracion medicinal (Huang et al., 2008; Shan et al., 2012). Estos
microorganismos han recibido considerable atencién en las ultimas dos décadas, ya que
muchos compuestos con actividad antimicrobiana, insecticida, citotéxica y
anticancerigena han sido exitosamente descubiertas de hongos endofitos (Jalgaonwala et
al., 2011).

Algunos ejemplos de los compuestos bioactivos aislado de hongos endofitos se detallan

en el cuadro 2.1 (Shan et al., 2012):



23

Caadro 2.1. Compuestos bioactivos aislados de hongos endofitos

-

' Planta hospedera Hongo Endofito Compuesto Utilidad
|

Taxus brevifolia Taxomyces andreanae | Taxol Anticancerigeno
Podophyllum Phialocephala fortinii | Podofilotoxina® | Anticancerigeno
peltatum
Nothapodytes Entrophospora Camptotecina® | Anticancerigenos
Joetida infrequens
D. zingiberensis | Fusarium redolens Beauvericina® | Antibibtico e insecticida

TStierle et al., 1993; Eyberger et al., 2006; ° Puri et al., 2005; ° Xu et al., 2010

2.2.2. Bacterias asociadas a invertebrados marinos

Un mayor interés ha sido generado por aquellas fuentes naturales de medio ambientes
mas exoticos y extremos tales como los océanos y las regiones polares, asf también como
microorganismos con caracteristicas taxonomicas nunca antes vistas (Baker et al., 2007).

Los océanos y mares del mundo representan el 70% de nuestro planeta y es una fuente
natural que estd siendo cada vez mas explorada como recurso de compuestos con
potencial terapéutico. Desde la década de 70°s, mas de 50,000 productos naturales de
estructura diversa con diferentes actividades biologicas han sido descubiertas
provenientes de macro y microorganismos marinos. Una gran variedad de investigaciones
sobre moluscos, briozoos, esponjas y bacterias de origen marino han producido
numerosos compuestos farmacolégicamente interesantes durante los ultimos afios,
especialmente compuestos quimicos con actividad anticancerigena (Engelbhardt, 2010).

Los primeros farmacos de origen marino incluyen el ziconotide, un péptido aislado de un
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caracol cénico marino (Conus magus), el cual fue lanzado al mercado en el 2004 bajo el
nombre comercial de “Prialt” para el tratamiento del dolor crénico (ver figura2.5 Ay B),
y el compuesto antitumoral trabectedin, originalmente derivado del tunicado marino

Ecteinascidia turbinata (ver figura 2.5 C y D), aprobado en Estados Unidos en el 2007

(Engelhardt, 2010).
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Figura 2.5. Organismos marinos y farmacos derivados (A) Conus magus (B) Ziconotide (C) Ecteinascidia
turbinata (D) Trabectedin.
Los macroorganismos marinos representan claramente una fuente rica de moléculas

bioactivas, sin embargo, el desarrollo de nuevos farmacos depende de fuentes sostenibles

con suficientes cantidades de los compuestos quimicos con potencial farmacol6gico. La
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poca abundancia de estos organismos y/o baja concentraciones de la molécula de interés
(como es usualmente el caso para invertebrados marinos) representan por consiguiente
una gran limitante. Las bactenas, por otro. lado, son una fuente mucho mas favorable para
el descubnmiento y produccion biotecnologica de compuestos activos intcresantes
(Engelhardt, 2010). Ademas, se ha demostrado que muchos compuestos que han sido
onigmalmente derivados de invertebrados marinos son producidos en realidad por sus
bactarias asociadas (Engeclhardt, 2010) Vanos estudios han demostrado que los
invertebrados mannos (como corales, esponjas y moluscos) albergan altos niveles de
diversidad microbiana los cuales representan una fuente importante de biodiversidad
marina (Baker et al , 2007)

Las bacterias en ambicntes marinos suelen encontrarse bajo condiciones extremas, tales
como presion, temperatura, salinidad, y reduccion de micronutnentes, en donde la
supervivencia y proliferacion usualmente depende en la habilidad para producir

compuestos biologicamente activos (Carvalho y Fernandes, 2010)

2.2.3. Cocultivo de microorganismos: Una estrategia util para la produccién de
metabolitos secundarios no expresados emn condiciones estdndar de
laboratorio

lLos microorganismos como las bacterias marinas y hongos cndéfitos producen

numerosos compuestos de¢ bajo peso molecular dotados con multiples actividades

biologicas que juegan un rol inminente en el descubrnmuento de farmacos. Es concebible

que muchos de estos compuestos son producidos como sefiales quimicas 0 mecanismos
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de defensa; sin embargo, su verdadera funcién en el contexto biolégico es grandemente
incomprendido (Scherlach y Hertweck, 2009).

A pesar de la gran cantidad de compuestos biactivos producidos por estos
microorganismos, su potencial biosintético es subestimado. De hecho, el analisis de
secuencias de genomas completos indica que estos microbios (en especial los hongos)
codifican la informacion genética necesaria para la biosintesis de una gran variedad de
compuestos que no son observados cuando son cultivados en condiciones estandares de
laboratorio. Parece que en particular, en la mayoria de los casos desconocidos, los
desencadenadores son requeridos para activar rutas biosintéticas silenciadas (Schroeckh
et al., 2009; Scherlach y Hertweck, 2009).

La competencia que resulta del cocultivo de dos microorganismos puede inducir una ruta
no expresada para la biosintesis de nuevos metabolitos secundarios. Este tipo de
investigaciones en el campo de la quimica de productos naturales han intentado
incrementar en los resultados de los metabolitos previamente descritos, principalmente
antibidticos. Sin embargo, el estudio de cocultivos de microorganismos que tienen como
objetivo producir nuevas estructuras quimicas e inducir la expresion de genes se
encuentran en sus primeras etapas. Hasta la fecha, aproximadamente 11 nuevos
compuestos bioactivos producidos en cocultivos de microorganismos han sido reportados
(Park et al., 2011).

Los métodos tradicionales para descubrir productos naturales de origen microbiano
usualmente involucran la recoleccion y cultivo de cepas, extraccion, aislamiento
biodirigido y elucidacién estructural. Desafortunadamente, este enfoque resulta con

frecuencia frustrante, debido a una alta frecuencia de redescubrimiento. El creciente



27

entendimiento de la gendmica nucrobiana, ha proporcionado informacion valiosa sobre
los principios de la biosintesis de productos naturales y por lo tanto ofrece una alternativa
prometedora para el descubrimiento de nuevas entidades quimicas. La observacién de
que genes de rutas biosintéticas que codifican rutas de metabolitos secundarios estin
agrupadas en los genomas microbianos facilita su estudio y mampulacién. Ademas, hoy
dia se conoce grandemente las rutas involucradas en las lineas de ensamblaje policétido
sintasa (PKS) y sintasa de péptido no ribosomal (NRPS), las cuales son responsables de

la biosintesis de una gran vanedad de productos naturales (Schroeckh et al , 2009).



OBJETIVOS



OBJETIVO GENERAL

Analizar el potencial farmacologico contra cancer, enfermedades tropicales (Malana,
Enfermedad de Chagas y Leishmaniasis) y antimicrobiano del cocultivo de la
bacteria marina Pseudoalteromona sp versus los hongos endofitos Aspergillus

Sfumigatus y Emericella unguis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar y comparar la actividad bioldgica de los extractos de los cultivos
mndividuales y cocultivos de Pseudoalteromonas sp vs los hongos Aspergilius
Sfumigatus 'y Emericella unguis, mediante bioensayos contra cancer, parasitos
tropicales y bactenas patogenas.

Aislar los metabolitos biologicamente activos obtenidos del cocultivo de estos
microorganismos empleando diversas técnicas cromatograficas.

Elucidar las estructuras quimicas de los compuestos bioactivos aislados, a través de

técncas espectroscopicas Yy espectrométricas

29



4, MATERIALES



3t

4.1. Cristaleria

Tubos de ensayo con tapa, 16 x 150 mm

Matraces Erlenmeyer de 250, 500, 1000 y 2000 mL
Embudos de separacion de 2000 mL

Balones de destilacion de 100, 250 y 1000 mL
Vasos quimicos de 50, 100 y 250 mL

Tubos para espectroscopia de RMN

Tubos para espectroscopia de RMN

Viales de vidrio con tapa con roscade 4,8 y 16 mL

Pipetas Pasteur

4.2. Materiales de laboratorio

Platos Petri, 96x16 mm y 145 x 20 mm

Cartuchos de extraccion en fase solida (EFS), 1y 10 g
Platos de Microdilucion de 96 pocillos

Tubos de plastico estériles de 15 y 50 mL

Tubos Eppendorfde 0.2 y 1.5 mL

Papel filtro cualitativo, circular de 110 mm de diametro, 1

Pyrex
Pyrex
Pyrex
Pyrex
Pyrex
Norell

Shiguemi

Greiner Bio-one
Supelclean LC-18
BD Falcon
Celltreat
Eppendorf

Whatman
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4.3. Reactives

Solventes orgénicos, grado HPLC

Acetato de etilo

Hexano

Solventes orgénicos, grado reactivo

Acetato de etilo
Alcohol Isopropilico anhidro
Cloroformo

Metanol

Otros reactivos quimicos

Agar, para microbiologia

Almidén de patata

Agua destilada

Agua marina

Cicloheximida, de origen microbiano > 94%
Cloranfenicol > 98%

Cloroformo deuterado (CDCl3) 99.8%
Cloruro de sodio

D(+)Glucosa anbhidra

Tedia

HPLC

Tedia
Biopack
J.T. Baker

Tedia

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
INDICASAT

STRI

Fluka (Sigma-Aldrich)
Sigma Chemical Co.
Cambridge Isotope Lab.
AppliChem

BioChemica, AppliChem
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Dimetilsulféxido (DMSO), Plant Cell Culture Tested
Extracto de levadura en polvo

Extracto de Malta Broth

Glicerol > 99%

Luria Bertani (LB) Broth

Marine Broth

Miieller-Hinton (MH) Broth

Peptona, para microbiologia

4.4. Aparatos y Equipos

Aparatos

Agitador orbital

Agitador de vortice

Autoclave (Esterilizador a vapor)
Balanza analitica

Balanza granataria

Baiio de ultrasonido

Baiio maria, Reciprocal Shaking Bath
Bombas de alto vacio

Bombas de vacio

Camara de extraccion de gases

Camara de extraccion de gases

Sigma-Aldrich

Sigma Life Science
Becton Dickinson (Difco)
Sigma-Aldrich

Becton Dickinson (Difco)
Becton Dickinson (Difco)
Becton Dickinson (Difco)
Sigma-Aldrich

Vortex Genie I1

ALP, CLG series
Ohaus = Analytical Plus
Ohaus

Branson, PC 620
Precision Scientific
Precision

Labconco

Hemco

Labconco
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Cémara de flujo laminar
Congelador de ultra baja temperatura (-86°C)
Evaporador rotatorio

Frigorifico de Laboratorio (4°C)
Incubadora de laboratorio
Incubadora de laboratorio

Lector Multi-Modal de Microplacas
Liofilizador

Micropipetas

Micropipetas multicanales

Plato caliente

Rotavapor o Evaporador rotatorio
Recicladores refrigerantes

Trampa de condensacién refrigerada

Equipos

Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiencia (HPLC),
equipado con un inyector manual, bomba cuaternaria,
desgasificador, detector de arreglo de diodos y una

columna de fase normal de Silica, 5 p, 250 x 10600 mm

SphereClone (Phenomenex)

FC 120

Thermo Scientific
Labconco

Sanyo (Lab cool)
CEDCO, serie 1500
Sanyo, serie MIR 263
Synergy HT - Biotek
Labconco, FZ-12 Plus
Corning Lambda
Corning Lambda
Barnstead Thermoline
Buchi R210
Cole-Parmer polysat

Savant

Agilent, Series 1100



35

Espectrofotometro Ultravioleta

Espectrometro de Masas, equipado con una fuente de
ionizacién quimica a presién atmosférica (APCI), un

analizador y detector de iones.

Espectrometro de Resonancia Magnética Nuclear, el
equipo cuenta con una frecuencia de observacién de 400
MHz para los ntcieos de hidrogeno ('H) y 100 MHz para

los nucleos de carbono (1>C).

