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RESUMEN

A pesar de los grandes avances en la quimioterapia de las
enfermedades infecciosas estas son aun una de las principales causas de
muerte en el mundo. Aunque parece existir una gran gama de farmacos
antibacterianos y antifungicos de uso clinico, la aparicion de microorganismos
resistentes los hace a veces ineficaces. Entre los patbgenos mas problematicos
clinicamente relevantes en la actualidad el Staphylococcus aureus meticilino

resistente (MRSA) se ubica como una de las bacterias mas dificiles de tratar.

La importancia de las enfermedades de plantas en la agricultura
moderna es un hecho ampliamente documentado y reconocido. Las
enfermedades tienen el potencial de destruir enteramente las cosechas o
reducir en forma cronica el rendimiento de la mayoria de los cultivos, obligan a
tomar medidas de combate que aumentan los costos de produccion, y afectan
la calidad y la durabilidad de los productos cosechados. Alrededor de dos
tercios de las enfermedades de las plantas son causadas por hongos.
La utilizacion intensiva de compuestos antimicrobianos en la agricultura
industrial favorece la aparicion de resistencias. Esto, unido a cambios
frecuentes en los limites de aplicacion, limites de residuos en el ambiente y en
el producto, lleva a que este sea un sector altamente dinamico con una rapida

rotacion de los compuestos activos.

Los hongos comparten con las plantas y los animales ciertos agentes
infecciosos tales como bacterias y hongos patégenos y por lo tanto tienen el
potencial de producir metabolitos con actividad farmacolégica de uso en
humanos y cultivares. Los “microhongos” son una fuente ya establecida como
importante de compuestos antimicrobianos. Sin embargo, para los
“macrohongos” (aquellos cuyo cuerpo de fructificacion es visible a simple vista,
la gran mayoria perteneciente al filo Basidiomycota) so6lo unos pocos
compuestos aislados se encuentran en la etapa de ensayos clinicos y de

campo.



El presente trabajo apunté a la enorme diversidad metabdlica de los
microorganismos, utilizando basidiomicetes como fuente original. Para eso se
abordaron dos estrategias diferentes, el trabajo con los micelios y caldos
extracelulares de cultivos fungicos y el trabajo con los cuerpos de fructificacién.
A partir de cultivos de diecinueve hongos basidiomicetes se prepararon
cincuenta y tres extractos que posteriormente fueron sometidos a ensayos
bioldgicos. Cuarenta por ciento de los extractos presentaron actividad frente a
los patdogenos humanos evaluados y diecisiete por ciento de los extractos
presentaron actividad frente a los fitopatégenos evaluados. Para la cepa mas
prometedora, se estudio la influencia de variables en las condiciones de cultivo
sobre la produccion de metabolitos de interés para obtener cantidades de
extracto suficientes para avanzar en el aislamiento de los compuestos
responsables de la actividad antimicrobiana. Considerando que los resultados
obtenidos no fueron los esperados se recorrié el camino inverso, aislando
compuestos con actividad antimicrobiana a partir de cuerpos de fructificacion
de Gymnopilus junonius y posteriormente induciendo la produccién de los
mismos en cultivos fungicos de dicho hongo. El agregado de agentes
epigenéticos influyé positivamente en la riqueza quimica de los extractos, no
incidiendo en la produccion de bisnoryangonina, compuesto aislado con

promisoria actividad antimicrobiana frente a S. aureus meticilino resistente.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1. Necesidad de nuevos antimicrobianos.

1.1.1. Caso de los patégenos humanos: El problema de la resistencia.

A pesar de los grandes avances en la quimioterapia de las
enfermedades infecciosas estas estan lejos de ser controladas y mas aun
erradicadas, y son aun una de las principales causas de muerte en el mundo.
En el ano 2003 las enfermedades infecciosas y parasitarias causaron mas de
11 millones de muertes sobre un total de 57 millones (OMS, 2003). Sin
embargo, éstas no estan igualmente distribuidas representando el 12% de ellas
en el primer mundo, pero mas del 40% en los paises en desarrollo en el afo
1997 (OMS, 2014,).

Esto se debe, entre otros motivos, a la falta de una terapéutica adecuada, tanto
sea por la falta de farmacos efectivos (para infecciones fungicas o virales)
como a la rapida aparicion de resistencia que vuelve inefectivas las drogas
existentes. Segun un informe de la OMS, mas del 33% de las causas de
muerte de los nifios de menos de cinco afios se deben a enfermedades
infecciosas (OMS, 2015) (Figura 1.1.).
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Figura 1.1. Causas de muerte de nifios menores de cinco afios (Tomado de
OMS, 2015).

Los agentes infecciosos resistentes, o sea aquellos que no son
destruidos o inhibidos por los compuestos antimicrobianos utilizados
habitualmente en la practica, son una creciente causa de preocupaciéon en los
organismos de salud publica. La tuberculosis, la gonorrea, la malaria y las otitis
infecciosas en nifios pequefos son solo algunas de las enfermedades que se
han convertido en dificiles de tratar debido a la aparicion de cepas resistentes y
multiresistentes (Fauci, 2014; NIAID, 1998).

Un analisis de los agentes antibacterianos actualmente en fase de
desarrollo y un estudio de los patrones de resistencia y tendencias actuales,
demuestran la urgencia de la discusién de incentivos para el desarrollo de
nuevos tratamientos (Brown, 2013; EARSS, 2007; NIPHE, 2008). Por ejemplo,
la iniciativa GAIN (Generating Antibiotic Incentives Now) fue promulgada en
julio del 2012 por el gobierno de los Estados Unidos de América y en la
Seccidén 806 indica la necesidad de regulacion para “facilitar el desarrollo de
farmacos antibacterianos” (GAIN, 2012).

Esto ha llevado a numerosas iniciativas para desarrollar programas
colaborativos para enfrentar esta situacion como el programa ESKAPE. Los
microorganismos ESKAPE (Boucher, 2009; Pendleton, 2013) Enterococcus
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faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumanii, Pseudomonas aeruginosa y varias especies de Enterobacter son los
patdbgenos que en la actualidad causan la mayoria de las infecciones
hospitalarias de Estados Unidos y de manera efectiva "se escapan" de los
efectos de los farmacos antibacterianos. Datos de los Centros para el Control y
Prevencion de Enfermedades (CDC) muestran un rapido aumento de las tasas
de infeccion debido a Staphylococcus aureus meticilino resistente (MRSA), E.
faecium resistente a la vancomicina (VRE) y P. aeruginosa resistentes a las
fluoroquinolonas. Mas personas mueren en la actualidad de la infeccién por
MRSA en los hospitales de Estados Unidos que de VIH/SIDA y la tuberculosis
juntos. Ademas, actualmente la frecuencia de aparicion de infecciones
provocadas por microorganismos multiresistentes esta en franco aumento.
Varias especies de patdégenos como Acinetobacter altamente resistentes, P.
aeruginosa resistente a multiples farmacos (MDR), especies de Klebsiella y
Escherichia coli resistentes al carbapenem y a cefalosporinas de tercera
generacion estan emergiendo como patdégenos importantes, tanto en los
Estados Unidos como en otras partes del mundo (ECDC/EMEA, 2009).

Las opciones terapéuticas para estos patégenos son extremadamente
limitadas de forma que en la clinica obliga a utilizar los medicamentos mas
antiguos, que antes se descartaban, como la colistina, que estan asociados con
toxicidad importante y para los que existe una falta de datos sdélidos para
orientar la seleccion de régimen de dosificacion o la duracion de la terapia.
Incluso con estas restricciones, ya aparecio el primer caso en Estados Unidos
de América de Escherichia coli resistente a la colistina (McGann, 2016).

El creciente numero de pacientes de edad avanzada, los pacientes
sometidos a cirugias, trasplantes y quimioterapia y los aumentos dramaticos en
la poblacidon en unidades de cuidados intensivos neonatales producen un
mayor numero de individuos inmunocomprometidos con riesgo de estas

infecciones (Boucher, 2009).



Resistencia versus desarrollo de antibacterianos.

La era de la quimioterapia antibacteriana comenzé con la aplicacion
terapéutica de las sulfonamidas en la década del 30 y las penicilinas en la
década del 40, seguido por el descubrimiento de un numero diverso de
estructuras altamente efectivas, muchos de los cuales derivan de productos
naturales, y su "época de oro" va aproximadamente desde el afio 1945 al 1970.
Sin embargo desde 1980 han entrado al mercado solo cinco nuevas clases de
antibacterianos: el antibiético tépico mupirocina en 1985, el linezolid en 2000
(oxazolidinona), la daptomicina en 2003 (lipopéptido), la retapamulina en 2007
(pleuromutilina) y la fidaxomicina (macrolactona) en 2011. Cabe destacar que
algunos de éstos ultimos antibacterianos no son realmente nuevos: la
daptomicina fue descubierta en Eli Lilly & Co. a principios de la década de
1980, el linezolid fue descubierto en 1979, las pleuromutilinas fueron
descubiertas en 1952. En la Figura 1.2. se muestran las fechas del
descubrimiento de las principales clases de antibacterianos, su introduccién en

la clinica y su origen.
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Figura 1.2. Linea del tiempo del descubrimiento de nuevas clases de antibacterianos y
su introduccion en la clinica. Compuestos escritos en fuente normal son derivados de
productos naturales y los escritos en italica y negrita son de origen sintético (Adaptado
de Singh, 2006).

El mismo periodo caracterizado por una disminucion de nuevos agentes
ha sido acompafiado por un alarmante incremento de la resistencia a los
agentes existentes, resultando en un serio problema para la salud publica
mundial. En el pasado fue posible contrarrestar la pérdida de eficacia de los
antibacterianos debido a la aparicion de cepas resistentes mediante la
de Este

desafortunadamente se rompid. Los microorganismos se han convertido cada

introduccion en el mercado nuevos agentes. equilibrio
vez mas resistentes a multiples farmacos a tal punto que ya existen bacterias
resistentes a todos los antibidticos disponibles y el desarrollo de nuevos
antibacterianos no ha seguido el mismo ritmo. La creciente brecha entre la

frecuencia de las infecciones causadas por bacterias resistentes a multiples
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farmacos y la investigacion y el desarrollo de nuevos antibacterianos amenaza
con llevarnos de vuelta a la era anterior a los antibidticos (Berkowits, 1995;
Shlaes, 2013; Wright, 2014).

Existen tres razones significativas por las cuales es dificil el
descubrimiento de nuevos antibacterianos: la normativa que regula la
aprobacion de medicamentos, las fuerzas del mercado que hacen retirase a las
companfias farmacéuticas del desarrollo de antibacterianos y los retos

cientificos que implica.

La agencia reguladora de Estados Unidos, Food and Drug Administration
(FDA) introdujo cambios en el disefio de los ensayos clinicos y en las normas
en las ultimas dos décadas para la aprobacion de medicamentos. Esto trajo
como consecuencia ensayos muy dificiles de cumplir, largos y costosos,
particularmente para aquellos antibacterianos efectivos contra patdégenos
resistentes, lo cual desestimula el desarrollo de los mismos en la industria
(Shlaes, 2012, 2013). Asi mientras entre los afios 1983-1986, 16 nuevos
antibacterianos recibieron aprobacién por la FDA, entre los afios 2008 y 2012,

apenas dos (Fauci, 2014) (Figura 1.3.).

10



18
1983-1987

16 +
1988-1992
14 -
12 -
1993-1997
10 -
& 1998-2002
6 2003-2007
4 -
2008-2012
- i
0 -

Figura 1.3. Numero total de agentes antibacterianos que alcanzan el mercado.

Numero Total Nuevos Antibacterianos

(aprobados por FDA).

Durante los ultimos 15 afios, las farmacéuticas se retiraron en masa del
desarrollo de antibacterianos citando altos costos de investigacion, retornos
pobres y regulaciones onerosas. La estadounidense Pfizer Inc., una de las
pioneras de la produccion masiva de la penicilina, abandond su investigacion
de antibioticos en 2011, al igual que su compatriota Johnson & Johnson. En
2002, Eli Lilly & Co., también de Estados Unidos de América, dejo el campo
para enfocarse en enfermedades cronicas. La francesa Sanofi S.A. escindié en

2004 su division de antiinfectivos, que pas6 a llamarse Novexel.

La economia del descubrimiento de nuevos antibacterianos también es
un reto en comparacion con otras areas terapéuticas. Los antibacterianos, a
diferencia de las drogas que tratan enfermedades crénicas como el asma,
hipertension, colesterol, etc., ejercen una actividad curativa sobre las
enfermedades y se toman por lo tanto por un periodo de tiempo corto. En
comparacion, los medicamentos de enfermedades cronicas se pueden tomar
por afos y a menudo de por vida. También debe tomarse en cuenta la vida util

ya que a causa del desarrollo de la resistencia por los patégenos un
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antibacteriano puede volverse rapidamente inefectivo, con lo cual la industria
farmacéutica tiene un menor tiempo de retorno para recuperar la inversion. El
retorno de la inversion para la industria farmacéutica, por lo tanto, se convierte
en un reto para los antibacterianos, ya que los costos de los diferentes
medicamentos en desarrollo varian solo ligeramente. Una complicacion
adicional es que los antibacterianos estan actualmente sin patentes y son
suministrados por empresas que fabrican genéricos. El resultado, que es bueno
para el publico, que accede a drogas baratas y generalmente efectivas, tiene
por desventaja que los usuarios esperan que todos los antibacterianos tengan
un precio similar, incluso aquellos nuevos agentes efectivos contra patdégenos
multiresistentes (Cooper, 2011; Shlaes, 2010; Wright, 2014).

Por otro lado, la ciencia del descubrimiento de nuevos antibacterianos es
cada vez mas desafiante. La mayoria de las dianas especificas que permiten
toxicidad selectiva han sido desarrolladas y todos los antibacterianos obvios
parecerian haber sido ya descubiertos. En la década de 1990 la industria
farmacéutica abandoné sus formas clasicas de busqueda de antibacterianos y
en su lugar adopt6 una estrategia que combina la gendmica con cribado de alto
rendimiento de los compuestos existentes en bibliotecas. Se hizo demasiado
hincapié en la identificacion de blancos y moléculas que se unieran a ellos, y se
puso poco énfasis en la capacidad de estas moléculas para permear bacterias,
evadir bombas de eflujo (proteinas transportadoras involucradas en la extrusion
de sustratos toxicos) y evitar resistencia mutacional. El desafortunado resultado
es que ningun antibiético encontrado por esta estrategia ha entrado al mercado
y muchas de las principales empresas farmacéuticas han abandonado el

descubrimiento de antibidticos.

Estos motivos han llevado a una reduccion continua del numero de

nuevas entidades quimicas aprobadas para su uso humano (Figura 1.4.).
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A PERFECT STORM

As bacterial infections grow more resistant to antibiotics, companies are pulling
out of antibiotics research and fewer new antibiotics are being approved.

|
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Fseudomonas aeruginosa.

Figura 1.4. Comparacién del aumento de cepas resistentes, nuevos antimicrobianos y

companias con investigacion en antimicrobianos (Tomado de Cooper, 2011).

Las estrategias para frenar la propagacién de bacterias resistentes a
multiples farmacos solo han tenido un éxito limitado. Mientras que la aplicacion
efectiva de estas estrategias puede reducir la tasa de aumento de las
infecciones causadas por bacterias resistentes a multiples farmacos, no es
esperable una reduccion a corto plazo de los problemas existentes. El
desarrollo continuo de antibacterianos eficaces debe ser considerado como un
"bien comun". Tiene que haber un esfuerzo sostenido por parte de los
gobiernos y las industrias para desarrollar nuevos farmacos rapidamente. De lo
contrario, los cientos de miles de personas que mueren cada afno por
infecciones resistentes a los medicamentos pueden llegar a ser millones. La
resistencia a los antibacterianos es una crisis de salud global. Se requiere una
accion mundial ante uno lo de los descubrimientos mas valiosos del siglo XXy

que se esta perdiendo en el siglo XXI (Cooper, 2011).

Un analisis de los agentes antibacterianos actualmente en fase de
desarrollo y un estudio de los patrones de resistencia y tendencias actuales,

demuestran la urgencia de la discusion de incentivos para el desarrollo de
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nuevos tratamientos (Brown, 2013; EARSS, 2007; NIPHE, 2008; Payne, 2007).

Un ejemplo es la iniciativa GAIN (Generating Antibiotic Incentives Now) que fue

promulgada en julio del 2012 por el gobierno de los Estados Unidos para hacer

frente a algunas de las barreras econdmicas y regulatorias y facilitar asi el

descubrimiento y desarrollo de farmacos antibacterianos (GAIN, 2012).

Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus es un patégeno comunitario y nosocomial importante.

Este organismo es causante de una considerable preocupacion debido a su

gran habilidad de adquirir resistencia hacia los nuevos antibacterianos que

alcanzan el mercado. Esta bacteria gram positiva coloniza la piel en

aproximadamente el 40 % de la poblacién sana. En el presente uno de los

patdgenos clinicamente mas problematico, es el S. aureus meticilino resistente

(MRSA). Es una de las bacterias mas dificiles de tratar en pacientes y de

erradicar del ambiente hospitalario.

Es particularmente preocupante la velocidad con que la bacteria genera nuevas

resistencias segun el siguiente esquema:

14

1942: Se reporto resistencia a la penicilina en cepas de S. aureus luego
de s6lo meses de uso clinico.

1953: 64-80% de los S. aureus aislados fueron resistentes a la
penicilina, con desarrollo de resistencia a tetraciclina, eritromicina y otras
clases de antibioticos emergentes.

1960: Estuvo ampliamente distribuida la meticilina, un antibidtico
B-lactamico, efectivo contra cepas de S. aureus resistentes a la
penicilina. Sin embargo, luego de un ano de su introduccién, aparecieron
cepas resistentes a la meticilina. Aca nace el término Staphylococcus

aureus meticilino resistente (MRSA).



e 2002: Aparecio resistencia a la vancomicina en cepas MRSA, siendo la
vancomicina la droga de ultimo recurso para el tratamiento de
infecciones por MRSA.

Se ha reportado ultimamente resistencia a los nuevos agentes como el

linezolid y la daptomicina.

La resistencia adquirida de aparicion temprana del S. aureus a casi
todas las clases de antibidticos es mediada casi exclusivamente por
transferencia horizontal de ADN. La transferencia de material genético desde
otro organismo permite la adquisicion de "paquetes" que codifican resistencia a
multiples antibidticos. Este tipo de transferencia es la responsable de las
resistencias mas preocupantes en S. aureus: resistencia a meticilina y
vancomicina. Adicionalmente, la resistencia que es mediada por mutaciones al
azar y seleccion bajo presién del antibiético, juegan un papel importante en el
entorno clinico, produciendo la mayor ruta de resistencia a los antibi6ticos
como fluoroquinolonas, vancomicina (para nivel intermedio de resistencia),

daptomicina y linezolid (Pantosti, 2007).

En el Reino Unido el numero de muertos a causa de MRSA fue de 398
en 1998 a 1168 en 2004 (Office for National Statistics, 2008).
Segun datos de la OMS (2014y) la proporciéon de MRSA en los aislados de S.
aureus a nivel mundial excede en la mayoria de los casos el 20% y aun el 80%
en algunas regiones. En el Uruguay segun datos de CHLAEP (2013) entre 26 y
50% de los aislamientos de S. aureus intrahospitalarios son resistentes a la
meticilina con un aumento lento pero progresivo de cepas resistentes
circulantes.
Esto no representa ninguna novedad ya que Sir Alexander Fleming en 1945 en
su discurso de aceptacion del premio Nobel advertia:
“It is not difficult to make microbes resistant to penicillin in the laboratory by
exposing them to concentrations not sufficient to kill them, and the same thing
has occasionally happened in the body. The time may come when penicillin can
be bought by anyone in the shops. Then there is the danger that the ignorant
man may easily underdose himself and by exposing his microbes to non-lethal

quantities of the drug make them resistant” (Fleming, 1945).
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1.1.2. Caso de los fitopatdgenos: El problema de la resistencia.