SISTEMA DE BIBLIOTECAS PE UA
UNIVERSIDAD DE PANAMA

“«q. (SIBIUP) &~

Shimadzu, UV-2401 PC

Jeol, IMS-LCMate

Jeol Eclipse 400 MHz

High Resolution FT



5. METODOLOGIA
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5.1. Preparacioén de soluciones, medios de cultivos e inoculos bacterianos y fiingicos
5.1.1. Soluciones

Durante este proyecto de investigacion se prepararon las siguientes soluciones.

Solucién salina (NaCl 0.85%)

Cristales de cloruro de sodio (NaCl) 85¢g

Agua destilada 1L

Soluciéon 0.5 McFarland

Cloruro de bario (BaCl,) 1% 0.05L
Acido sulfirico (H2S04) 1% 995L
5.1.2. Medios de Cultivo

Durante este estudio fueron utilizados diferentes medios de cultivos para el crecimiento
de bacterias y hongos. A menos que se especifique algo distinto, estos medios fueron
preparados en matraces Erlenmeyer de 2 L, calentados y agitados en un plato caliente con
ayuda de un agitador magnético hasta ebullicién, luego fueron autoclavados por 15
minutos a 121°C/151bs/plg’.

En el caso de los medios de cultivo s6lidos, se les agreg6 agar antes de ser autoclavados.
Se dejaron atemperar en un bafio Maria a 45-55°C durante 20-30 minutos, y por ultimo se
sirvieron en platos Petri (96 x 16 mm) con un tamafio aproximado de 4 mm de
profundidad dentro de la camara de flujo laminar y se dejaron secar con la tapa cerrada

por 4 horas.
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. Medios de cultivos para bacterias

Los siguientes medios fueron empleados para el cultivo de bacterias.

M1
Almidén 10 g
Extracto de levadura 4¢
Peptona 2g
Agar 18¢
Agua marina 1L
Luria Bertani (LB)
Luria Bertani 20 g
Agar 15¢g
Agua destilada 1L
Miieller-Hinton Broth (MHB)
Miielier-Hinton 21g
Agua destilada 160 mL

Se calienta suavemente empleando un plato caliente y posteriormente se ajusta el pH a

7.3:0.1 (con NaOH 0.1 N o HC1 0.1 N).
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Agar Marino (AM)
Marine Broth 374¢
Agar 15g
Agua destilada 1L
® Medios para el cultive de honges
Se emplearon los siguientes medios de cultivos para el crecimiento de hongos.
Agar Extracto de Malta (EM)

Extracto de Malta 15¢
Agar 18¢g
Agua destilada 2¢g

Agar Miieller-Hinton sumplementado con glucosa al 2% (MHG)
Miieller-Hinton Broth 2l g
Agar 18 ¢
Agua destilada 1L
Glucosa 20g
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Agar Peptone Yeast Glucose (PYG)

Peptona

Extracto de levadura
Glucosa

Agar

Agua Marina

5.1.3. Indculos bacteriano y fiingico

a. Suspensién bacteriana 1x10* UFC/mL

125¢g

125¢g

18¢

1L

¢ Las bacterias se cultivaron en platos de agar con medios de cultivo adecuados (M1

para bactenas mannas y LB para bactenas patdégenas blanco) y se incubaron a 37°C

durante 18-24 horas

e Con la ayuda de hisopos estériles, se tomaron suficientes colonias de platos del paso

anterior y se agregaron en tubos de ensayos contemendo 10 mL de solucién salina

0.85% para preparar una suspension bactenana, con una turbiedad equivalente al

estandar 0.5 McFarland.

b. Suspensién de esporas 1-5 x 10° UFC/mL

¢ De acuerdo con la tasa de crecimiento de la especie de hongo, se preparé el cultivo

de 5 a 7 dias a una temperatura de 30 °C en platos de agar de EM. Este crecimiento

previo induce la formaci6n de conidias o esporanglosporas.
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e Con la ayuda de un asa de cultivo descartable empapado de glicerol al 99%, se
tomaron las conidias para posteriormente resuspenderlas en tubos de plastico de 15
ml contemuendo 6 mL de solucién salina al 0.85%.

e Se dej6é sedimentar las particulas durante 3-5 minutos y se transfiri6 el sobrenadante

a otro tubo de 1gual capacidad y se agité vigorosamente durante 15 segundos.

¢ En el espectrofotdmetro se midié la densidad dptica (DO) de la suspesnion a 530 nm

Esta suspensidén debe encontrarse a una DO entre 0.09-0.11 (Cantoén et al., 2007).

5.2. Colecta, aislamiento e identificacién de microorganismos

En el marco del proyecto ICBG para la busqueda y conservaciéon de la biodiversidad de
hongos endbfitos y bacterias provenientes de fuentes terrestres y marinas con potencial
actividad biolégica, se han realizado diferentes expediciones en 4reas seleccionadas del
territornio  panameiio. Estos trabajos fueron ejecutados en conjunto por expertos
profesionales del Laboratorio de Microbiologia del Centro de Biodiversidad y
Descubrimiento de Drogas de INDICASAT-AIP y de! Instituto Smithsonian de
Investigaciones Tropicales.

A continuacion se describe brevemente el proceso de recoleccién, aislamiento e

identificacion de los microorganismos objeto de este estudio de investigacion.
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5.2.1. Bacterias asociadas a invertebrados marinos
e Colecta

Se realizaron giras de campo en el Pacifico y Caribe de Panam4 para la recoleccion de
especies de invertebrados marinos y sus microorganismos asociados. Las recolecciones se
efectuaron mediante buceo con aire comprimido (SCUBA) o mediante snorkeling, segan
fue necesario. Una parte del invertebrado fue utilizado para el aislamiento bacteriano
otra parte se conservé como referencia para la identificaciéon taxonémica.

. Aislamiento bacteriane
Para el aislamiento bacteriano, los invertebrados marinos recolectados fueron lavados con
agua marina estéril, para remover las bacterias pobremente adheridas. Luego,
asépticamente, se separ6é una porcién del mucus y otra de tejido (el cual fue macerado
con agua marina estérif). Ambas porciones se extendieron sobre placas de agar con
diferentes nutrientes (LB, M1, M2 y M3). Estas placas fueron incubadas y monitoreadas
a temperatura ambiente por 3 meses.
Las colonias bacterianas que crecieron fueron sembradas en nuevas placas de agar para su
purificacidn. Este proceso se repitié varias veces hasta que se adquirieron colonias puras.

Cada colonia fue criopreservada (-80°C) en caldo de cultivo con glicerol al 10%.

. Identificacién

Las bacterias aisladas fueron identificadas empleando analisis morfolégicos y

caracterizacion molecular mediante secuenciacion del gen ARNr 168,
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5.2.2. Hongos endéfitos

. Colecta
Diferentes expediciones fueron efectuadas en distintos bosques hiimedos tropicales de la
Repiiblica de Panamé para la recoleccion de plantas y hongos endé6fitos asociados. Para
tal propdsito, se¢ recolectaron muestras de tejido vegetal de plantas que incluyeron hojas
sanas y pequefios trozos de ramas jovenes.

. Aislamiento

Los aislamientos de hongos endofitos se realizaron a partir de segmentos de los érganos
vegetales colectados. Estos segmentos de Organos se someticron al proceso de
esterilizacion para eliminar colonizadores superficiales. Posteriormente, s¢ incubaron en
platos con diferentes medios nutritivos (EM, agar Papa-dextrosa), a temperatura ambiente
y con fuente de luz natural. Para la purificacion y mantenimiento de todos los
aislamientos, los hongos fueron transferidos a otros platos cada 3 semanas. En el
laboratorio de hongos, las muestras s¢ desinfectaron y s¢ pusieron a crecer en una placa
Petri mediante un protocolo de cultivo establecido. Se llevo a cabo una descripcién

morfologica de los aislamientos obtenidos.

) Identificacién

Los hongos aislados fucron analizados mediante taxonomia molecular. El primer paso
consistié en la extraccion del ADN mediante un protocolo estiandar. Posteriormente, €l
ADN se amplificé mediante PCR, los productos se clonaron y se identificaron mediante

la técnica de andlisis del polimorfisino en la longitud de los fragmentos de restriccién



44

(RFPL) de las regiones ITS (espaciador transcrito interno) 5.8 S. Las secuencias
obtenidas se analizaron mediante la comparacién con bases de datos taxondémicas

especializadas
5.3. Fermentacion de microorganismos en gran escala

Con el objetivo de evaluar la actividad biologica potencial de la interaccién de estos
microorganismos, se preparé tanto el cultivo individual y cocultivo de la bacteria marina
(GA0204) y los hongos end6fitos (FO075 y F2803) en medio liquido y sélido utilizando
como sustrato caldo y agar de M1, respectivamente. Los cultivos individuales fueron

utilizados como controles.
5.3.1. Cocuitivos en medio liquido

Se prepararon 24 matraces Erlenmeyer de 500 ml. con 250 mlL. medio de cultivo liquido
M1. Posteriormente fueron autoclavades por 15 minutos a 121°C/151bs/plg?.

A continuacion, los matraces fueron inoculades con 100 ul. de suspension bacteriana 0.5
McFartand (1x10® UFC, ver secci6n 5.1.3.) y con la mitad del contenido de un plato Petri
con agar de EM conteniendo las esporangiosporas cultivadas con 5-7 dias de anterioridad

(ver seccién 5.1.3.), conforme al siguiente cuadro:

Cuadro 5.1. Esquema de inoculacion de cultivos individuales y cocultivos en medio liguido.

Erlenmeyer No. de Suspensién
Erlenmeyers bacteriana (100 uL) ¢ EM)
Cocultivo 2 , o J T
Control Bacteriano ‘ » o
Control fingico 2 o
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Posteriormente, los matraces fueron incubados en un agitador orbital a 200 rpm durante
10 dias a temperatura ambiente. Una vez culminado este periodo, se inspecciond el color

de los medios de cultivos.

§8.3.2. Cocultivos en medio sélido

La bacteria marina (Pseudoalteromonas sp.) y Aspergillus fumigatus fueron inoculados
en 120 platos Petri de 145 x 20 mm con agar M! empleando 4 diferentes técnicas de

rayado conforme a la figura 5.1.

7 — ~N
Coatrol bacteriano

3 4 Control fingico

Disco de 6 mm de diametre de agar de EM con csporas % Suspensién bacteriana 0.5 McFarland

Comulo de bacteria marina % Suspensién de esporas 1-5.0 x 10° UFC/ml /!

Figura S.1. Esquema de inoculacién de cultivos en medio sélido.

Se inocularon 25 platos por cada técnica de rayado y 10 platos por cada cultivo

individual.



Los platos Petri fieron incubados a temperatura ambiente en ausencia de luz durante 15

dias. Durante este periodo se inspeccioné la apariencia de los cultivos.

5.4. Extraccién de los cocultivos

Para extraer los compuestos activos se utilizé acetato de etilo (EtOAc) como disolvente

Organico.

5.4.1, Cocultives en medio liquido

¢ Se utiliz6 la técnica de extraccion liquido-liquido. Para ello el contenido de cada uno
de los matraces se extrajo tres veces con igual volumen de EtOAc en un embudo de
separacién de 2 L.

e Los extractos organicos fueron lavados con agua destilada en una proporcién 1:1
para eliminar restos del medio de cultivo.

o El extracto resultante se concentrd al vacio (bajo presion reducida) wutilizando un
evaporador rotatorio hasta obtener un extracto crudo seco.

5.4.2. Cecuitives en medio solide

Se empleé el proceso de extraccién sdlido-liquido o maceracién.

Una vez transcurrido el periodo de incubacién, el medio de cultivo se procedié a cortar en

cuadros de aproximadamente 1 cm de longitud y, posteriormente, se deshidrataron en el

liofilizador durante 3 dias.

Una vez obtenido el agar seco, se coloco el equivalente a 25 platos en un vaso quimico de

1 Ly seleagregéd suficiente EtOAc para cubrir toda la muestra.

Por un periodo de siete dias, se reemplazé el EtOAc cada 24 horas.
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Se conservé la fase organica y se concentr$ al vacio mediante un evaporador rotatoric

hasta obtener un extracto seco.

5.5. Fraccionamiento por extraccion en fase sélida (EFS)

Los extractos crudos secos se fraccionaron empleando cartuchos de extraccién en fase
sélida (EFS) de fase reversa (C18). Para ¢llo, la muestra fue eluida utilizando un
gradiente escalonado de Metanol:Agua para obtener las fracciones A-F (Cuadro 5.2). Los
componentes del extracto crudo fueron separados por su polaridad para obtener
fracciones menos complejas.