La importancia de las enfermedades de plantas en la agricultura
moderna es un hecho ampliamente documentado y reconocido. Las
enfermedades no solo tienen el potencial de destruir enteramente las
cosechas; si no que aun en los casos en que no causan pérdidas totales
reducen en forma crénica el rendimiento de la mayoria de los cultivos,
obligando a tomar medidas de combate que aumentan los costos de
produccion, y afectan la calidad y la durabilidad de los productos cosechados.
En general, las malezas producen la mayor pérdida potencial (34%), siendo los
animales patéogenos y los fitopatbgenos menos importantes (pérdidas

potenciales de 18 y 16% respectivamente).

Las enfermedades fungicas son una causa frecuente de pérdidas
importantes de cultivos. Especies de los mas diversos géneros, entre ellos
Rhizoctonia, Alternaria y Fusarium, afectan a los cultivos extensivos (trigo,

cebada, soja y arroz) y forestales.

Alrededor de dos tercios de las enfermedades de las plantas son causadas por
hongos. Se conocen cerca de 100.000 especies, de las cuales la mayoria son

saprofitos obligados, pero alrededor de 8.000 son fitoparasitos (Agrios, 2005).

Aunque producen sintomas muy diversos en las diferentes plantas sus
dafos pueden ser severos Yy en algunos casos devastadores.
La Fusariosis de la espiga (FHB) es la enfermedad fungica mas comun en
cultivos de trigo y cebada en todo el mundo. Esto se traduce en pérdidas
econdmicas directas como la reduccion del rendimiento de grano y calidad e
indirectas ya que la contaminacion causada por las micotoxinas conduce al
rechazo de la semilla en el mercado (Parry, 1995).
El arroz también sufre numerosas enfermedades fungicas de importancia
econdmica, especialmente causadas por Rhizoctonia solani, Helminthosporium

oryzae y Sclerotium oryzae (INIA, 2002; Singh, 2016).
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También en el caso de la soja las enfermedades fungicas son causa frecuente
de pérdidas importantes en el cultivo, especialmente las producidas por
especies de Alternaria, Fusarium y Phytophtora sojae (Sinclair, 1989; Vallone,
1997).

Distintas especies de hongos son causantes de enfermedades en
arboles utilizados en forestacion. Entre ellas podriamos nombrar especies de
Micosphaerella, Botrytis, Ophiostoma, Botryosphaeria, etc. Recientemente, se
ha identificado en plantaciones de pino, al género Fusarium que, dependiendo
de la especie presente, son capaces de producir desde un simple manchado de
la madera, hasta la muerte del arbol por afectar el sistema radicular y la
conduccion. Por ejemplo Fusarium circinatum que causa el pitch canker en
pinos (Alonso, 2009; Thwaites, 2005).

Muchos hongos son capaces de producir micotoxinas, por ejemplo,
deoxinivalenol, nivalenol, y nivalenol moniliforme, todos ellos con toxicidad en
animales sobre diversos sustratos. (Desjardin, 2006; Leslie, 2006; Rotter,
1996). P. expansum produce una micotoxina patulina, que produce toxicidad
inmunoldgica, neurolégica y gastrointestinal en animales (Pitt, 1997) ademas
de las pérdidas post-cosecha causada sobre todo en frutas como manzanas,

duraznos y cerezas.

Las enfermedades bacterianas son menos prevalentes, pero Ralstonia
solanacearum, Xillela fastidosa y numerosas especies de Erwinia,
Pseudomonas, y Xanthomonas son patogénicas. El tratamiento para la
prevencion o cura de estas enfermedades con antimicrobianos (estreptomicina,
oxitetraciclina) presenta las mismas restricciones encontradas en los

compuestos antifungicos (Vidaver, 2002, 2004).

Algunos de estos patdégenos siguen siendo temibles en los cultivos
actuales, aunque se han descubierto estrategias y manejos para reducir su
intensidad (Arya, 2010; Gonzalez, 1981).
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La principal medida para evitar o mitigar estas pérdidas son los tratamientos
con antimicrobianos y otros productos quimicos. La produccion agricola ha
aumentado en todo el mundo en los ultimos afos, lo que refleja la creciente
demanda de alimento y la eficacia del uso de productos quimicos en el control
de estas enfermedades, pero hay algunos problemas importantes (Ding, 2010).
Datos proporcionados por OCDE/FAO (Organizacion para la Cooperacion y el
Desarrollo Econdmicos y Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura) predicen una disminucion en la tasa de
crecimiento anual, que fue de 2,1% para el periodo comprendido entre los afos
2003 a 2012 a un 1,5% para la proxima década (OCDE/FAO, 2013). Esto se
debe, entre otros factores, al alto costo de produccion ya que menos del 0,1%
de los plaguicidas aplicados por aspersion alcanzan su objetivo.
La pérdida de eficacia en el control quimico de enfermedades vegetales debido
a la aparicion de biotipos resistentes no tuvo lugar sino a partir del momento en
que aparecieron en el mercado los antimicrobianos con modo de accién
especifico tales como los bencimidazoles. Al poco tiempo de su utilizacién
comercial, se registraron los primeros casos de pérdida de efectividad debido al
incremento en la frecuencia de los individuos resistentes. La apariciéon de
nuevos casos de resistencia ha ido acompanando a la intensificacién en el uso

de este tipo de antimicrobianos.

En Uruguay se utilizan mas de 50 compuestos antimicrobianos
diferentes pertenecientes a una decena de clases quimicas. En el afo 2015 se
importaron mas de 24000 toneladas de formulados y 15000 toneladas de
principios activos como materias primas para formulacion nacional por un valor

de mas de 146 millones de dolares americanos (MGAP, 2015).

La utilizacion intensiva de estos compuestos en la agricultura industrial
favorece la aparicion de resistencias y la creacion de ambientes peligrosos
dada su naturaleza no biodegradable (Hayes, 1991). Ademas de los impactos
negativos causados al ecosistema, como ser la acumulacion de residuos
quimicos en las aguas subterraneas y el suelo (Elad, 2007; Knight, 1997; Silva,

2013), los plaguicidas representan un riesgo a la salud de los aplicadores y los
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consumidores, pudiendo causar intoxicaciones, mutaciones genéticas y hasta
la muerte (Porto, 2012).

Esto, unido a cambios frecuentes en los limites de aplicacion, limites de
residuos en el ambiente y en el producto, lleva a que este sea un sector
altamente dinamico con una rapida rotacion de los compuestos activos (Brent,
2007).

La busqueda de antimicrobianos selectivos, eficaces y seguros desde el
punto de vista toxicolégico y medioambiental para el control de enfermedades

de las plantas esta ganando impulso en la actualidad (Jayaprakashvel, 2010).

1.2. Estrategias parala busqueda de antimicrobianos.

La investigacion sobre nuevas sustancias antimicrobianas debe por lo
tanto proseguirse y todas las estrategias posibles deben ser exploradas.
Ademas de los compuestos micromoleculares de sintesis, los productos
naturales siguen siendo las principales fuentes de agentes terapéuticos
innovadores para varias enfermedades, incluidas las enfermedades infecciosas
(Clardy, 2004). Solo una infima parte de la diversidad disponible entre los
hongos, la fauna y flora marina, las bacterias y las plantas ha sido explorada, y

amplias oportunidades se encuentran tedricamente por delante.

Para abordar este complejo problema existen varias estrategias posibles
y todas ellas han sido recorridas en algun grado por los laboratorios de
investigacion universitarios, por los organismos de salud y las compafias
farmacéuticas y de proteccién de cultivos. Estas estrategias se basan en la
modificacion semisintética de farmacos ya conocidos, el disefio racional de
nuevos compuestos, el tamizaje de fuentes naturales y la reversién de los

mecanismos de resistencia.
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1.2.1. Modificacion de farmacos establecidos.

Este es un abordaje atractivo para las compafiias farmacéuticas dado
que se trabaja sobre moléculas conocidas que ya han demostrado su actividad.
Esto implica un gran conocimiento previo de las propiedades quimicas,
fisicoquimicas y farmacoldgicas de la molécula activa y por lo tanto una gran
expectativa de suceso. Con este encare se logran mejoras en dichas moléculas
tanto del punto de vista farmacocinético como farmacolégico, se aumenta el
espectro de accion o se trata de evadir la resistencia existente. Esto produjo el
desarrollo de 5 generaciones de penicilinas (mas de 15 compuestos), 5
generaciones de cefalosporinas (mas de 30 compuestos) (Murray, 2009), 2
generaciones de carbapenems (mas de 4 compuestos), aminoglucdsidos (mas
de 12 compuestos), tetraciclinas (mas de 8 compuestos), macrélidos (mas de 5
compuestos), glicopéptidos (mas 3 compuestos) y 4 generaciones de
quinolonas y fluoroquinolonas (mas de 10 compuestos) (Oliphant, 2002; Singh,
2006).

Ejemplo de este encare son las modificaciones realizadas sobre
moléculas con el esqueleto del carbapenem: obteniéndose el derivado J-
111225 con un espectro ampliado para incluir MRSA y P. aeruginosa y el L-084
prototipo de carbapenem activo por via oral (Figura 1.5.).
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Figura 1.5. Modificaciones quimicas sobre la molécula de carbapenem.

También es el caso de las dlicilciclinas, derivados semisintéticos de la
tetraciclina minoclina. La molécula GAR-936 (Figura 1.6.), actualmente
comercializada bajo el nombre tigeciclina, ha demostrado ser eficaz para el
tratamiento de infecciones por MRSA, PRSA (S. aureus penicilina resistente) y
VRE (Enterococcus vancomicina resistente) (Kitzis, 2004; Projan, 2000; Zhanel,
2004).