Cuadro 5.2. Fraccionamiento por extraccion en fase sélida (EFS).

Volumen de fase mévil (mL)

Polaridad Fraccién Porcentaje de " Cartuchos de 1 g Cartuchosde 10 g
Metanol (%) (25-100 mg de (500 a 1000 mg de
extracto crudo) extracto crudo)
Activacion 100
Acondicionamiento 20 10 100
A 20
ko
=t
§ B 20
2
~ C 60
)
2 D 30 6 100
% E 100
8
g F 100
=
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5.6. Evaluacion de la actividad biolégica

5.6.1.

tropicales

Bioensayos anticancerigenos y contfra enfermedades causadas por pardsitos

La evaluacién de los extractos, fracciones y compuestos puros, en cuanto a sus

propiedades anticancerigenas y contra los parasitos protozoarios responsables de la

enfermedad de Chagas, malaria y leishmaniasis, fue realizada mediante los protocolos

establecidos por ICBG Panam4, Programa Asociado 2 (AP2) en los laboratorios del

Centro de Biologia Celular y Molecular de Enfermedades de INDICASAT-AIP. En el

cuadro 5.3 se detallan los parémetros de los bioensayos.

Cuadre 5.3. Pardmetros de los ensayos anticancerigeno y antiparasitarios

Bioensayo
Parametros |  Cincer Enfermedad Malaria | Leishmaniasis
de Chagas ) L
Linea MCF-7 T cruzi P. falciparum L. donovani
celular/parasito
Control positivo | Adriamicina Nifurtimox Cloroquina | Anfotericina B ,
Punto de Corte C<25% IC> 50% 1C> 70% IC> 70%
Tipo de ensayo | Colorimétrico | Colorimétrico | Fluorométrico | Fluorométrico .

C: Crecimiento, IC: lnhibicién de crecimiento.

Los cuatro bioensayos antes descritos constan de dos modalidades:
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¢ Screening’ Se utihza una concentracién de 10 pg/ml del extracto, fracciones y
compuestos puros

e ICsp: Se emplean 4 concentraciones (10, 2, 0.4, 008 pg/mL) de los compuestos
puros que demostraron actividad bioldgica en el screening Se consideran activas

aquellas muestras que posean un 1Csp <10 pg/mL

Se realizo un ensayo adicional para determinar la citotoxicidad de los compuestos puros
utilizando la linea celular Vero (células epiteliales de rifion de mono verde africano del

género Chlorocebus)

5.6.2. Bioensayos antimicrobianos

a. Evaluacién de la actividad antibacteriana

Para el descubnmiento cie compuestos antibacterianos, fue utihizado el ensayo basado en
el Método de Microdilupxén para ¢l Screeming de Productos Naturales contra bacterias
(Zgoda y Porter, 2001). Se evalué ¢l efecto antimicrobiano contra las bacterias ATCC

Staphylococcus aureus, Escherichia col, Acinetobacter baumannu, Pseudomonas
aeruginosa, Candida albicans y las bactenas blanco Staphylococcus sp, Bacillus sp

Enterobacter sp (2) y Vibrio sp, las cuales fucron aisladas € identuficadas mediante
secuenciacién del gen ARNr 16 S

Los extractos, fracciones y compuestos puros fueron ensayados a una concentracion
estandar de 100 mg/mL. En términos generales, el plato de 96 pocillos fue preparado
dispensando en cada uno 95 pL de agua esténl, 80 uL de medio de cultivo Mueller-

Hinton Broth (ver seccién 5.12), 20 pL del in6culo bacteriano con una turbiedad

equivalente al estandar 0.5 McFarland (ver seccion 5.1.1) y 5 pL de extracto disuelto en
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DMSO, a una concentracion de 4 pg/ul., para obtener un volumen final de 200 uL por

pocillo.

En este ensayo se incluyeron los siguientes controles: control de color (agua, medio de
cultivo y muestra disuelta en DMSO), control positivo (agua, medio, indculo,
cloranfenicol disuelto en DMSO), control negativo (agua, medio de cultivo, indculo y
DMSO) y control de esterilidad (agua, medio de cultivo y DMSO).

En el cuadro 5.4 y figura 5.2 se detallan la preparacién y distribucién de muestras y
controles en el plato de 96 pocillos.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

G

H

\
. ~

Figura 5.2. Configuracion del plato de 96 pocillos para el ensayo antibacteriano de
microdilucién. Distribucién de muestras y controles: . | uestra #1 Y uestras #2
D Control de color L__] Control positivo [ Control negativo L] Control de

esterilidad.
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Cuadro 5.4. Preparacién del plato de 96 pocillos para el ensayo antibacteriano

Ensayo antibacteriano y controles )
Reactivos Bioensayo | C de color C C C de
positivo negativo esterilidad

1. Agua 95 100 95 95 100

2 Medio de 80 95 80 80 95
cultivo

3 Inéculo 20 20 20 -
bacteriano

4  Solucién 5 5 - -
muestra

5. Solucién - - 5 - -
antibidtica

6 DMSO - 5 5

El contenido de cada pocillo fue mezclado con la ayuda de una micropipeta multicanal y
el plato de microdilucién fue incubado durante 18 horas a 37°C

El crecimiento de los microorganismos fue determinado por la absorbancia a 750 nm en
un lector de microplacas. Antes de realizar las lecturas, el contenido de todos los pocillos
fue mezclado con una micropipeta multicanal para resuspender las células agrupadas en
el fondo de los pocillos.

El porcentaje de inhibicion de crecimiento (%IC) se calculdé mediante la sigmente

formula:

wic DO Control Negatwvo Corregida— DO Muestra Corredida 100
? DO Control Negativo Corregida *

DO Controf Negativo Corregida=DO Control Negativo-DO Control de esterifidad
DO Muestra Corregrda=D0 muestra-DO Control de color
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b. Evaluacién de la actividad antifingica

La evaluacion de la actividad antifingica se determiné mediante el método de difusién de

disco (Tarman et al., 2011; Saikot et al., 2012, Fakruddin et al., 2012; Peman et al.,

2007). Para lo lograr este objetivo, se utilizaron los hongos endéfitos Aspergillus

SJumigatus y Emericella unguis.

A continuacién se detalla el procedimiento utilizado (ver figura 5.3):

e Se sumergié un hisopo estéril en una suspension de las esporas del hongo con un DO
entre 0.09-0.11 (1-5.0 x 10° UFC/mL) y se retir6 el exceso de liquido rozando la
punta del hisopo con las paredes del tubo que contiene esta suspension.

e Se sembraron las esporas rayando los platos de agar Miieller-Hinton suplementado
con glucosa al 2% (MHG) uniformemente y se dej6é secar por espacio de 3-5
minutos.

e Los extractos fueron inoculados en discos de papel filtro Whatman #1 de 6 mm de

didmetro, utilizando la concentracion final de las muestras segin el siguiente cuadro:

Cuadro 5.5. Preparacion de discos para el ensayo aatifingico.

Tipo de muestra Rango segin referencias ' Concentracion para screenning
bibliograficas (ug/disco) (pg/disco)
Extractos y fracciones 100-2000 400
Producto purificado 30-50 50
Cicloheximida (Control Positivo) 30-50 56

e Seaplicaron los discos en el centro de los platos y se dejaron reposar por 10 minutos.

¢ Los platos se incubaron a 30 °C durante 48 horas.



las 48 horas, se re-incubaron y leyeron a las 72 horas.

Se revisé el crecimiento diariamente. Si no hubo suficiente crecimiento en los platos a

Se midi6 el halo de inhibicion donde se produjo una reduccién importante del

crecimiento. La presencia de micro colonias en el borde del halo de inhibicién o de

colonias grandes en el interior del halo fueron ignoradas.

/
Ll
1
Suspensién de esporas con Semb MHG
una DO entre 0.09-0.11 embrar en
Se incuba a 30°C
durante 48 horas
Se coloca el disco Se mide el bhalo de
impregnado con la muestra inhibicién
N

7/

Figura 5.3. Flyjograma de trabajo para la preparacion del ensayo antifungico de difusién

por disco.
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5.7. Purificacién de fracciones por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia
(HPLC)

La purificacion de los metabolitos secundarios fue dirigida por la actividad biolégica
obtenida, d¢ modo que aquellas fracciones activas contra céncer, enfermedades
tropicales, bacterias y hongos blancos fueron sometidas a purificacién por cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPLC). Para ello se utilizé un cromatégrafo liquido con una
columna de fase normal semipreparativa de silica gel y una fase mévil compuesta por
hexano y acetato de etilo. Se utilizaron condiciones cromatograficas estindar para la
purificacién de las fracciones activas conforme al cuadro 5.6.

Cuadro 5.6. Condiciones cromatograficas estindar para la purificacion de fracciones activas

Pardmetro Condicién Cromatogrifica
Columna Cromatografica SphereClone 54 S a (Phenomenex), 250 x 1000 mm
Cromatégrafo Agilent 1100 Series, equipado con detector de arreglo de diodos
Flujo 1.0 mL/min
Volumen de inyeccitn 50 ul. (3 mp/ul.)
Longitud de onda 254 y 280 nm

Temperatura de la columna Temperatura ambiente

Fase movil Hexano: Acetato de etilo (A:B)
Gradiente de elucién Tierapo (min) A (%) B (%)
0 100 0
75 0 100
120 0 100
125 100 0
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Los picos cromatograficos fueron recolectados, llevados a sequedad, rotulados y

almacenados a 4°C.

5.8. Elucidacién estructural de compuestos

La estructura quimica de los compuestos purnificados fue determinada mediante los datos de

Espectrometria de Masas (MS) y Espectroscopia de Resonancta Magnética Nuclear (RMN).

e Espectrometria de Masas

Los espectros de masas (alta y baja resolucién) fueron obtenidos por analisis directo en
un espectrémetro de masas modelo JMS-LCMate, Jeol. Este equipo cuenta con una
fuente de 10nizacién quimica a presién atmosférica (APCI) y se utilizd en modo de
iomzacién positiva (+). Ademas, se uso nitrogeno (N;) como gas de nebulizacion y

polietilenglicol como estandar de calibracion.

e Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los espectros de RMN fueron adquindos en el equipo JEOL Eclipse 400 MHz, usando
tetrametilsilano (TMS) como referencia de desplazamiento quimico Los espectros fueron
registrados en Cloroformo deuterado (CDCls), usando como referencia las sefiales de solvente a
7 26 para protén y 77 0 para carbono

Se reahizaron los siguientes experimentos-
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Cuadro 5.7. Experimentos de Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

Ex—perimentoiﬁ Tipo de Experimento Utilidad
Protén (H) - > | Tipos de protones
Carbono (°C) 1 " | Tipos de carbonos
TH - ™TH COSY (Correlation 2D | Determina  acoplamientos
spectroscopy) proton-protén
H - “C HSQC (Heteronuclear 2D Provee la correlacién entre
Single Quantum Coherence ) un carbono y sus protones

enlazados directamente

'H - ®C HMBC (Heteronuclear 2D Determina la correlacién
Multiple Bond Correlation) entre protones y carbonos
separados uno de otro por

dos o tres enlaces quimicos.

Los datos de adquisicion fueron procesados en un ordenador utilizando los programas
Delta (Jeol, USA) y ACD LABS 12.0/ NMR Processor (Advanced Chemistry

Development).

e Determinacién estructural de los compuestos bioactivos

Empleando los datos de espectrometria de masas, espectroscopia de resonancia magnética
nuclear y con la ayuda de las bases de datos de productos naturales MarinLit vy
AntiMarin (disponibles en INDICASAT-AIP), se determind las estructuras quimicas de

los compuestos activos con un elevado grado de pureza.



6. RESULTADOS Y DISCUSION



6.1. Colecta, aislamiento e identificacién de micreorganismeos

6.1.1. Pseudoalteromonas sp. (GA204)

En la expedicion del 6 de octubre de 2009 en Punta Galeta, provincia de Colén (Atlantico
Panamefio), se recolectd una serie de invertebrados marinos que fueron sometidos a trabajos
taxonémicos para su caracterizacién. Entre los ejemplares identificados se encontré el coral
Muriceopsis bayeriana (Figura 6.1). Este espécimen pertenece a la familia de los
Plexawridae y se caracteriza por ser de color amarillo, poco tupido, con ramas
secundarias alrededor de las ramas principales, con pélipos dispersos al azar en todas

partes y con una abundante capa de mucopolisacaridos.

Figura 6.1. Muriceopsis bayeriana.

Diferentes bacterias marinas asociadas al coral Muriceopsis bayeriana fueron purificadas.
La bacteria GA204 fue aislada de la capa mucopolisacirida de este coral y,

posteriormente, identificada como Pseudoalteromonas sp. (Figura 6.2).

58
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Figura 6.2. Pseudoalteromonas sp. (GA204).

6.1.2. Aspergillus fumigatus (F0075) y Emericella unguis (F2803)

Los hongos endéfitos utilizados en este trabajo de investigacién fueron aislados de
plantas de bosques tropicales panamefios e identificados por expertos profesionales del
Instituto Smithsonian de Investigaciones Tropicales (STRI). Aspergillus fumigatus
(F0075) se obtuvo de hojas maduras de Guarea sp. (Meliaceae) colectadas en el
Monumento Natural Barro Colorado, provincia de Panamé en enero de 1998. Emericella
unguis (F2803) fue obtenido de hojas maduras de Homolepis aturensis {Poaceae)
colectado en la provincia de Colén en marzo de 2008 (ver figura 6.3). Estos

microorganismos fueron donados por la Dra. Sarah Higginbotham del ICBG.



parel

Figura 6.3. Hongos end6fitos y plantas hospederas (A) Guarea sp. (B) Aspergiilus fumigatus (C)

Homolepis aturensis (D) Emericella unguis.

6.2. Fermentacién, extracciéon y fraccionamiento de los cultives en medio liquido y

sélido

6.2.1. Fermentacién

a. Cultivos en medio liquido

Una vez transcurrido el periodo de incubacién, el contenido de los matraces de los
controles (cultivos individuales) y cocultivos fue inspeccionado. Los controles de
Pseudoalteromonas sp. se caracterizaron por presentar un color amarillo intenso,

mientras que los controles de 4. fumigatus y E. unguis eran de color verde olivo oscuro y
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chocolate, respectivamente. Los cocultivos eran de color amarillo muy similares al
cultivo individual de la bacteria marina. A simple vista se hizo evidente la inhibicién de
crecimiento de los hongos endofitos en presencia de Pseudoalteromonas sp. En la figura
6.4 se presentan las imégenes de la fermentacion de los microorganismos en los medios

de cultivos liquidos antes mencionados.

’

Figura 6.4. Fermentacion de microorganismos en medio de cultivo Yquido. (A) Pseudoalteromonas sp.
(B) Aspergillus fumigatus (C) Pseudoalteromonas sp. vs. Aspergillus fumigatus (D) Pseudoalteromonas sp.

(E) Emericella unguis (F) Pseudoalteromonas sp. vs. Emericella unguis.
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b. Cultivos en medio solido

En la figura 6.5 se presenta una recopilacién cronolégica del comportamiento del
cocultivo de Pseudoalteromonas sp. y A. fumigatus en medio s6lido. Durante los tres
primeros dfas de incubacion fueron evidentes grandes halos de inhibicién del crecimiento
del hongo alrededor de las colonias de la bacteria marina. No obstante, a partir del cuarto

dia, el 4. fumigatus crecié sin limitaciones, incluso sobre las colonias bacterianas.

1 dia 2 dfas 3 dias

4 dias 8 dias 15 dias

Figura 6.5. Descripcién cronoldgica del cocutivo de Pseudoaiteromonas sp. y Aspergillus fumigatus en
medio sélido.

6.2.2. Extraccién y fraccionamiento

Los metabolitos secundarios producidos durante la fermentacion de los microorganismos

fueron extraidos con acetato de etilo mediante una extraccion liquido-liquido para los



63

cultivos en medio liquido y maceracién para los cultivos en medio soélido.
Posteriormente, se concentraron los extractos con ayuda de un evaporador rotatorio bajc
presion reducida hasta obtener un extracto crudo y seco. Por Gitimo, el extracto crudo fue
sometido a una extraccién en fase sélida (EFS) con un cartucho de C18 para obtener

fracciones menos complejas (ver figura 6.6).

Figura 6.6. Extraccién y fraccionamiento de los cultivos en medio liquido y sélido (A) Extraccion liquido-
liquido dei medio de cultivo liquido (B) Liofilizacién del medio de cultivo sélido (C) Extraccion sélido-
liquido (maceracién) del medio de cultivo sélido (D) Fraccionamiento mediante extraccitn en fase sélida
(EFS) (E) Concentractén del Extracto (F) Extracto crudo y seco.

La asignacion de los codigos de identificacion, asi como el rendimiento de los extractos y

fracciones de los cultivos en medio liquido y solido se presentan a en los cuadros 6.1 y
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6 2, respectivamente En general, se obtuvieron seis fracciones (A-F) de los cocultivos y

cinco fracciones (A-E) de los cultivos individuales.

Cuadro 6.1, Fraccionamiento de cultivos en medio liqudo

Masa obtemida por cultivo (mg)
500 mL de medio de cultivo 5000 mL de medio de cultive

Fracciones | GLO211 | GL0O271 | GLO272 GL0278 GLO0278-2 GL0279 GL0279-2
Crudo 28,7 1121 85,1 2973 3908 240.6 296,7

(A) 1,0 4,2 4,9 55,9 53,5 33,6 47,9

(B) 36 | 271 | 43 | 56,5 138,3 34,7 59,3

() 1,3 22,8 1,6 25,6 35,6 28,7 75,4

(D) 1 31,9 10,5 85,2 720 | 1a 27.6

(E) 172 229 4.8 56,9 37,6 24.9 80,3

0 3] 40,0 2.9 6.2

GLO211 Pseudoalteromonas sp, GL0271 A fumigatus, GL0272 Emeriwcella unguis, GLO278 Pseudoalteromonas
sp vs A fumgatus, GLO279 Pseudoalteromonas sp vs E unguis

Cuadro 6.2. Fraccionamiento de cultivos en medio s6lido

Masa obtenida por cultivo (mg)
10 platos 25 platos
Fracciones | GIA211MS | GLO271MS | GLO278 MS (1) ' GLD278 MS (2) | GLOZI8 MS (3) | GLO278 MS (4)
Crudo 6.5 3118 65,7 552.3 749.7 10166
(A) 34,4 66,7 3483 1232 219,6 259,9
(B) 144 45,8 102,9 183.4 127,1 59,4
© 14 49,6 373 42,3 363 439
) 32 285 30,6 281 30,1 3427
(E) 19,5 1782 86,7 n2 1476 1182
[05) 34 64 94 35 [ 20,1 T 48

GLO211 MS Pseudoalteromonas sp, GLO271 MS A fumigatus, GL0278 MS (1-4) Pseudoalteromonas sp vs A

Sumigatus
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6.3. Purificacién y actividad biolégica de los extractos

La purificacidn de los metabolitos secundanos se llevo a cabo mediante fraccionamiento
biodirigido El esquema de purnificacion de las fracciones activas y los resultados en los
bioensayos anttcancerigenos y contra parasitos de enfermedades tropicales se detallan en
las figuras 6.7 a 6 14. También se incluye la purificacion de compuestos, que a pesar de
ser mactivos frente a los bioensayos disponibles en el laboratorio, presentaban espectros
de protones que 1indicaban la presencia de estructuras quimicas interesantes.

Las fracciones activas se sometieron a purficacion por HPLC en columna
semipreparativa en fase normal, utilizando un gradiente lineal de una fase mévil
compuesta por hexano y acetato de etilo por 120 minutos, a un flujo constante de 1.0
mL/min, empleando una longitud de onda de 280 mn

La fraccidon B del cocultivo GL0278 (figuras 6.7 y 6 8) resulté muy activa contra céncer
(22 7% C) De esta fracci6n se purificaron cuatro compuestos: GL0278 B P6 fue el
responsable de la actividad anticancerigena (0.2% C); GL0278 B PS5, que inhibid el
crecimiento Staphylococcus sp , Enterobacter sp y Vibrio sp; y por tlumo GL0278 B

P7 y GL0278 B P10 que fueron inactivos frente a los bioensayos realizados
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BPLC
Hx AcOE2

Gl B PS
'8
S, M
Ewp 6N
Vap Anw

S.sp.: Stophylococcus sp., B.sp: Enterobacter sp., V sp.. Vibrio sp.

Figura 6.7. Esquema de purificacién del extracto crudo del cocuitivo de Pseudoalteromonas sp. vs.

Aspergillus fumigatus (GLO278) fermentado ez medio liquido M1.

DAD! E. §ig=280, 1 Ref080, 100 (ANDRES RIVERAVGL0276R0000050)
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1000 <
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Figara 6.8. Cromatograma de HPLC para la purificacién de la fracciéon GL0278 B.
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Por otro lado, la fraccién C del cocultivo GL0279 (figuras 6.9 y 6.10) mostré actividad
contra cancer (2.1% C), Chagas (79.5 % IC) y leishmaniasis (78.3% IC). Se purificé ¢l
compuesto GL0279 C P3 (responsable de la actividad bioldgica de la fraccién C) y los
compuestos inactivos GL0279 C P2, GL0279 C P4 y GL0279 C P5.

Fraccién
Peso (mg)
Activided

K¥S(C18)
MOk Agoe

v L] A d L

@asmen
L D]

Figura 6.9. Esquema de purificacién del extracto crudo del cocultivo de Pseudoalteromonas sp. vs.
Emericella unguis (GL0279) fermentado en medio liquido M1.

DAD! €, S¢r-260.16 Ref=360,100 (ANDRES RVERAGLIZIOCINNCH 0) - #3
N

Al 73
W-
1200
'mf P4 Ps
3 3
80
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L \ q
200 - I g
P oM
| 0 - v
) e . e e T v ¥y 1 Ty 1 v
% & & 8 10 2!

Figura 6.16. Cromatograma de HPLC para la purificacion de la fraccién GL0279 C.
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La fraccién C del cocultivo GL0279-2 (figuras 6.11 y 6.12) fue moderadamente activa
contra cancer (38.4% C). De esta fraccion se purificaron tres compuestos: el compuesto
GL0279-2 C PS, activo contra céncer (0.2% C), Chagas (82.2% IC), leishmaniasis
(63.1% IC) y malaria (88.4% IC) y los compuestos inactivos GL0279-2 C P3 y GL0279-
2 C P6. Ademss, se aislaron los compuestos GL0279-2 C P2 (0.2 mg) y GL0279-2 C

P4 (0.2 mg) activos contra malaria (76.2% IC) y leishmaniasis (69.7% IC),

respectivamente.
¢ 2 Peso (;:;)
296,7 Actividad
EF3(C1H)
MeOR:Agus
754
Cdncer 38. 6% C
J—
I HeAOR

Figura 6.11. Esquema de purificacion del extracto crudo del cocultivo de Pseudoalteromonas sp. vs.
Emericella unguis (GL0279-2) fermentado en medio liquido M1.
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Figora 6.12. Cromatogramaa.HPLC para la pTriﬁcacién de la fraccién GL0279-2 C.

Por otro lado, no se obtuvieron fracciones activas de los cocultivos en medio sélido. Sin
embargo fueron aislados los compuestos inactivos GLO278 MS 1 CP 5y GL0278 MS 1

CP6.

S

©
$.3

Figara 6.13. Esquema de purificacién del extracto crude del cocultive de Pseudoalteromonas sp. vs.
Aspergillus fumigatus (GL.0278 MS 1) fermentado en medio sélido M1.
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Figura 6.14. Cromatograma de HPLC para la purificacién de la fraccién GL0O278 MS 1 C.

Es muy importante destacar que solo se obtuvieron fracciones activas procedentes de los
cocultivos y no asi de los cultivos individuales. Esto es una clara evidencia de que los
microorganismos sujetos de este estudio no expresaron una o varias rutas metabolicas
para la biosintesis de metabolitos secundarios activos cuando se¢ cultivaron
individualmente bajo condiciones estandares de laboratorio. Por lo tanto, la fermentacion
mixta de estos microorganismos sugiere una interaccion que estimula mecanismos de
defensa que resultan en produccion de compuestos bioactivos.