Sin embargo, no hay que perder de vista que, al trabajar sobre
moléculas ya utilizadas, la probabilidad de la emergencia de resistencia es

grande

AN
\N/ N/
OH
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MN N NH;
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Figura 1.6. Modificacién quimica sobre la glicilciclina.
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1.2.2. Disefio racional de nuevos farmacos.

Es quizas la estrategia mas moderna y se basa en el disefio de
moléculas que actuan especificamente con blancos en el microorganismo. Pero
este enfoque tiene como prerrequisito un conocimiento profundo de la biologia
del microorganismo, asi como de las caracteristicas fisicoquimicas del sitio de
acciéon que incluyen habitualmente su conformacién tridimensional.

Con el advenimiento de la biologia molecular, la expresion y la produccion a
gran escala de enzimas y receptores, hicieron que fuera posible realizar
screenings enzima-receptor in vitro, sin células. El enfoque consiste en
secuenciar los genomas de multiples patégenos, identificar los genes
conservados que codifiquen blancos esenciales y que no tengan homadlogos en
células de mamiferos, expresar esos blancos y luego realizar screenings
usando librerias de compuestos quimicos existentes que se unan a ese blanco.
La adopcién de la industria farmacéutica de este enfoque en la década del
1980 tuvo un gran éxito en otras areas terapéuticas, pero ha demostrado ser un
fracaso para el caso de los antibioticos (Payne, 2007). De hecho, no ha llegado
al mercado ningun antibiético usando este enfoque.

El problema radica en parte en haber usado las bibliotecas quimicas que posee
la industria farmacéutica que no se encuentran optimizadas para la biologia
microbiana, estando sesgadas en compuestos que favorecen la bioactividad
humana. Otro problema es que la busqueda de un compuesto que se una a un
blanco especifico no equivale a encontrar un compuesto con actividad
antibacteriana. Farmacos potencialmente activos pueden no penetrar las
bacterias o pueden ser activamente removidos por las bombas de eflujo
(Livermore, 2011; Wright, 2014).
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1.2.3. Rastreo de actividad de fuentes naturales.

Esta es la forma tradicional de trabajo en el area de antimicrobianos y se
ha mostrado extraordinariamente exitosa llevando al desarrollo de la
quimioterapia antiinfecciosa moderna. Utiliza técnicas sencillas, probadas vy
normalizadas a lo largo de los afios en innumerables laboratorios, pero los
nichos habituales, especialmente los microorganismos del suelo, parecen
agotados. Si bien se producen aun numerosos nuevos antibiéticos a partir de
estos nichos, no hay una equivalencia en moléculas novedosas que
constituyan a su vez cabezas de futuros desarrollos. Sin embargo, esta
estrategia puede ser facilmente adaptada para el tamizaje de actividad de
nichos bioldgicos y vias metabdlicas aun no explotados, incluyendo
microorganismos marinos o extremdfilos, organismos marinos (celenterados,
esponjas) animales y vegetales superiores (Taylor, 2013). El nuevo antibiético
policetometilénico abyssomicin que bloquea la biosintesis de folato fue
descubierto mediante screening de las cepas aisladas de los sedimentos del
océano profundo (Bister, 2004; Hughes, 2010).

Las desventajas de este método es que no permite conocer a priori el
mecanismo de accién y no discrimina entre estructuras conocidas o nuevas por

lo que la rapida dereplicacion de los candidatos es otro desafio importante.

1.2.4. Reversion de laresistencia.

Es una estrategia alternativa para la busqueda de nuevos antibacterianos y
consiste en identificar y atacar los procesos bacterianos responsables de la
resistencia. La inhibicién de estos, podria ser capaz de potenciar la actividad de
los antibacterianos existentes. En esta aproximacién, el antibacteriano es
coadministrado con el inhibidor que neutraliza la resistencia v,
consecuentemente, el antibacteriano continua siendo util, aun en organismos

resistentes. Hasta la fecha, la aplicaciéon mas exitosa de este concepto ha sido
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el desarrollo de inhibidores de [-lactamasas, enzimas que inactivan a los
antibidticos B-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapenems vy
monobactams) hidrolizando el anillo B-lactamico de Ila molécula. Las
combinaciones del acido clavulanico con penicilinas han sido exitosamente
usadas en la clinica por mas de 30 afios (Drawz, 2010). Otro modo prometedor
de revertir la resistencia es tomando como blanco las bombas de eflujo que
producen resistencia en muchas especies de bacterias, incluyendo S. aureus,

P. aeruginosa, Acinetobacter spp. y muchos otros organismos.

1.3. Los productos naturales en el desarrollo de nuevos farmacos.

Los productos naturales y sus derivados han sido y continuan siendo
fuentes ricas para el descubrimiento de nuevos farmacos (Beutler, 2009;
Cragg, 2013; Harvey, 2008; Molinari, 2009; Newman, 2012, 2016). El 65% de
las nuevas moléculas activas aprobadas en el periodo 1981-2014, que incluyen
todas las enfermedades, fuentes y paises, derivaron de productos naturales
(Figura 1.7.). Quedan excluidos los compuestos biologicos (péptidos con mas

de 45 residuos y proteinas) y las vacunas (Newman, 2016).
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Figura 1.7. Fuente de moléculas activas aprobadas (1981-2014); n=1211. S: producto
sintético, a menudo encontrado por screening al azar o por modificaciéon de alguno
existente; ND: derivado de producto natural; NB: producto natural botanico (mezcla
definida); N: producto natural; S*/NM: hecho totalmente por sintesis, pero el
farmacoforo es un producto natural/desplaza al sustrato natural en forma competitiva
"natural product mimic"; S*: hecho totalmente por sintesis, pero el farmacéforo es un
producto natural; S/NM: producto sintético/desplaza al sustrato natural en forma

competitiva "natural product mimic".

Las plantas superiores han demostrado ser una fuente importante de
nuevos compuestos bioactivos, tanto por presentar actividad farmacoldgica per
se, como por representar nuevos tipos moleculares para el desarrollo de
drogas, incluyendo  antihipertensivos,  analgésicos,  citotoxicos vy
antiinflamatorios. Esto incluye compuestos que son medicamentos de primera
eleccion o incluso los unicos existentes para el tratamiento de estas afecciones.
Ejemplos son la vincristina y vinblastina, alcaloides aislados de Catharanthus
roseus utilizados clinicamente para el tratamiento de varios tipos de linfomas y
leucemias, cancer de vejiga y testiculo, el taxol extraido de Taxus brevifolia, el
etopdsido desarrollado a partir de la podofilotoxina encontrada en Podophyllum
peltatum, la prostratina, aislada de la planta medicinal de Samoa Homalanthus
nutans y en estudio contra el HIV al igual que el alcaloide michellamina B

aislado de una planta del Camerun (Clark, 1996; Potterat, 2008) (Figura 1.8.).
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Figura 1.8. Estructura quimica de algunas drogas derivadas de plantas superiores.

Otra fuente ya establecida y extremadamente importante de moléculas
bioactivas son los hongos. Una de las propiedades mas importantes de los
hongos, en particular aquellos pertenecientes al filo Ascomycota vy
Basidiomycota, se asocia con su capacidad metabdlica de producir una amplia
variedad de moléculas bioactivas, destacando varias clases de antibioticos,
reductores de colesterol, antitumorales, antifungicos, inmunosupresores,
antiprotozoarios, antiinflamatorios y antivirales (Shu, 2007). Un gran numero de
enfermedades que en los afos 80 y 90 eran tratadas unicamente por
medicamentos de origen sintético, en este momento son tratadas por
medicamentos de origen microbiano, destacandose los agentes antitumorales
como el taxol que actualmente puede ser obtenido a partir de hongos (Demain,
2011). En las ultimas décadas, mas de 50 cepas de hongos productoras de
taxol distribuidas en 36 géneros han sido descriptas (Hao, 2013). Alternaria
alternate var. monosporus obtenida de la corteza de Taxus yunanensis,
después de mutagénesis por ultravioleta y nitrosoguanidina, puede producir

taxol en niveles interesantes (227 mgL™") para su uso en la industria
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farmacéutica (Duan, 2008). Entre los farmacos con mayor impacto hoy en dia,
se destaca la lovastatina, un agente reductor del colesterol, con ventas en el
mundo de alrededor de mil millones de ddélares al afio (Goswami, 2012). Otros
metabolitos importantes producidos por hongos incluyen esteroides,
fitohormonas, enzimas utilizadas en procesos biotecnolégicos tales como la
fabricacion de jugos de frutas y sustancias insecticidas, que ayudan a controlar

las plagas (Bayaram, 2012).
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Figura 1.9. Estructura quimica de la lovastatina, reductor de colesterol ampliamente

utilizado.

Mas recientemente se han estudiado fuentes marinas que han
proporcionado nueva quimica y biologia (Blunt, 2006). Algunos pocos
programas han utilizado los insectos como fuente de nuevas drogas, por
ejemplo la colaboracion entre en el INBio y Merck en Costa Rica (Sittenfeld,
1999), y en el laboratorio de Eisner en la Universidad de Cornell (Schroder,
1998). También es notable el trabajo de Daly utilizando anfibios como una rica
fuente de compuestos bioactivos (Daly, 2005).

Durante las ultimas dos décadas, la investigacion dirigida a la
explotacion de productos naturales como recurso ha disminuido seriamente.
Esto es en parte debido al desarrollo de nuevas tecnologias como la quimica
combinatoria, metagendmica y el cribado de alto rendimiento. Sin embargo, los
nuevos enfoques de descubrimiento de farmacos no cumplen con las

expectativas iniciales. Esto ha llevado a un renovado interés por los productos
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naturales en compafias farmacéuticas como Bayer, Merck y Xenova,
determinado por la necesidad urgente de nuevos medicamentos, en particular
contra las infecciones causadas por patégenos multiresistentes (Beutler, 2009;
Buss, 2004; David, 2014; Li, 2009; Molinari, 2009; Potterat, 2008).