La evaluacion de los tiempos de retencion en los cromatogramas de HPLC, espectros de
'H-RMN, BC-RMN y de masas de alta resolucion demostré que varios de los compuestos

purificados procedentes de los diversos co-cultivos se trataban de la misma entidad
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quimica {ver apéndice 10.2). El cuadro 6.3 detalla que se purificaron 5 compuestos en
total. El compuesto 1 responsable de la actividad bioldgica contra cancer, leishmaniasis,
Chagas y malaria, fue aislado del cocultivo de Pseudoalteromonas sp. con ambos hongos
endofitos (4. fumigatus y E. unguis) en medio liquido. Los compuestos 2 y 3 solamente
se obtuvieron de los cocultivos en medio liguido, en tanto que los compuestos 4 y 5 se

aislaron de ambos cocultivos en medio liquido y sélido.

Cuadro 6.3. Metabolitos secundarios aislados de cocultivos en medio liquido y sélido.

Cocdlfivad ™
_omg:uatq@limico Cédigo de Cualtivo Masa (mg) A
GL0O278 B P6 0.5 ¥ - -
Compuesto | GL0279 CP3 2.2 - J J -
GL0279-2P5 25 J J -
GL0278 B P10 0.7 J J -
Compuesto 2 GL0279 C P5 1.4 - J J -
GL0278 B P5 3.8 / - J -
Compuesto 3 GL0279 C Pl 0.3 - 4 J -
GL0279-2 CP3 0.6 - J J -
GL0279-2 C P6 2.9 - J - -
Compuesto 4 GL0278 MS 1 C P5 2.8 J i J
|
GL0278 BP7 2.3 ¥ - -
Compueste 5 GL0279 C P4 0.8 - J I / -
GL0278 MS 1 CP6 1.0 J - ‘ - J

A: Pseudoalteromonas sp. vs. 4. fustigatus, B: Pseudoalterononas sp. vs. E. unguis, ML. Medio liquido, MS:
Medio sélido.
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6.4. Elucidacion estructural de los compuestos

6.4.1. Compuesto 1

El compuesto 1 fue aislado como un polvo de color ligeramente amarillo. En la figura
6.15 se presenta su espectro de masas de alta resolucién (HRMS APCIY), en el cual se
distingue una sefial correspondiente a la formula molecular Cy3HaN205S, ([M+H]"
observado 327.0343 m/z; calculado para 327.0473 m/z). También se aprecia una sefial a
263.0799 m/z, que representa el pico base. Este patron de fragmentacidn indica la pérdida
de 64 unidades de m/z, lo cual corresponde a un puente de disulfuro (S-S) (Hee Jung Lee,

2001; Moreno C. et al., 2002).

b)
lM+H~S2|*
C3HiN 08,
23479
o
o OH
o
I ®)
—~CH +
* \\c’m s [M+H]
o
O M0
. |ull.1|.lll(|.|lu|| I \ | |1]‘_l
1N R 20

Figura 6.15. Espectro de masas de alta resolucion del compuesto 1. (a) 16n molecular (b) Pico base
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En el espectro de 'H-RMN del compuesto 1 (ver figura 6.16) se observan
desplazamientos correspondientes a un N-metilo (8y 3.20, 3H, s, H3-2%), dos protones
diastereotdpicos de un grupo CH,O (84 4.41, 1H, d, H,-3%; 4.26, 1H, d, H,-3"), dos
grupos CH (8n 4.81, 1H, s, H;-5’; 4.81, 1H, s, H;-6), tres protones olefinicos (§y 5.99,
1H, m, H;-7; 5.93, 1H, m, H;-8; 5.78, 1H, d, H,;-9) y dos protones diastereotdpicos de un

metileno (34 3.74, 1H, d, H;-10; 2.95, 1H, d, H,-10).
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Figura 6.16. Espectro de 'H-RMN del compuesto 1 en CDCl,.

Los desplazamientos quimicos del espectro de BC-RMN (figura 6.17) 1evelé la presencia

de dos carbonilos (8¢ 166.01, 166.37), tres carbonos cuaternarios (8¢ 75.55, 130.69,
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77.21), un N-metilo (8¢ 27.46), un grupo O-CH2 (8¢ 60.74), un metileno (8¢, 36.58), dos

metinos (8¢ 69.83, 73.15) y tres carbonos olefinicos (8¢ 130.05, 123.27, 120.24).
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Figura 6.17. Espectro de "C-RMN del compuesto 1 en CDCl,.

La estructura quimica de 1, detallada en la figura 6.18, se determindé mediante la
comparacion de la férmula molecular mas la informacién provista por los espectros de
protén y carbono con los datos reportados en la literatura (Cole y Cox, 1981; Steiman. et
al., 1990). Los despiazamientos de 1D RMN coinciden con los datos reportados para la
Gliotoxina (ver cuadro 6.4), a excepcion de las sefiales de protén correspondientes a
hidroxilos a 3.55 y 8.81 que no fueron detectadas en el compuesto 1. Ademds, se

analizaron los espectros bidimensionales COSY, HSQC y HMBC (ver apéndice).
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Cuadro 6.4. Comparacion de los desplazamientos quimicos de 'H y *C-RMN de

Gliotoxina y del compuesto 1.

°C 5 (ppm) 1H 3 (ppm)
No. | Tipo
] &rx* | Comp.1 | GTX* | Comp.1[ Mult.
| 166.0 166.01 - - C, carbonilo
2 - - n N
2 275 27.46 3.21 3.20 s N-CHj3
3 75.6 75.55 . C, cuaternario
¥ 60.7 60.74 ()443 | @)441 | (a)d O-CH,, 'H
©)4.26 | (b)4.26 ) d diastereotopicos
165.3 165.37 . - - C, carbonilo
N
5 69.7 69.83 4.82 4.81 s CH
6 73.1 73.15 482 481 s CH
7 130.1 130.05 5.99 599 | m CH
8 123.3 123.27 5.95 5.93 m CH
9 120.2 120.24 579 5.78 d CH
9’ 130.8 130.69 C, cuaternario
10 36.6 36.58 (@)3.76 | (@)3.74 | (a)d CH,, 'H
)2.96 | (b)2.95 () d diastereotdpicos
10T e, | e | | | - | Coovmemame

GTX: Gliotoxina ; Comp. 1: Compuesto 1. Datos tomados de *Stciman ct al., 1990.

S ., 10
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Figura 6.18. Estructura quimica de Gliotoxina.
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La Gliotoxina es el prototipo de las epiditiodioxopiperazinas, la cual es producida por
hongos de varios géneros tales como Aspergillus, Gliocadium, Penicilium y Candida
(Scharf et al. 2012). La principal caracteristica de este grupo de compuestos es ¢l puente
de disulfuro interno en el anillo de piperazinadiona de seis miembros al cual se le
ambuye su actividad biolégica (Qing y Harday, 2007). Es el producto mayoritario del
cliuster gli péptido sintetasa no ribosomal (NRPS, por sus siglas en inglés), el cual estd
fuertemente asociado con la virulencia del patégeno oportumsta Aspergillus funugatus
(Forseth et al, 2011) En mamiferos, la gliotoxina induce apoptosis, previene la activacién
de NF-kB (factor nuclear potenciador de las cadenas higeras kappa de las células B
activadas) por inhibicion del proteosoma e 1nhibe la angiogénesis en las células
hospederas Esta actividad se debe principalmente al puente de disulfuro dentro de la
molécula (Scharf et al 2012). La actividad anticancerigena (Qing y Harday, 2007),
antimaldrica (Hatabu et al, 2006) y antitripanosomal contra Trypanosoma bruce: {Watts
et al, 2010) de la ghotoxina ha sido ha sido reportada en la literatura No obstante, hasta

el momento no hay registros de su actividad contra Leishmania donovani
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6.4.2. Compuesto 2

El compuesto 2 fue obtenido como un polvo de color blanco, con una férmula molecular
de CysHyoN,04S; determinada por HRMS APCT' ([M+H]" obs. 357.0904 m/z, calc. para
357.0943 m/z). Ademds, en el espectro de masas estd presente una seiial de
fragmentaciébn a 309.0827 m/z, la cual indica la pérdida de 47 unidades de m/z
correspondiente a un grupo CH;3-S (Figura 6.19).
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Figura 6.19. Espectro de masas de alta resolucién del compuesto 2. (a) 16n molecular (b) Fragmentacién

El espectro de 'H-RMN (Figura 6.20) revel6 la presencia de un grupo N-CHs (8w 3.15,

3H, s, H3-2%), dos protones diastereotdpicos de un grupo OCH; (3y 4.40, 1H, d, Hy-3’;
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3.93, 1H, d, H;-3"), dos grupos CH (8u 4.93, 1H, s, H;-5’; 4.93, 1H, s, H,-6), tres
protones olefinicos (84 5.95, 1H, m, H;-7; 5.89, 1H, m, H;-8; 5.76, 1H, d, H;-9), dos
protones diastereotépicos de un grupo CH; (84 3.09, 1H, d, H,-10; 2.93, 1H, d, H;-10) y

dos SCH; (81 2.27, 3H, s, H3-11; 2.25, 3H, s, H3-12).
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Figura 6.20. Espectro de 'H-RMN def compuesto 2 en CDCl,.

El espectro de '>C-RMN (Figura 6.21) ayud6 a identificar dos grupos carbonilos (3¢
166.71, 165.86), tres carbonos cuaternarios (3¢ 71.52, 131.48, 71.74), un N-metilo (3¢
28.64), un grupo O-CH; (8¢ 63.63), un metileno (3¢, 39.02), dos metinos (8¢ 69.59,
74.42), tres carbonos olefinicos (8¢ 130.33, 123.05, 120.18) y dos metilos enlazados a

atomos de S (8¢ 15.09, 13.75).



79

GL279 C PS carbon_copy-8.jdt 10 3

77.32
77.00
78.89

&

st

£ 9 ,
£ 7 8 ! 6 5 3 10 2
3 8 g2 g 3 12
3 s 38 | s8 3 § g
g 2 v'- p¥) ‘i‘ 37 0 =4 2 2 1
z ]
" 40 420 100 = 8 e 40 20 0
Chemical Shik (ppm)

Figora 6.21. Espectro de >C-RMN del compuesto 2 en CDCl,.

La estructura quimica del compuesto 2 se determiné comparando los datos
espectroscopicos experimentales, con la referencia disponible para la Bis(metil)gliotoxina
(Kirby, 1980; Okamoto et al, 1986 y Afiyatullov et al, 2005). Los desplazamientos
quimicos de 1D RMN del compuesto 2 coinciden con los datos reportados para la
Bis(metil)gliotoxina, a excepcion de la sefial de protén correspondientes a un grupo CH,
a 2.99 (br s), que en su lugar aparecen dos dobletes a 3.09 y 2.93 (‘H diastereotbpicos),
probablemente debido a la resolucién de los experimentos. Ademds, se analizaron los

espectros dimensionales COSY, HSQC y HMBC (ver apéndice). En el Cuadro 6.5 se
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detalla la comparacién de los datos experimentales con los datos reportados en la

literatura. En la Figura 6.22 se presenta la estructura quimica del compuesto 2.

Cuadro

6.5. Comparacién de desplazamientos quimicos de

Bis(meti)gliotoxina y del compuesto 2.

'H y BC-RMN de

HC 8 (ppm) 'H 5 (ppm)
No. Tipo
BMGTX?| Comp.2 |BMGTX' | Comp.2 | Mult. e
] 166.8 166.71 C, carbonilo
2 N
2 28.7 28.64 3.11 3.15 s N-CHs
3 71.9 71.52 - - - C, cuaternario
3 63.6 63.63 (@438 | (20440 | (a)d O-CH;, 'H
®)3.88 | (0)393 | (p)a | diastereotopicos
4 1659 165.86 N C, carbonilo
- - - - N
5 69.6 69.59 4.90 4.93 s CH
74.4 74.42 4.90 4.93 s CH
130.1 130.33 5.95 m CH
123.1 123.05 5.6-6.0 5.89 m CH
9 120.0 120.18 5.76 d CH
@ 131.6 131.48 - - C, cuaternario
10 38.9 39.02 299 | (2309 (ad CH,,

(b) 2.93 (b)d | diastereotdpicos
10° 71.5 71.74 - . C, cuaternario
11 14.6 15.09 2.23 227 s | CHs
12 13.7 13.75 2.20 2.25 s CH;

BMGTX: Bis(metil)gliotoxina; Comp. 2: Compuesto 2. Datos tomados de *Afiyatuliov et al, 2005 y bKirby et al., 1980.
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Figura 6.22. Estructura quimica de Bis(metil)gliotoxina
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6.4.3. Compuesto 3

El compuesto 3 se aislé como un sélido de color aneranjado. Tiene la formula molecular
CsHsNO,, determinada por su espectro de masas de alta resolucion HRMS APCI
(IM+H]" obs. 148.0454 m/z, calc. para 148.0399 m/z). El espectro de masas también

registra una sefial a 180.0600 m/z correspondiente al 16n molecular méas metanol [M+ H+

CH;0H]’ (ver figura 6.23).
C&HSNOZ (b)
(M+ H+ CH,0H]"
!
»
(8)
N M
- ou_L_bL‘-L-lmL-u_\m -+ + @JJJML.“ +- 1. JJA_'J;J_LJJ?:LLM_;_LJ st

Figura 6.23. Espectro de masas de alta resolucién del compuesto 3.