¢, Por qué siguen siendo atractivos los productos naturales para el

desarrollo de farmacos?
1) Gran biodiversidad.

Soélo una muy pequena fraccion de todas las especies se han
investigado quimicamente y mucho menos si consideramos un amplio espectro
de bioactividades. La naturaleza ha desarrollado una gran diversidad a lo largo
de billones de afos de evolucion. Existen por lo menos 300.000 especies
diferentes de plantas, mas de 30 millardos de especies de insectos, 1,5
millardos de especies de hongos y un numero similar de especies de algas y
procariotas. Todas las especies coexisten en ecosistemas e interactuan entre
ellas. Considerando el numero de organismos y el numero infinito de
interacciones posibles, no es sorprendente la enorme variedad de productos
secundarios formados (Cordell, 2000).

El programa de cribado de plantas mas grande de la década de 1960 se llevo a
cabo por Smith Kline & French: cerca de 19.000 especies se examinaban para
ver el contenido de alcaloides utilizando una sencilla prueba de color (Raffauf,
1996). El Instituto Nacional del Cancer de Estados Unidos ha recogido de
forma activa plantas superiores para la deteccién de actividad anticancerigena
por mas de 20 afos y en la actualidad cuenta con una coleccién que
representa alrededor de 30.000 especies de plantas, o sea 10 por ciento de las
especies conocidas.

No hay manera facil de contar el numero de muestras microbianas que se han
prospectado para actividad biolégica, ya que el protocolo tipico en la deteccion
microbiana es realizar una identificacion minima de las especies antes de
comenzar las pruebas de actividad bioldgica; sin duda el numero de muestras
microbianas seleccionados ha sido enorme, pero la diversidad taxonémica de

esas muestras estaba limitada por la predileccion por los organismos de suelo
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y la facilidad de cultivarlas. Los avances recientes en la microbiologia han

demostrado que existe una enorme microbiota no muestreada (Epstein, 2008).
2) Los metabolitos secundarios han evolucionado para ser activos.

La energia metabdlica y el costo genético de hacer una pequefia
molécula requiere que esta proporcione algun beneficio para el organismo, ya
sea a través de la defensa contra depredadores, la comunicacion dentro de su
poblacion, o interferir con organismos competidores. Aunque la mayoria de las
funciones de los productos naturales en su organismo productor no son
conocidas actualmente, la opinion ha cambiado notablemente desde los dias
en que los productos naturales se consideraban productos de desecho
(Mothes, 1969). Sea cual sea el papel preciso, va quedando claro que muchos
productos naturales son capaces de llegar a los sitios del receptor ya sea fuera

o dentro de las células, tal como un farmaco debe hacer.
3) Gran diversidad estructural.

El valor mas importante y visible de la quimica de los productos
naturales es la introduccion de nuevos esqueletos moleculares vy
funcionalidades que no han sido previamente concebidos por los seres
humanos. Usando terminologia post-moderna podemos decir que los productos
sintéticos y los productos naturales ocupan diferentes espacios quimicos. En
general estos ultimos presentan mayor complejidad estructural, mas
funcionalizacion, mayor numero de grupos oxigenados, centros estereogénicos
y ciclos conjugados (Feher, 2003; Graboski, 2008; Gu, 2013; Rosén, 2009).

4) Las reglas de cinco de Lipinski no se aplican a los productos naturales.

Se desarrollaron estas reglas para conducir a los quimicos sintéticos
hacia compuestos que tengan mejores propiedades biofisicas y sean por lo
tanto mejores candidatos para ser farmacos activos por via oral. Por lo tanto,
los compuestos deben tener pesos moleculares menores a 500 Da, deben
poseer <5 donantes de enlaces de hidrogeno, <10 aceptores de enlace de
hidrogeno, y tienen log P <5 (Lipinski, 1997). Estas reglas excluyen

explicitamente los productos naturales, sobre todo por las razones expuestas
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mas arriba (metabolitos secundarios que han evolucionado para ser
bioactivos), ya que a menudo utilizan los transportadores transmembrana en

lugar de difusidn pasiva para entrar células (Lipinski, 1997).

1.3.1. Los productos naturales como fuente de antibacterianos y

antifitopatogénicos.

Antibacterianos naturales.

Los antibacterianos de origen natural desarrollados para uso clinico han
sido, sin excepcion, derivados de microorganismos, hongos y miembros de
actinomycetes, en particular del género Streptomyces (Hopwood, 2007).
Comenzando con el descubrimiento de la penicilina en 1929, los productos
naturales han sido la principal fuente de nuevos antibacterianos y han
revolucionado el tratamiento de las enfermedades infecciosas. En los ultimos
80 afos se han descubierto numerosas clases de antibacterianos, entre ellas
muchas de origen natural como: fenilpropanoides (cloranfenicol), poliquetidos
(tetraciclina), aminoglucdsidos (estreptomicina, gentamicina), macrolidos
(eritromicina), glicopéptidos (vancomicina), estreptograminas (quinpristina y
darfopristina), segunda generacién de B-lactdmicos (cefalosporinas), tercera
generacion de B-lactamicos (carbapenems, ej. imipenem), lipopéptidos
(daptomicina), pleuromutilinas (retapamulina) y macrolactonas (fidaxomicina).
Las clases de origen sintético son sélo tres: las sulfonamidas, las
fluoroquinolonas (acido nalixidico, ciprofloxacina) y las oxazolidinonas
(linezolid) (Murray, 2009).

Los productos naturales y sus analogos siguen desempefando un papel
principal, representando el 74% de las nuevas moléculas antibacterianas
aprobadas entre 1981-2014 (Butler, 2014; Newman, 2016) (Figura 1.10).
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Figura 1.10. Fuente de moléculas antibacterianas aprobadas (1981-2014); n=112.
Quedan excluidas las vacunas. S: producto sintético; ND: derivado de producto
natural; N: producto natural; S*/NM: hecho totalmente por sintesis, pero el farmacoforo
es un producto natural/desplaza al sustrato natural en forma competitiva "natural

product mimic".

Los antibidticos de fuentes naturales oscilan entre compuestos de peso
molecular pequefio (por ejemplo, penicilinas) a grandes péptidos (por ejemplo,
teicoplanina). Poseen generalmente estructuras complejas con muchos centros
quirales, alta diversidad quimica con varios grupos funcionales densamente
desplegados, proporcionando el maximo numero de interacciones con dianas
moleculares, conduciendo a menudo a una altisima especificidad (Molinari,
2009; Singh, 2006) (Fig. 1.11.). La eficacia de los productos naturales como
antibacterianos probablemente se deba a que han evolucionado para ser
activos, dando a los organismos que los producen una ventaja selectiva en el
ambiente (Bologa, 2013).
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Figura 1.11. Algunos antibacterianos de origen natural.

Se ha estimado (Watve, 2001) que solo el género bacteriano
Streptomyces produce aproximadamente 100.000 metabolitos secundarios con
al menos alguna actividad antimicrobiana, sugiriendo que si se continua con el
screening tradicional antibacteriano seria posible conseguir nuevas estructuras
con mecanismos de accion diferentes a los actuales antibiéticos. Sin embargo,
los nichos habituales, especialmente los microorganismos del suelo, parecen
agotados, si bien se producen aun numerosos nuevos antibioticos a partir de
estos nichos, no hay una equivalencia en moléculas novedosas que
constituyan a su vez cabezas de futuros desarrollos (Bologa, 2013; Saleem,
2010; Taylor, 2013).

Sin embargo, esta estrategia puede ser facilmente adaptada para el tamizaje
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de actividad de nichos biolégicos aun no explotados, incluyendo
microorganismos marinos o extremdfilos, organismos marinos (celenterados,
esponjas) animales y vegetales superiores. Ejemplos son la serie de péptidos
de origen animal derivados de la magainina, que presentan gran potencial de
uso y los stelletazoles (Figura 1.12) aislados de la esponja Stelleta sp (Kirst,
2013; Nicolaou, 2009; Roemer, 2011; Sheridan, 2006; Singh, 2014; Wong,
2012; Zhu, 2012).

NH,
e N
0 /

Stellettazole (n)

Figura 1.12. Estructura de los stelletazoles.

Dado que los metabolitos conocidos a la fecha representan una pequefa

fraccion de la diversidad metabdlica el estudio de organismos menos
estudiados abre grandes posibilidades de encontrar nuevas moléculas de
interés.
La busqueda de compuestos con diferente espectro de actividad y/o
estructuras quimicas novedosas que sirvan de cabeza de serie para el
desarrollo de farmacos es un area de activo interés en todo el mundo.
Sin embargo, para ser exitoso, un programa de busqueda de este tipo debe
enfrentar algunos desafios como la necesidad de desarrollar métodos de pre
screening de alta eficiencia para la seleccion de muestras y evitar el
redescubrimiento de compuestos conocidos (Baltz, 2006; Newman, 2003,
2005, 2007).
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Antifitopatogénicos naturales.

El éxito de las practicas agricolas modernas es debido en parte al
descubrimiento y la adopcidén de productos quimicos para el control de plagas.
De hecho, el enorme aumento en los rendimientos de los cultivos asociados
con la revolucion "verde" no habria sido posible sin la contribucién de estos
compuestos sintéticos. La abundancia de alimentos de alta calidad en los
paises desarrollados ha eliminado practicamente la preocupacién por el acceso
a estos alimentos en dichos paises (Dayan, 2009).

Sin embargo, la preocupacion por el impacto potencial de los plaguicidas
en el medio ambiente ha llevado a la aplicacion de procedimientos de registro
de plaguicidas mas estrictos, como la Ley de Protecciéon de la Calidad de
Alimentos que fue promulgada en agosto de 1996 (FQPA, 1996) por el
gobierno de los Estados Unidos de América. Como consecuencia de esto, el
numero de pesticidas sintéticos disponibles para su uso en la agricultura se ha
visto disminuido.

Por lo tanto, el paradigma actual de depender casi exclusivamente de
productos quimicos para el control de plagas debe ser reconsiderado (Dayan,
1999). Nuevos plaguicidas, incluyendo aquellos a base de productos naturales
estan siendo descubiertos y desarrollados para reemplazar los compuestos
perdidos debido a los nuevos requisitos de registro. Ademas, nuevos pesticidas
son necesarios para combatir la evolucién de la resistencia a los compuestos

en uso (Copping, 2007).

Los productos naturales y sus analogos desempefian un papel
importante, representando mas del 28% de los nuevos ingredientes activos
para el control de fitopatégenos aprobados entre 1997-2010 por la Agencia de
Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA, por su sigla en inglés) (Cantrell,
2012) (Figura 1.13).
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Figura 1.13. Fuente de nuevos ingredientes activos para el control de fitopatégenos
aprobados (1997-2010); Quedan excluidos los agentes de control biolégico, las plantas
genéticamente modificadas que expresan proteinas con actividad frente a
fitopatdgenos y las proteinas. S: producto sintético; S*: hecho totalmente por sintesis,
pero el farmacéforo es un producto natural; N: producto natural no modificado o
preparacion cruda.

Los aceites esenciales son los compuestos mas importantes entre la
amplia gama de productos naturales con propiedades antifitopatogénicas
extraidos de plantas. Dichos aceites estan conformados por metabolitos
secundarios volatiles que son bioactivos en fase vapor, actuando directamente
contra los fitopatégenos, y/o también mejorando los mecanismos de defensa de
las plantas contra estos microorganismos (Bautista-Bafos, 2003). Algunos de
los componentes activos clave de los aceites esenciales, por ejemplo,
cinamaldehido, citral, eugenol, limoneno o timol son seguros para el consumo
humano y tienen estatus GRAS (sigla en inglés para generalmente reconocido
como seguro) (de Aquino, 2015).

El extracto de hojas de Macleaya cordata, comercializado en la actualidad
como fungicida, contiene los alcaloides sanguinarina, queleritrina, protopina y
alocriptopina. De estos, los dos primeros son fungicidas y bactericidas

bastante potentes in vitro (Liu, 2009) (Figura 1.14.).
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A pesar de no existir reportes en la literatura que lo aleguen, el acibenzolar-S-
metil es un derivado sintético del inductor vegetal acido salicilico (Handiseni,
2010). Este compuesto es descripto claramente como un analogo estructural
del &cido salicilico y es util en el control del mildiu velloso en las verduras de

hoja induciendo la resistencia de la planta huésped (Figura 1.14.).

Las estrobilurinas, familia de fungicidas perteneciente a los fungicidas
clasificados como Qol (inhiben la transferencia de electrones en la
respiracion mitocondrial al unirse al sitio de ubiquinol (Qo) del citocromo
b) fueron lanzadas por primera vez en 1996. La estrobilurina original, llamada
estrobilurina A, es producida por el hongo basidiomicete degradador de madera
Strobilurus tenacellus. La inestabilidad de la estrobilurina A en presencia de la
luz impidid su uso comercial conllevando a la necesidad de realizar
modificaciones quimicas a la molécula para obtener estabilidad que incluyen
actualmente al fungicida mas vendido del mundo, la azoxistrobina (Bartlett,
2002) y a su analogo el kresoxim-metil (Figura 1.14.). Estos compuestos
presentan un menor riesgo para la salud humana y/o el medio ambiente
respecto a los plaguicidas alternativos disponibles en el mercado siendo esto
avalado por la Agencia de Proteccion Ambiental al categorizarlos como
pesticidas de bajo riesgo. (Vincelli, 2002).

La kasugamicina, aislado por primera vez del actinomycete Streptomyces
kasuagaensis es un fungicida sistémico que inhibe la sintesis proteica y puede
ser utilizado en el tratamiento de plantas infectadas como en la prevencion de

infecciones (Tanaka, 1966; Umezaga, 1965) (Figura 1.14.).
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Figura 1.14. Algunos antifitopatogénicos de origen natural (Tomado de Cantrell, 2012).
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1.4. Los hongos y su relacidon con sustancias bioactivas.

1.4.1. Clasificacion de los hongos.

Los hongos, pertenecientes al Reino Fungi, tienen como principal
caracteristica la presencia de quitina en la pared celular y son clasificados en
cinco filos distintos: Chytridiomycota, Zygomycota, Glomeromycota,
Ascomycota y Basidiomycota (Kirk, 2008; Rossman, 2006).

El filo Chytridiomycota estd compuesto por organismos comunes en
ambientes acuaticos, donde se nutren de materia organica en descomposicion.
Tales hongos también pueden existir como parasitos de insectos, nematodos,
animales, plantas y otros hongos, o como endosimbiontes anaerobios
obligatorios, presentes en el sistema digestivo de herbivoros (Kirk, 2008;
Webster, 2007).

El filo Zygomycota esta formado por un grupo heterogéneo de hongos,
dentro de los cuales se destacan aquellos pertenecientes al subfilo
Mucoromycotina (Hibbett, 2007). Ese subfilo estéa formado por géneros como
Rhizopus y Mucor, comunmente asociados a materia organica, frutos dafados
y heces de animales. Los zigomicetos se encuentran comunmente en el suelo
(Domsch, 2007).

Los hongos que viven asociados a raices de plantas y forman las
llamadas micorrizas vesiculo-arbusculares son actualmente clasificados en el
filo Glomeromycota. Se estima que cerca de 90% de las plantas terrestres
forman asociaciones mutualistas de tipo micorrizas con hongos de ese filo
(Stajich, 2009). La colonizacion del sistema radicular por los hongos resulta en
un aumento de la absorcién de los nutrientes del suelo por las plantas. A
cambio, los hongos se nutren de fotoasimilados producidos por sus hospederas
(Alexopoulos, 1996; Rossman, 2006; Webster, 2007). Los hongos
pertenecientes a los filos Chytridiomycota, Glomeromycota y Zygomycota
corresponden a cerca del 2% del total de especies conocidas del Reino Fungi
(Stajich, 2009).
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El filo Ascomycota es el mas grande en el Reino Fungi, conteniendo
64% de las especies conocidas (Stajich, 2009). Los ascomicetos incluyen
levaduras y hongos filamentosos y se caracterizan por la formacion de una
estructura membranosa que contiene las esporas derivadas de la reproduccién
sexuada (meiosis) llamada “asco” (Carlile, 2001). Estos hongos estan
presentes en diversos habitats terrestres y acuaticos, ocurriendo como
saprobios o mutualistas, parasitos y patdgenos de animales, plantas y otros
hongos (Schoch, 2009). Muchas especies son importantes patégenos de
plantas (Agrios, 2005) mientras que un numero reducido de ascomicetos son
patdgenos para los seres humanos y otros animales (Alexopoulos, 1996).

El quinto filo perteneciente al Reino Fungi se conoce como
Basidiomycota. Este grupo comprende a aquellos hongos que se caracterizan
por la produccion de esporas derivadas de la reproduccién sexual, sobre una
estructura denominada “basidio”. Los hongos que presentan cuerpos de
fructificacion visibles a simple vista, denominados usualmente “macroscopicos”
son en su mayoria basidiomicetos, asi como los que causan royas y carbon en
plantas (Webster, 2007). Los basidiomicetos corresponden a cerca del 34% del

total de especies conocidas del Reino Fungi (Stajich, 2009).

1.4.2. La micoflora como fuente de antimicrobianos.

Los hongos comparten con los animales ciertos agentes infecciosos
tales como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus
aureus (Zjawiony, 2004) y por lo tanto tienen la potencialidad de producir
metabolitos con actividad farmacologica de uso en humanos. Existen hipétesis
de que el reino fungi incluye mas de 1,5 millones de especies y se estima que
solamente 13% de dichas especies han sido descriptas (Hawksworth, 2001).
De ellas, solo una infima parte han sido exploradas en cuanto a su capacidad
de producir sustancias bioactivas pudiendo postularse que el porcentaje de
metabolitos de origen fungico con aplicacion farmacoldgica descubiertos sea

igualmente pequefio (Bass, 2011).
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Los denominados “microhongos” son una fuente, ya establecida y
extremadamente importante de compuestos antimicrobianos (penicilinas,
amoxicilina, cefalosporinas, griseofulvina, etc. (Chen, 2013; Deacon, 2005).

Ha demostrado ser un recurso lejos de agotarse, sea tanto por la exploracion
de nichos ecoldgicos poco estudiados como organismos marinos, especies
endofiticas o provenientes de ambientes extremos (Bentis, 2000; Cantrell,
2011; Holler, 2000) como por la expresion de nuevos compuestos en especies
ya estudiadas a través de manipulacion fisiologica o genética (Bills, 2008;
Bode, 2002).

Otro tanto sucede con los “macrohongos” (aquellos cuyo cuerpo fructifero es
visible a simple vista, la gran mayoria perteneciente al filo Basidiomycota) sélo
unos pocos compuestos aislados se encuentran en la etapa de ensayos
clinicos. Por ejemplo, un derivado de illudina S ha progresado a la fase Il de

ensayos clinicos en humanos.

La capacidad de hallar compuestos con actividad antimicrobiana en
estos hongos ha demostrado ser viable. Suay y colaboradores (2000) cribaron
317 cepas, correspondientes a 204 especies contra un rango de patdgenos
humanos. Se observé que mas del 40% del total de especies evaluadas exhibio
actividad antimicrobiana y un 20% mostré actividad antifungica., Rosa vy
colaboradores (2003) estudiaron 103 aislamientos y hallaron que mas del 15 %
presentaba actividad antimicrobiana. Beattie y colaboradores (2010) trabajando
con 117 cepas de un solo género hallaron que alrededor del 50% presento

actividad antibacteriana.