La inspeccién del espectro de 'H-RMN del compuesto 3 (Figura 6.24.) mostro
resonancias de cuatro protones de un grupo arilo (8y 7.63, 1H, d, H-4; 7.13, 1H, ¢, H)-5;

7.55, 1H, t, H;-6; 6.92, 1H, d, H-7) y un proton enlazado a un N (8y 8.09, 1H, bs, H;-9).
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Figura 6.24. Espectro de 'H-RMN del compuesto 3 en CDCl;.

Los desplazamientos quimicos del espectro de >*C-RMN (figura 6.25) revelé la presencia
de dos carbonilos (3¢ 159.01, 182.75), cuatro carbonos de un grupo arilo (6c 125.86,

124.05, 138.64, 112.21) y dos carbonos cuaternarios (8¢ 118.75, 148.98).
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Figura 6.25. Espectro de *C-RMN del compuesto 3 en CDCk.
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La estructura quimica de 3, detallada en la Figura 6.22, se determin6 a través de la
comparaciéon de la informacién provista por los espectros de protén y carbono con los
datos reportados en la literatura (da Silva et al.,, 2001; Aboul-Fadl et al., 2012 y
Premanathan et al., 2012). Los desplazamientos de 1D RMN del compuesto 3 coinciden
con los datos reportados para el isatin (ver Cuadro 6.4). Ademas, se analizaron los

espectros bidimensionales COSY, HSQC y HMBC (ver apéndice).

Cuadro 6.6. Comparacién de los desplazamientos quimicos de "H y ?C-RMN de isatin y del compuesto 3.

I C’s (ppm) 'H 8 (ppm)
No. lsatin® | Comp. 3. | lsatin®

ol -
1 159.6 159.01 . , carbonilo
2 | 1826 | 18275 o C, carbonilo
3 | 1180 | 11818 - - C, arilo
4 | 1258 | 12586 | 7.65 7.63 d CH. arilo
5 | 1240 | 12405 | 7.14 7.13 t CH, arilo
6 | 1386 | 13864 | 7.53 7.55 t CH, arilo
7 | 1124 | 11221 | 6.77 692 d CH, arilo
8 | 1493 | 148.98 . » - C, arilo
9 - - - 8.09 brs NH

Comp. 3: Compuesto 3. Datos tomados de “da Silva et al., 2001 y ®Aboul-Fadl et al., 2012.

Figursa 6.26. Estructura quimica de Isatin.
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El Isatin fue aislado por primera vez en 1989 de la bacteria marina 4lteromonas sp.
asociadas a huevos de crustdceos, demostrando actividad antiftingica protectora contra el
hongo patogeno Lagenidium callinectes (Gil-Turnes et al., 1989). Ademds, varios de sus
derivados han demostrado actividad antiproliferativa in vitro variable y promisoria contra

la linea celular MCF-7 (Radwan et al., 2013).
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6.4.4. Compuesto 4
El compuesto 4 fue aislado como un polvo de color amarillo. Tiene la formula molecular
C2aH2iNsQ4, deducido por su espectro de masas de alta resolucién ([M+H]" obs.

444.1569 m/z, calc. para 444.1672 m/z), ver figura 6.27.

C24H2l N504

- “ "»

Figura 6.27. Espectro de masas de alta resolucién del compuesto 4.

En el espectro de 'H-RMN del compuesto 4 (figura 6.28) se observan la presencia de
ocho protones de grupos fenilos (8y 7.80, 1H, d, H,-7; 7.86, 1H, dd, H,-8; 7.62. 1H. td,
H;-9; 8.36, 1H, dd, H,-10; 7.45, 1H, d, H;-24; 7.31, 1H, t, H;-25; 7.20, 1H, td, H,;-26;
7.36, 1H, d, H,-27), tres metinos (8y 5.73, 1H, d, H,-14; 5.34, 1H, s, H;-18; 3.71, 1H, qd,
H;-20), dos protones diastereotopicos de un metileno (8y 2.13, 1H, d, H;-15; 2.98, 1H,

dd, Hy-15) y dos metilos (8y 2.06, 3H, s, H3-16; 1.07, 3H, d, H;-29).
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Figura 6.28, Espectro de 'H-RMN del compuesto 4 en CDCl,.

El espectro de C-RMN (Figura 6.29) registrd resonancia para 24 carbonos. Tres

grupos carbonilos

de tres cetonas (8c 170.85, 159.48, 170.28), siete carbonos

cuaternarios (8¢ 84.16, 150.29, 146.27, 121.39, 87.02, 135.74, 138.29), ocho carbonos de

grupos fenilos (8¢ 128.44, 134.93, 128.62, 127.02, 115.46, 130.26, 126.18, 124.85), tres

metinos (8¢ 51.41, 87.16, 58.59), un metileno (8¢ 31.40) y dos metilos (8¢ 24.63. 18.71).
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Figura 6.29. Especiro de *C-RMN del compuesto 4 en CDCl.

La estructura quimica del compuesto 4 (Figura 6.30) se determiné mediante la
comparacién de los datos espectroscépicos experimentales, con los datos reportados en la

literatura para la fumiquinazolina C (Numata et al., 1992; Takahashi et al., 1995;
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Afiyatullov et al., 2005; Han et al. 2007). Esta informacion se encuentra detallada en el

Cuadro 6.7.

Cuadro 6.7. Comparacién de los desplazamientos quimicos de 'H y >C-RMN de Fumiquinazolina C y del

compuesto 4.
C 3 (ppm) 1H  (ppm)
No. Tipo
FQC' Comp. 4 FQC' omp. 4 Mult.
|1 171.02 170.85 R C,C=0
"-{ - - 8.04 Wy - NH
3 84.16 84 6 - C
4 150.39 150.29 - - - C
5
6 146.32 146.27 R R R c
7 128.45 128.44 778 7.80 4 CH
8 134.9) 134.93 7.81 7.86 dad CH
9 128.56 128.62 7.60 762 td CH
10 126.98 127.02 835 836 dd CH
1 121.34 121.39 : - C
12 159.53 159.48 Cc.C=
13
14 51.39 51.41 5.2 5.73 d CH
15 31.36 31.40 (@)2.14 (@2.13 d () CH,
R (b)2.98 (b)2.98 dd (b)
16 24.43 24.63 2.06 2.06 s CH;,
17 8707 8702 - C
18 87.07 37.16 5.34 5.34 s CH
19 - - - NH
20 58.61 58.59 3.7 371 qd CH
21 170.90 170.28 . - - C,C=0
22 : y : : 5
23 135.73 135.74 - - C
24 115.46 115.46 7.45 7.45 d | CH
25 13023 130.26 1.32 731 t CH
26 126.17 126.18 7.19 720 td CH
27 124.88 124.85 137 7.36 dd CH
28 138.41 13829 R - - C
29 18.71 18.71 1.06 1.07 d CH,

FQC: Fumiquinazolina C; Comp. 4: Compuesto 4; n/v: No visible. Datos tomados de *Takahashi et al., 1995,
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Figura 6.30. Estructura quimica de Fumiquinazolina C.

La Fumiquinazolina C fue reportada por primera vez en 1992 por Numata et al,
producido por Aspergillus fumigatus aislado del tracto gastrointestinal de del pez de agua
salada Pseudolabrus japonicus, el cual exhibio una actividad citotoxica moderada contre

la linea celular P-388 de leucemia linfocitica.
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6.4.5. Compuesto 5

El compuesto S fue aislado como un polvo de color amarillo. Tiene la formula molecular
Cy2HasNOyg, deducido por su espectro de masas de alta resolucién ((M+H]” obs. 432.1184
m/z, calc. para 431.43580m/z). Ademas, en el espectro de masas estd presente una sefial
de fragmentacion a 348.0803 nvz, la cual indica la pérdida de 85 unidades de m/z y

corresponde a un grupo CH3-CH,-CH=CH-CH-OH (Figura 6.31).

C1H3sNO,
1
[M+ H — CH,CH,CHCHCHOH|"
L )
»
_sema
e (M+H]"
PrEyS
g AW OV el Wi
|
3% 7Y Tib N 4 P

Figura 6.31. Espectro de masas de alta resolucion del compuesto S.

El espectro de 'H-RMN (Figura 6.32) indica la presencia de tres grupos metinos (8y 4.70,
1H, s, H,-9; 4.59, 1H, d, H,-10; 4.75, 1H, m, H;-11), dos protones olefinicos (8y 5.31,
1H, dd, H;-12; 5.63, 1H, m, H;-13), cinco protones de un grupo fenilo (8y 8.32, 1H, dd,

H;-19; 7.50, 1H, t, H;-20; 7.66, 1H, m, H;-21; 7.50, 1H, t, H,-22; 8.32,1H, dd, H;-23), un
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metileno (84 2.15, 2H, m, H,-14), dos metilos (8x 1.00, 3H, t, H3-15; 1.69, 3H, s, H3-16),

un metoxi (8y 3.42, 3H, s, H3-OMe) y un NH (8y 7.87, 1H, bs, H,-7).
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Figura 6.32. Espectro de 'H-RMN del compuesto § en CDCls.
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El espectro.de "*C-RMN (figura 6.33) reveld la presencia de tres carbomlos (8¢ 196.40,
185.62, 194 82), cinco carbonos cuaternarios (8¢ 166 42, 113 59, 92.66, 90 13, 132.24),
tres metinos (8¢ 73 13, 70.53, 70 66), dos carbonos olefinicos (8¢ 126 41, 137 08), cincc
carbonos de un grupo fenilo (¢ 130.68, 128.75, 134 80, 128 75, 130.68), un metileno (8¢

21 44), dos metilos (8¢ 14.12, 6 01) y un O-CH3 (8¢ 51.74)
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Figura 6.33. Espectro de “C-RMN del compuesto 5 en CDCl,

En el Cuadro 68 se encuentra la comparacién de los datos espectroscopicos
expenmentales del compuesto 5 con los datos reportados en la literatura para Pseurotina
A (Schmeda-Hirschmann et al , 2008 y Pinheiro et al., 2012). La estructura quimica de

Pseurotina A se detalla en la Figura 6.34.
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Cuadro 6.8. Desplazamienios quimicos de 'Hy *C-RMN del compuesto 5.

1
2 166.7 166.42 o C
3 113.5 113.59 - - C
4 196.5 196.40 C=0
5 92.6 9266 | - C
6 1858 | 185.62 | - C=
7 a 8.19 7.87 bs NH
8 90.4 90.13 C
9 731 73.13 4.70 470 cH
10 70.6 70.53 4.59 4.59 d CH
| 11 70.6 70.66 4.75 4.75 m CH
12 126.5 126.41 531 531 dd CH
3 136.9 137.08 561 5.63 m CH
|14 21.4 21.44 | 2.05-2.25 2.15 m Cli
1 14.0 14.12 0.99 1.00 t CH;
[ 16 6.0 6.01 1.68 1.69 s CH;
17 195.0 194.82 - Cc=0
h's‘ 132.24 - - C
19 13068 | 831 8.32 dd CH, arilo
‘W— 1287 128.75 7.49 7.50 1 CH, arilo
’ 21 1;8 134.80 7.65 7.66 m "CH,arilo
22 128.75 7.49 7.50 t CH, arilo
23 | 13068 | 831 8.32 ad CH, arlo
LOMe 518 51.74 3.41 3.42 s CH;

Cdinp. 5: Compucsto 5. Datos torﬁados de ® Pinheiro et al., 2012,
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Figura 6.34, Estructura quimica de Pseurotin A.

Pseurotin A fue aislado en primera instancia del cultivo de Pseudeurotium ovalis
(Ascomycetos) y se ha reportado su efecto moderado contra las bacterias Erwinia
carotovora y Pseudomonas syringae y una baja toxicidad sobre fibroblastos humanos de
pulmén (Schmeda-Hirschmanna et al., 2008). Ademas, tiene una buema actividad
antileishmania (Martinez-Luis et al., 2012) e inhibe la producciéon de inmunoglobulinas

E (IgE) in vitro (Ishikawa et al., 2009).

6.5. Actividad biolégica de los compuestos

La actividad anticancerigena y antiparasitaria contra enfermedades tropicales asf como la
actividad antibacteriana y antifiingica de los cinco compuestos aislados, fue evaluada
frente a la linea celular MCF-7, Plasmodium falciparum, Tripanosoma cruzi, Leishmania
donovani, bacterias patégenas (S. aureus, E. coli A. baumanii, P. aeruginosa, C.
albicans, Staphylococcus sp, Bacillus sp., Enterobacter sp.1, Enterobacter sp.2 y Vibrio

sp.) y hongos blanco (4. fumigatus, E. unguis, 10 A, 10 By P. citrinum).
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La hipétesis de este estudio sugeria que los compuestos con actividad anticancerigena,
antiparasitaria y antibacteriana aislados de los cocultivos eran producidos por la bacteria
marina Pseudoalteromonas sp , pues este microorganismo inhibia ¢l crecimiento de los
hongos endéfitos tanto en los cocultivos en medio liquudo como ¢n medio sohido (ver
Figuras 6.4 y 6.5). No obstante, contrario a lo que se pensaba en un principio, Ia mayoria
de los compuestos purificados (Compuestos 1, 2, 4 y 5) provenian de los hongos
endéfitos y tan solo un compuesto (Compuesto 3) fue de origen bacteriano. En ¢} Cuadro
6.9 se detallan los resultados de los bioensayos de los cinco metabolitos secundanos
aislados

El compuesto 1 (ghotoxina) fuc ¢l responsable de la acividad contra P falciparum
(88.4% IC), T cruz: (83 7% IC), L donovan: (66 8% IC) y MCF-7 (0.2% C) Presentd
una concentracion media inhibitona (ICsp) de 0.74 pM contra cancer. También exhibié
actividad inhibitona contra las bacterias S aureus (85.7% IC), E coli (992% IC), A4
baumann (97.1% IC), Staphylococcus sp (91 3% IC), Bacllus sp (97.6% IC),
Enterobacter sp 1 (71.7% IC) y Vibrio sp (17 mm). Por otro lado, fue wactivo contra
1os hongos blancos

Los compuestos 2 (bis-metil-gliotoxina), 4 (fumiquinazolina C) y 5 (Pseurotin A) fueron
inactivos frente a todos los bioensayos dispontbles en ¢l laboratorio

Por su parte, ¢l compuesto 3 (Isatin), demostré actividad sobre Staphylococcus sp
(86.4% IC), Enterobacter sp 1 (96.1% IC) y Vibrio sp (8 mm). Fue inactivo contra los

hongos endéfitos en estudio.
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Cuadro 6.9. Actividad biolégica de los compuestos aislados.

Compuestos !
Bicensayos Compuesto | Compuesto 2 Comapuesio 3 Compuesto 4 Compuesto § |
Céncer y enfermedad T
troplcales B
P. falciparum A (884) 1
7. cna A(837) ] 1 { 1
L.donovani M (66.8) { 1 1 ]
MCF-7 A(0.2) [ | 1 {
Cepas ATCC
S. aureus A S 1 I
E. coli A(992) 1 1 1 I
A. baumana A9 [ [ | 1
P. aeruginosa 1 ] I ’ ]
| C. albicans I I I \
[ Bscterias patogenas
Staplylococcus sp. Al D 1 A (86.4) I
‘ Bacillus sp. A (97.6) 1 { I 1
Enterobacter sp. ! M@ I A (96.1) I I
Enterobacter sp. 2 | [ { 1 1
Vibrio sy AUn 1 M (8) I i
11ong®s bidinca o
A. furmgaius T 1
E. unguis { 1 1 I
104 [ I 1
108 T . ! 1 1 t
P citrirum o I H i ‘ Ik_km

Compuesto |: Gliotoxina, Compuesto 2: Bis{metil)gliotoxina, Compuesto 3: Isatin; Compuesto 4: Fumiguinazolina C; Compuesto 5:
Pseurotin A.

A: Activo, M: Moderadamente activo, I: Inactivo, Datos expresados en % de inhibicién de crecimiento (Malaria, Chagas, Leishmanis,
cepas ATCC, bacterias y hongos bianco), en % de crecimiento (Cancer) y didmetro de halo de inhibicién en ram (Vidrio sp.).
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A pesar de que la mhibicién de crecimiento de los hongos endéfitos por accién de
Pseudoalteromonas sp fue evidente, especialmente en los medio de cultivo sé6hido, no
fue posible aislar el o los compuestos antifungicos bajo el protocolo de fermentacién y
extraccion estandar del laboratorio. Es posible que los compuestos son oxidables o
fotolabiles y se degradan al dejarlos expuestos durante ¢l periodo de incubaci6n (medios
de cultivo liquido), liofilizacién (medios de cultivo s6lido), extraccion, fraccionamiento y
concentraciéon de los extractos

Estudios previos con cepas de Pseudoalteromonas asladas en Panama, que fueron
trabajados en la Universidad de San Diego (California), revelaron que estas bacterias
producen compuestos denominados alterochromides, los cuales son metabolitos
secundanos antifungicos que se producen solo en condiciones de oscuridad. Por lo tanto,
es posible que las bactenas de este estudio produzcan los mismos tipos compuestos y €so
exphcaria que no se haya encontrado actividad antifiingica en los extractos y fracciones

que fueron procesados bajo la luz-



7. CONCLUSIONES

Los compuestos aislados con actividad biologica en este trabajo de nvestigacion fuercn
identificados inicamente cuando las bacterias marinas Pseudoalteromonas sp y los hongos
endofitos (4 fumigatus y E ungus) fueron fermentados en medios de cultivos liquidos
mixtos, mientras que permanecieron indetectables cuando se cultivaron individualmente y
en medios de cultivo sélido

Se infiere que la interaccidn bactena-hongo resultd en la activacion de distintos clusters de
genes de sintetasas de péptidos no ribosomales (NRPS) y policétidos sintetasas (PKS) de los
hongos endofitos 4 fumigatus y E -unguis, los cuales codifican para complejos
multienzimaticos responsables de la produccion de gliotoxina, bis(metil)gliotoxina,
fumiquinalozina C y pseurotina A.

La gliotoxina, fue el compuesto responsable de la actividad biclégica encontrada frente a los
ensayos anticancerigenos (MCF-7), antiparasitarios (P falciparum, T cruziy L donovaniy y
antbactenanos (S aureus, E coli, A baumanu, Staphylococcus sp, Bacillus sp,
Enterobacter sp1 y Vibrio sp). Por otro, lado el isatin present6 actividad antibacteriana
contra Staphylococcus sp, Enterobacter sp 1y Vibrio sp La bis(metil)gliotoxina, forma
reducida y metilada de la gliotoxina, asi como la fumiquinazolina C y pseurotina A fueron
inactivos frente a los bioensayos dispombles en el laboratorio.

Los compuestos antifingicos producidos por Pseudoalteromonas sp no fueron identificados

en este trabajo, pues se sospecha que son metabolitos fotosensibles que se degradaron



durante el procesamiento de los extractos bajo los protocolos de trabajo estdndares de
laboratonno El empleo de nuevas tecnologias basadas en las imdégenes producidas por
espectrometria de masas (MALDI-TOF imaging) podria ayudar a acelerar el proceso del
descubnmiento de estos compuestos con actividad antifiingica.

El descubnmiento moderno de nuevos anticancerigenos, antiparasitarios y antumicrobianos
todavia depende en gran medida de los productos naturales. El presente trabajo de
investigacion es tan solo una pequeiia demostraci6n de que los bosques tropicales y recursos
mannos representan fuentes adecuadas y prometedoras para la bioprospeccion de hongos
enddfitos y bacterias marinas Debido a la gran biodiversidad panameiia, existe la posibilidad
de aislar miembros de géneros que no han sido previamente recolectados, incluyendo
especies potencialmente nuevas y con bioactividades nunca antes descritas.

Considerando los altos niveles de heterogeneidad de las poblaciones microbianas y de sus
medios ambientes, la tarea de entender qué tan compleja es la interaccion de los
microorganismos e€s un trabajo de gran envergadura No obstante, la asociaci6on de
microorganismos en cocultivos simula un escenario mas real de lo que ocurre en la
naturaleza en comparacion a los métodos de fermentacion convencionales y plantea
argumentos importantes con respecto a ia base molecular de tales interacciones microbianas
con probable importancia ecolégica. Con las incontables posibilidades de combinacion de
microorgamismos y el incremento de sofisticados métodos de aislamiento quimico y de
determinacion estructural, el potencial de la fermentacién mixta de microorganismos en el

descubrimiento de drogas de productos naturales parece marcar un futuro promisono
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8. RECOMENDACIONES

Futuros estudios sobre la interaccion de estos y otros microorganismos no solo podrian
proporcionar conocimientos fundamentales en la comunicacién y antagonismo microbiano,
sino también pueden conducir potencialemente al descubrimiento de compuestos bioactivos

que de otro modo pasarian desapercibidos.

También se sugiere la utilizacion de nuevas herramientas basadas en imé4genes producidas
por espectrometria de ma.-.s (MALDI-TOF imaging) y redes moleculares formadas por
espectrometria de masas-masas (MS? molecular networking) para estudiar las interacciones
microbianas y acelerar el proceso de descubrimiento de compuestos con actividad

antifiingica que no pudieron ser aislados empleando protocolos estandares de laboratorio.
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10.1. Comparacién de fracciones de los extractos de cultives individuales y cocultivos de

los microorganismos

Comparacion de los espectros 'H-RMN y cromatogramas de las fracciones B, C y D de los

cultivos individuales y cocultivos en medio liquido y sélido.

(]
u'c/' ol |

LA ]

Figura 10.1. Comparaci6n de los espectros 'H-RMN de las fracciones B de los extractos de cultivos en medio
Hquido.
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Figura10.2, Comparacién de los espectros de 'H-RMN de las fracciones C de los extractos de cultives en

*
medio liquido.
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Figura 10.3. Comparacién de los espectros de 'H-RMN de las fracciones D de los extractos de cultivos en
medio lfquido.
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Figura 10.4. Comparacién de los espectros de 'H-RMN de las fracciones C de los extractos de cultivos en
medio sélido.
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Figura 10.5. Comparacién de cromatogramas de HPLC fracciones B de los extractos de cuiltivos en medio
liquido.
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de cromatogramas de HPLC fracciones C de los extractos de cultivos en medio
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Figura 10.7. Comparacién de cromatogramas de HPLC fracciones C de los extractos de cultivos en medio
sélido.
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10.2. Analisis de comparacién de compuestos quimicos aislados

Compuesto 1
- Gliotoxina -
La evaluacién de los cromatogramas de las fracciones activas sirvié para comprobar que los

compuestos GLO278 B P6, GL0279 C P3 y GL0279-2 C PS5 tienen el mismo tiempo d¢

retencion de 62.5 minutos.

oo Gl0279C P3
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5
T e e T T T rry - ——] 04— e
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' =o| GlO279CP3 || A L
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e, ! | SNV
0 v .
0 20 40 60 ] B 1& 1£0n'll

igura 10.8. Comparacién de los cromatogramas y espectro UV de las fracciones activas GL0278 B, GL0279
Cy GL0279-2 C.

Este compueto fue aislado de los cocutivos en medio liquido mas no de los cocultivos en

medio sélido.
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El analisis de los espectros de'H-RMN y *C-RMN, asi como los espectros de masas de alta
resolucion sirvieron para confirmar que en efecto sc trataba de la misma entidad quimica, ya

que tienen los mismos desplazamientos quimicos y peso molecular.