1.4.3. Abordaje “OSMAC” (One strain many active compounds).

Los metabolitos secundarios (MS), definidos como "compuestos que
generalmente no estan incluidos en el esquema metabdlico normal" (Davies,
1985), no son esenciales para el crecimiento, el desarrollo o la reproduccion,
sin embargo, aportan una ventaja adaptativa que favorece la supervivencia. La

ausencia de estos metabolitos, contrariamente a lo que sucede con los
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metabolitos primarios, generalmente no se traduce en fenotipos observables
cuando el organismo es cultivado en condiciones de laboratorio. Son
producidos tanto por plantas, bacterias y hongos y hasta el momento solo una
infima parte de la diversidad quimica disponible ha sido explorada respecto a

su potencial actividad antimicrobiana.

Las vias cripticas son grupos de genes que podrian codificar metabolitos
que aumentan la competitividad del organismo en su medio ambiente natural y
pueden permanecer silenciosas en el laboratorio. Son muchos los ejemplos en
bacterias y hongos, de clusters de genes de vias biosintéticas de metabolitos
secundarios que sobrepasan ampliamente en numero a los productos naturales
biosintetizados en condiciones de laboratorio. Estos grupos de genes
silenciosos (cripticos) sin duda guardan una reserva enorme de nuevos
compuestos bioactivos plausibles de servir para el desarrollo de medicamentos
(Cimermancic, 2014). Se pueden explorar los productos de estas vias cripticas
ya sea utilizando técnicas moleculares (Gross, 2009) o aproximaciones cultivo-
dependientes (Bode, 2002; Ochi, 2013).

Es bien conocido que la composicion del medio de cultivo tiene gran

influencia sobre la produccion de metabolitos. Altas concentraciones de
glucosa, fosfato y/o amonio generalmente reprimen el metabolismo secundario.
Otro ejemplo es el del agregado de aminoacidos para inducir ciertas vias del
metabolismo secundario. En general, se puede decir que la variacion de
parametros de cultivo para la induccion de la sintesis de nuevos metabolitos
secundarios se parece, pero es aun mas aleatoria que la modificacién para la
optimizacién de la produccion de un determinado metabolito. En el 2008, Bills
utilizé un encare sistematico de modificacion de parametros de cultivo (por
ejemplo composicion del medio, pH, temperatura, adicion de inhibidores, forma
del fermentador, etc.) para aumentar el numero de metabolitos secundarios
producidos por una misma cepa (Bills, 2008).
El numero de investigadores que aplican esta técnica condiciones de cultivo
dependientes, ha ido aumentando desde que este método, que ya tiene
décadas, se formaliz6 (Bills, 2008; Bode, 2002; Davies, 2011).

Tedricamente, cada paso biosintético puede ser influenciado a nivel

transcripcional, transduccional o a nivel enzimatico pudiendo esto resultar en
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un amplio numero de permutaciones de productos naturales. A nivel del DNA,
se podria trabajar utilizando mutagénesis o0 biosintesis combinatoria
produciendo nuevas actividades enzimaticas resultantes en productos
modificados, o también biosintesis y mutasintesis utilizando precursores
diferentes basados en la falta de especificidad de algunas enzimas para
introducir precursores diferentes en la molécula diana. Finalmente, la
biotransformacion y derivatizacién modifican quimica o biolégicamente ya sean
los intermediarios o los productos finales de una ruta biosintética dada. Se
puede aventurar que, en la naturaleza, donde cada ambiente diferente trae
aparejado un transcriptoma, proteoma y finalmente metaboloma diferente para
cada situacion a la cual debe enfrentarse el microorganismo para sobrevivir,
traeria aparejado un alto numero de metabolitos secundarios diferentes.
Schiewe y Zeeck definieron dicha forma de trabajo, en la cual se veria una
mayor cantidad de los metabolitos secundarios producidos por una cepa dada
como OSMAC (One Strain Many Active Compounds), y surge de la experiencia
de que pequefos cambios en las condiciones de cultivo trae aparejada
cambios en la cantidad y tipo de compuestos biosintetizados (Bills, 2008; Bode,
2002; Davies, 2011; Gross, 2009; Petitt, 2011; Schiewe, 1999) (Figura 1.15.).

Epigénesis, mutagénesis DNA : -
' L Influencias
transcripcionales
RNA ) -
—~—T Influencias
<> traslacionales
Precursores biosintéticos, b PROTEOMA |
inhibidores enzimaticos, —— > J -
mutasintesis ) —— )
Inluencias
enzimaticas
Biotransformacién, :( > ( METABOLOMA
derivatizacion.

( OSMAC

Figura 1.15. Esquema de la estrategia OSMAC.

42



Barbarakova y colaboradores (2012) cultivando el hongo Penicillium
scabrosum en medios conteniendo diferentes concentraciones de glucosa
potencializaron la produccion de fumagilina, metabolito conocido por su alto

potencial antibidtico.

Figura 1.16. Estructura quimica del antibiético fumagilina.

Wang y colaboradores (2011) aislaron tres nuevas citocalasinas
(alcaloides fungicos) y cinco nuevos analogos, las aspocalasinas, utilizando la
técnica OSMAC en cultivos de Spicaria elegans. Estos productos fueron
obtenidos a partir de la variacidon del medio de cultivo y la adicion de
aminoacidos precursores de esa molécula, pues el tipo de citocalasina obtenida
depende del aminoacido incorporado a su estructura. La actividad citotoxica de
las nuevas citocalasinas fue evaluada frente a linajes celulares. Dos de ellas
presentaron una excelente actividad citotdxica frente al linaje A-549 con ICsy de
8,2 uM y 20 uM.
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Figura 1.17. Citocalasinas aisladas de cultivos del hongo Spicaria elegans (Adaptado
de Wang, 2011).

El ADN eucariota estd empaquetado en los llamados nucleosomas,
donde el ADN se enrolla alrededor de octdmeros de histonas. A través de
modificaciones bioquimicas (acetilaciéon, metilacién, ubiquitinacion vy
fosforilacién), las histonas son capaces de coordinar el reclutamiento,
estabilizacidn o exclusion de los complejos regulatorios de la transcripcion y
demarcar regiones funcionales del genoma tales como promotores, secuencias
codificantes y enhancers (Campos, 2009). Dicha organizacion de los
nucleosomas, puede compactarse aun mas para controlar la actividad de
genes especificos. Regiones gendmicas con cromatina mas laxa o abierta
estan asociadas con la transcripcidén de los genes, mientras que cromatina mas
cerrada se asocia a represion de los mismos. El nivel de compactado es
controlado principalmente por complejos remodeladores del nucleosoma
(Clapier, 2009). A pesar de que aun no esta completamente comprendido como
las histonas modulan la dinamica de la cromatina, esta claro que los efectos
mediados por efectores tienen mucha influencia sobre la accesibilidad a ciertos

genes. Cualquier residuo polar expuesto (y algunas prolinas) de las colas de
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las histonas puede estar sujeta a alguna modificacidn post traduccional
covalente (Clapier, 2009; Rialdi, 2016).

En los hongos, los compuestos antimicrobianos se producen
principalmente durante el metabolismo secundario (MS). La secuenciacion del
genoma fungico actualmente en curso, conduce a nuevos conocimientos sobre
la cantidad de genes relacionados con el MS (Walsh, 2010; Winter, 2011). El
numero de genes implicados en el MS es mayor que el niumero de metabolitos
secundarios fungicos caracterizados, lo que indica un alto numero de
compuestos hasta ahora desconocidos (Keller, 2005; Winter, 2011). Dichos
genes se organizan a menudo en grupos o clusters de genes, que cuando los
hongos se cultivan en condiciones estandar de laboratorio, estan en un estado
transcripcional silenciado (vias cripticas) (Keller, 2005). Estos grupos de genes
silenciados tienen el potencial de codificar para proteinas implicadas en la
biosintesis de nuevos compuestos antimicrobianos. Se han llevado a cabo
varios enfoques para activar tales grupos de genes "cripticos", por ejemplo, por
sobreexpresion del factor de transcripcion presente en el cluster (Bergmann,
2010), mediante la supresion de las vias que consumen precursores (Chiang,
2013), por cocultivo con bacterias (Nutzmann, 2011), y por acciéon sobre las
vias de silenciamiento epigenético (Reyes-Dominguez, 2012). El silenciamiento
o activacion de clusters de genes se ha relacionado con los mecanismos
epigenéticos que influyen en la formacion de "heterocromatina facultativa"
(Gacek, 2012).

Definiremos los cambios epigenéticos como aquellos cambios
heredables en la funcién génica que ocurren sin un cambio en la secuencia del
ADN nuclear (Bolden, 2006). Dos de las principales sefiales de la regulacién de
la cromatina por epigenéticos son la acetilacion de las histonas, que se traduce
principalmente en la activacion de la transcripcion, y la metilacion de las
histonas y el ADN, lo que esta relacionado principalmente con el silenciamiento
de la transcripcion (Brosch, 2008). Estudios recientes en hongos, demostraron
que diversos productos quimicos de bajo peso molecular son capaces de
inhibir las histonas desacetilasas (HDACs) y las ADN metiltransferasas

(ADNMTSs) influyendo asi en el perfil de metabolitos secundarios (Cichewicz,
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2010; Cole, 2008; Fisch, 2009; Zutz, 2013). Ejemplos de compuestos
inhibidores de las HDACs son el acido valproico (inhibe las HDACs clase | e
induce la degradacion de las HDACs clase Il) (Kramer, 2003; Zutz, 2013),
trichostatin A (inhibe HDACs clases | y IlI) (Smith, 2002), SAHA o vorinostat
(inhibe HDACs clases | y Il) (Robey, 2011) y butirato de sodio (Vrba, 2011).
Efecto similar tiene la 5-azacitidina que es un inhibidor de la metilacién del ADN
(Fritz, 2010; Hagemann, 2011), y la N-acetilglucosamina que actuaria sobre la
Topoisomerasa | que a su vez actua como regulador positivo de la ARN
polimerasa Il (Rialdi, 2016).