4 'H-RMN

N )

Figura10.9. Comparacién de espectros de protones y carbono de G1.0278 B P6, GL0279 C P3 y GL0279-2 C

Ps.
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GLO279 {2) CPS 263.0554
) 327.0164
" GLozreces 263 0799
: 327.0343
GL0O278 B P6 263.12
327.08

Figura 10.10, Comparacién de espectro de masas de GL0278 B P6, GL0279 C P3 y
GL0279-2CP5
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Compuesto 2

- Bis(metil)gliotoxina -

La Bis(metil)gliotoxina fue aislada de los cocultivos en medio liquido GL0278 y GL0279. El

compuesto tuvo un tiempo de retencion de 85.0 minutos.

MAY - e
3
f |
s f 8
GL0279 CP5 Ly il
2500 A a f-._'l x"--_ PR ——
P
2000 : !
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T i S ll Ve - T
L — ';0 40 & 80 100

Figural0.11, Comparacién de los cromatogramas de las fracciones GL0278 B y GL0279 C.
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Compuesto 3

- Isatin -

La evaluacion de los cromatogramas correspondientes a las fracciones GL0278 B, GL0279

C y GL029-2 C demostré la presencia de isatin, el cual tuvo un tiempo de retencién de 55.5

minutos.
mAU ;
5000 " "
- | \ I

GL0279-2CP3 o
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0 b P |
0 2 ] [ ) 80 11:00: ’ __mm

Figura10.12. Comparacion de los cromatogramas de las fracciones GL0278 B, GL0279 C y GL0279-2C.

Este compueto fue aislado de los cocutivos en medio liquido mas no de los cocultivos en

medio sélido.
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Compuesto 4

- Fumiquinazolina C -

La fumiquinazolina C fue purificada de los cocultivos en medio liquido GL0279-2 y del

medio s6lido GL0278 MS 1. Presento un tiempo de retencién de 66.1 minutos.

1000 GLO278 MS 1 C PS |
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Figural9.13. Comparacién de los cromatogramas de las fracciones GL0279-2 Cy GL0278 MS 1 C.
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Compuesto 5

- Pseurotin A-

Pseurotin A fue obtenido de los cocultivos en medio liquido GL0278, GL0279 y en medio

sélido GL0278 MS 1. Presentd un tiempo de retencién de 71.5 minntos.
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Figura10.14, Comparacién de los cromatogramas de las fracciones GL0278 B, GL0279 Cy GL0278 MS1.
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10.3. Andlisis bi-dimensional de resonancia magnética nuclear (RMN)

Compuesto 1

(Gliotoxina)
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Figural0.15. COSY del Compuesto 1 en CDCls.
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Figura 10.16. HSQC del compuesto 1 en CDCl;.
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Figara 10.17. HMBC del compuesto 1 en CDCl.

F1 Chemical Shift (ppm)
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Cuadro 10.1. Asignaciones espectroscopicas del Compuesto 1 en CDCl;,

HSQC ('H-"0) COSY | HMBC

No.| "C3 (ppm) 'H 8 (ppm), Tipo (H-'H) | (H-"0)
Mult.
1 166.01 - C, carbomlo - 10, 3
2 . N
2’ 27 46 3.20,s CH;, N metilo 1,3
3 75.55 - C, cuaternario 3
3 60.74 (a)4.41,d CH,, 'H’s 4
(b)426,d diastereotdpicos
4 165.37 C, carbonilo 3,5,10°
5 - - N
5 69.83 4.81,s CH 6 6,7,9
6 7315 481, s CH 5,7 8,9’
7 130.05 599, m CH 6,8 5,9
8 123.27 593, m CH 7,9 6,9’
9 120.24 578,d CH 8 5,7, 10
9 130.69 - C, cuaternario - 6,8, 10’
10 36.58 (a) 3 74,td (b) CH,, 'H - 1,5,9
2.95,d diastereotépicos
10’ | Debajo del pico - C, cuaternario - 4.5,9°
de CDCl;
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Compuesto 3

(Isatin)
GLO278_8_5 COSY-2 €SP
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Figura 10.18. COSY del compuesto 3 en CDCls.
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Figura 10.19. HSQC del compuesto 3 en CDCls.
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Cuadro 10.2. Asignaciones espectroscOpicas de RMN del compuesto 3 en CDCl,

HSQC ('H-"C) COSY | HMBC

No. | ¥C & (ppm) | "H & (ppm), Mult. Tipo (H-'H) | (H-"0)

1 159 01 - C, carbonilo - -

2 182.75 - C, carbonilo - 4

3 11818 - C, anl - 57

4 125.86 7.63,d CH, anl 5 2,6,8

5 124.05 713,t CH, anl 4,6 3,7

6 138 64 755,t CH, anl 5,7 4,8

7 112.21 6.92,d CH, aril 6 53

8 148.98 - C, anl 4,6

9 - 8.09 NH -
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Compuesto 4

(Fumiquinazolina C)
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Figura 10.21. COSY del compuesto 4 en CDCl;.
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Figura 10.22. HSQC del compuesto 4 en CDCls.
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Figura 10.23. HMBC del compuesto 4 en CDCl,.
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Cuadro 10.3. Asignaciones espectroscopicas de RMN del compuesto 4 en CDCl.

HSQC (H-"C)
No. Tipo COSY HMBC
PCé(ppm) | 'H 3(ppm), (H-"H) (H-"C)
Muit.
1 170.85 - C, carbonilo - 15H
2 - 8.04 NH -
3 84.16 C . -
4 150.29 C 14H, 16H
5 -
6 146.27 - C 8H, 10H
7 128.44 7.78,d CH 8 9,11
8 134.93 7.81,dd CH 7,9 6C, 10
9 128.62 7.60, td CH 10 7, 11C
| 10 127.02 8.35,dd CH 9 6C, 8,12C
11 121.39 - C - 78, 94,
12 159.48 C, carbonilo 10H, 14H
13 - - - - -
14 5141 5.72,d CH 15 4C, 12C, 17C
15 31.40 (2)2.14,d CH, 14 1C, 18,28C
(b)2.98, dd
16 24,63 2.06 CH, 4C
17 87.02 C 14H,27H
18 87.16 534 CH 15,20,21C, 23C, 28C
19 NH -
20 58.59 3.7 CH 29 18
21 170.28 - C, carbonilo 184, 29H
22 - - .
23 135.74 - C 18H, 25H, 27H
24 115.46 745 CH 25 26,28C
25 130.26 7.32 CH 24,26 23C, 27
26 126.18 7.19 CH 26,27 24,28C
27 124.85 7.37 CH 26 17C, 23C, 25
28 138.29 C - 18H, 244, 26H
29 18.71 1.06 CH, 20 21C
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Figura 10.24. COSY del compuesto 5§ en CDCl;.
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Figura 10.25. HSQC del compuesto 5 en CDCl;.
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10.4. Resultados de los bioensayos anticancerigenos y contra enfermedades causadas por pardsitos tropicales

Cuadro 10.4. Resultados de los bioensayos de los cultivos en medio liquido.

LEl

\ Cultivos Individuales - )
Fracclones cLezil GL0271 GL0272

M T L C M T 'L C M T LT ¢
Crudo 20 | 00 | 134 | 100 | 188 | 4.4 0.0 542 | 103 | 00 | 125 | 439
(A) 104 | 00 | 115 | 100 [ 155 | 99 1.5 1000 75 | 00 | 29 | 455
(B) 62 | 00 | 322 | 100 | 139 | 111 | 41 95.6 94 | 00 | 34 | 648
() 129 | 00 | 203 | 100 | 164 | 165 | 47. 503 , 182 | 00 | 250 | 257
(D) 200 | 00 | 219 | 985 | 148 | 133 | 465 | 439 | 166 | 00 456 | 389
(E) 462 | 00 | 108 | 100 | 73 | 122 | 61 667 | 114 | 00 | 337 | 403

GLO211: Pseudoaiteromonas sp.; GLO271: 4. fumigatus; GLO272: E. unguis
M: Malaria, T: Enfermedad de Chagas, L: Leishmaniasis, C: Céncer. Expresados en % inhibicién de crecimiento para M, Ty L; y % de crecimiento para C.
E.l Activo Moderadamente activo I:l fnactivo




Cuadro 10.5, Resultados de {os bioensayos de los cocultivos en medio liquido.

Fracciones Cocultivos

i GL0278 GL0278-2 GL0279 GL0279-2
- M ] . [c M I« M I L. C Mo L«
Crudo |NE [ 337 |NE | 438 [NE oo [NE | 505 | 246 | 30.8 | 464 | 43  32.5] 0.0 |58.7] 5011
A |NE|197|NE [953|NE | g6 INE [ 950 25 | 00 | 0.0 | 100 | 44 | 00| 0.0 |100.0
@ | NE |22 |NE 227 | NE 186 |NE | 740 | 200 | 00 | 223 100 | 99 | 3.0 | 7.1 | 1000
@ | NE | 303 |NE | 232 INE | 184 |NE | 457 | 367 | 795|783 | 2.1 |208] 7.8 | 63.2| 384
@ |[NE |00 |NE 451 {NE | 167 |NE | 490|584 77 | 635 | 9.0 |366] 44 |41.7] 597
® |NE | 00 |[NE |97 |NE | 77 |NE 1908|207 67 | 223 100 | 44 | 00| 49 | 9.1
@ |NE | 00 |NE | o84 INE | 16 |NE | 906 |237] 20! 84 |90.5]|56]30]00] 863

GL0278: Pseudoalteromonas sp. vs A. fumigatus; GLO279: Pseudoalteromonas sp. vs E. unguis.

M: Malaria, T: Enfermedad de Chagas, L: Leishmaniasis, C: Cancer. Expresados en % inhibicién de crecimiento paraM, Ty L; y % de crecimiento para C.
l__J Activo Moderadamente activo ___ Tnactivo

NE: No ensayado

8¢l



Cuadro 10.6. Resultados de los bicensayos de los cultivos en medio sélido.

Fracciones Cultives Individuales
GL0211 MS GL0271 MS
M I L C M 1 L C
Crudo 226 0.0 0.0 983 | 220 | 00 13.4 100
(A) 12.1 0.3 1.9 9go | 104 | 00 1.5 100
(B) 11.0 0.0 0.0 100.0 | 62 0.0 32.2 100
(©) 19.5 0.6 5.2 956 | 129 | 00 20.3 100
) 14.8 0.0 187 | 9s2 | 200 00 1 5 98:3
(E) 11.4 0.0 7.9 1000 | 462 | 00 10.8 100
(F) 45 7.5 8.4 998 | 320 | 00 24.0 100

GL9211 MS: Pseudoalteromonas sp.; GLO271 MS: 4. fumigatus.
M: Malaria, T: Enfermedad de Chagas, L: Leishmaniasis, C: Cancer. Expresados en % inhibicién de crecimiento para M, Ty L; y % de crecimiento para C.
| Activo Moderadamente activo D Inactivo

r——

6¢1



Cuadro 10.7. Resultados de los bioensayos de los cocultivos en medio sélido.

Fracciones | Cocultivos
GL0278 MS 1 GL0278 MS 2 GL0278 MS 3 GL0278 MS 4
M| TJ]LJ]C |M|T]J]L]C MJTIJL | C MITJ]L C
Crudo | 3*°| 00 | 53 | 616 |11.0] 108 | 0.0 | 583 | 328 | 00 | 68 | 477 | 1371108 0.0 | 478
(A) 1981 0.0 | 04 [1069] 57 | 60 | 00 | 946|178 | 00 | 106 | 924 [154] 0.0 | 0.0 | 1000
®) 1231 00 | 12| 696 | 46| 15 | 0.0 | 1000 100 | 01 | 56 | 93.4 |118] 1.5 | 00| 995
(©) 3641 216 |195] 355 |13.2] 11.9 | 99 | 53.0 | 359 | 1.3 | 384 | 245 |399| 37 | 567 406
4.5 | 6386 13.9 0.0 59.4
F) 2103 [36 /85112 14 [00]985] 83| 21 | 20 |94 |17]02]|00] 91

GL0278 MS 1-4: Pseudoalteromonas sp. vs. A. fumigatus
M: Malaria, T: Enfermedad de Chagas, L: Leishmaniasis, C: Cancer. Expresados en % inhibicién de crecimiento para M, Ty L; y % de crecimiento para C.
u Activo m Moderadamente activo _| Inactivo

orl