Cichewicz y colaboradores (2010) aislaron dos oxipilinas al cultivar el
hongo Cladosporium cladosporioides en presencia del modulador epigenético
5-azacitidina (inhibidor de las ADN metiltransferasas). Al cultivarlo en presencia
del acido hidroxamico suberoilanilida (inhibidor de histonas desacetilasas) se
observd la produccién de ocho perilenoquinonas. Sin embargo, cuando el
hongo fue cultivado en ausencia de ambos, no se observd produccion de

ninguno de los metabolitos citados.

Du y colaboradores (2014) aislaron un nuevo policétido pentaciclico
clorado, la daldinona E al cultivar el hongo Daldinia sp. en presencia del

inhibidor de histonas desacetilasas, el acido hidroxamico suberoilanilida.
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Figura 1.18. Daldinona E, metabolito producido por la especie Daldinia sp. mediante la

utilizacion de un inhibidor de histonas desacetilasas.
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1.4.4. Gymnopilus junonius.

Gymnopilus, es un género de hongos con himenio formado por laminillas
perteneciente a la familia Strophariaceae (Agaricales) que contiene alrededor
de 200 especies de hongos esporulados de coloracidn naranja-oxidado,
anteriormente dividido entre los géneros Pholiota y Flammula (Kirk, 2008). El
cuerpo fructifero es tipicamente de color marrén rojizo a amarillo, pasando por
el naranja-oxidado, de tamafio medio a grande y a menudo con un velo bien
desarrollado.

La mayoria de los miembros de Gymnopilus crecen en la madera, pero a veces
pueden aparecer terrestres si la madera se entierra o se descompone. Los
miembros de Pholiota y Cortinarius son faciles de confundir con Gymnopilus.

El hongo Gymnopilus junonius (Fr.) P.D. (también conocido como
Gymnopilus spectabilis (Weinm.) A.H. Sm) es ampliamente conocido como el
"hongo de la risa" (Ohwaraitake en japonés) ya que puede causar risa excesiva
en aquellos que lo consumen, debido a su contenido del alcaloide alucinbgeno
psilocibina (Hashimoto, 1989). Crece silvestre en Uruguay, especialmente en
plantaciones de Eucalyptus spp. siendo conocido como "hongo del eucalipto”.
Se vende en los mercados de frutas y verduras, y se consume como

escabeche.
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Figura 1.19. Izquierda: Ejemplares de G. junonius emergiendo en una corteza de
eucalipto. Se puede observar en detalle el pie fuerte y fibroso, caracteristico de esta
especie / Los Gymnopilus crecen, con frecuencia, formando grandes racimos
(cespitosos) Derecha: Cuerpo fructifero y su caracteristica esporada color herrumbre /
Anillo cubierto por esporas en el pie de un Gymnopilus / Las laminillas de G. junonius
se vuelven ferrugineas al madurar (Tomadas de Hongos del Uruguay (2011) —

Exposicion del Centro de Fotografia de Montevideo).

Aunque el hongo se ha estudiado principalmente por su contenido de
alcaloides, se ha demostrado que es una fuente rica de metabolitos unicos. Los
constituyentes quimicos reportados para el hongo incluyen los compuestos
amargos llamados gimnopilinas (Aoyagi, 1983), los gimnoprenoles que poseen
la estructura de un nuevo tipo de poliol poliisopreno con 45-60 atomos de
carbono (Nozoe, 1983), el acido graso citotoxico acido ostopanico (Hamburger,
1987) y estirilpironas antioxidantes como bisnoryangonina e hispidina (Findlay,
1991). Alborés y colaboradores aislaron una lectina que mostrdé actividad
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus y Aspergillus niger (Alborés,
2014).
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CAPITULO 2

HIPOTESIS Y ESTRATEGIA

2.1. Hipotesis de este trabajo.

El aumento de la resistencia microbiana a los antibioticos en uso, el
peligro de la expansién de cepas MDR (Multi Drug Resistant) y la aparicion de
cepas TDR (Total Drug Resistant) convierten a la busqueda de nuevos
antimicrobianos, en una tarea urgente (Butler, 2013). Los productos naturales
han sido la principal fuente de medicamentos a lo largo de toda la historia
humana. A lo largo de ella su importancia cambié de ser la unica fuente de
medicamentos disponible, a mantener una posicidon hegemodnica frente a los
productos puramente sintéticos hasta el siglo XX, para finalmente tener una
participacion menor en el desarrollo de nuevos farmacos, llegando incluso a

cuestionarse su utilidad (Cragg, 2013).

Sin embargo, esta vision es engafiosa y los productos naturales
continuan siendo una fuente importante de nuevos productos activos vy
estructuras base para el desarrollo de nuevos medicamentos y productos de
uso agricola, particularmente en el campo de los antimicrobianos. Como
reportan Butler y colaboradores en la edicion de noviembre de 2014 de Natural
Product Reports (Butler, 2014) existen a esta fecha mas de 100 productos
naturales y derivados en estudios clinicos avanzados, siendo un cuarto de ellos
antimicrobianos. De hecho, en febrero de 2014 la FDA autorizé el uso del
antibidtico oritavancina y a mediados del mismo afio la dalbavancina,
olipoglicopéptidos semisintéticos derivados de Amycolatopsis orientalis, para el
tratamiento de Staphylococcus aureus resistentes a [B-lactamicos,
carbapenems y vancomicina siendo los primeros productos desarrollados
dentro de la iniciativa GAIN (http://www.orbactiv.com,
https://www.dalvance.com). Recientemente, la Agencia de Proteccion

Ambiental de Estados Unidos (EPA, por su sigla en inglés) registré el nuevo
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principio activo laminarina, polisacarido presente en todas las plantas
comestibles (https://www.epa.gov/ingredients-used-pesticide-products/
biopesticide-active-ingredients). La laminarina controla la botritis y el mildiu, dos
de las principales enfermedades fungicas, que generalmente requieren un
tratamiento intensivo y repetido, sin dejar residuos. Ademas, es particularmente
adecuado para cultivos en los que no se pueden usar fitosanitarios, tales como

cultivos menores y organicos (EGTOP/EC, 2011; van Bruggen, 2016).

En este desafio, los productos naturales, particularmente los
provenientes de microorganismos, pueden jugar un rol preponderante. Un largo
camino ha sido recorrido a partir de la introduccion de la blasticidina S, el
primer fungicida microbiano disponible para la protecciéon de cultivos.
Numerosos fungicidas desarrollados a través de la modificacion quimica de
metabolitos microbianos han sido introducidos en el mercado en las ultimas
décadas, como ser las estrobilurinas, el fludioxonil y el fenpiclonil (Kim, 2007).
Y, un analisis reciente de productos naturales bioactivos y medicamentos
disponibles en la “pipeline” preclinica y clinica sugieren que entre el 67 a 80%
de los farmacos terapéuticamente utiles han derivado de las familias de biota

productoras de drogas en uso (Beattie, 2016; Zhu, 2011).

Por lo tanto, las hipotesis que se plantean en este trabajo son las siguientes:

e Los basidiomicetes sintetizan moléculas novedosas y activas.

¢ Los microorganismos presentan un sinnimero de vias cripticas y pueden
sintetizar nuevas moléculas bioactivas. Estas vias cripticas pueden ser
alteradas de forma de aumentar el tipo y/o la concentracion de los
compuestos con actividad antimicrobiana formados.

e La busqueda dirigida usando el enfoque bioguiado es un método
adecuado para encontrar dichas moléculas activas.

e Los compuestos formados pueden ser de interés en el tratamiento de

infecciones humanas y/o de plantas.
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2.2. Estrategia de este trabajo.

La estrategia de este trabajo consistié en la busqueda de metabolitos
secundarios con actividad antimicrobiana presentes en especies nativas de
Basidiomycota. También se avanzé en el estudio de los parametros que
influencian la expresion de los metabolitos activos y la optimizacion de su
produccion. Los objetivos generales y especificos propuestos son los

siguientes.

Objetivos generales

e Estudiar los compuestos con actividad antimicrobiana producidos por

cepas nativas de Basidiomycota.

Objetivos especificos

¢ Ratificar la aplicabilidad del enfoque bioguiado como herramienta para la

busqueda de moléculas con actividad biologica.

e Identificar y caracterizar compuestos con actividad antimicrobiana

producidos por cepas fungicas nativas.

e Optimizar las condiciones de cultivo para la obtencion de los metabolitos

secundarios bioactivos de interés.

e Evaluar la actividad de los compuestos aislados frente a
microorganismos de referencia de patdgenos humanos vy fitopatégenos,
asi como cepas clinicas y patovares procedentes de aislamientos

locales.
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Screening quimico y microbiolégico de cultivos fungicos de

basidiomicetes.
Screening quimico

Cincuenta y tres extractos fueron preparados a partir de cultivos de 19
hongos basidiomicetes y posteriormente sometidos a ensayos quimicos y
bioldgicos. Los grupos quimicos estudiados fueron: triterpenos-esteroides,
terpenos, alcaloides, polifenoles y cumarinas. Casi todos los extractos
mostraron resultados positivos para esteroides y/o triterpenos, otros terpenos,
polifenoles y cumarinas. Los alcaloides estan presentes en los extractos de
caldo extracelular de los hongos Phlebiopsis gigantea CCMG 223, Stereum
sanguinolentum CCMG 236, Trametes hirsuta CCMG 356, Ganoderma
resinaceum CCMG 7187 y Trametes hirsuta CCMG CMI2.

Screening microbioldgico

Los extractos fueron sometidos a ensayos microbiolégicos frente a los
patdbgenos de humanos Staphylococcus aureus (cepas meticilino resistentes
ATCC 43300 y ATCC 700699 y cepa meticilino sensible ATCC 6538p) y
Pseudomonas aeruginosa CCMG 312 y los fitopatdgenos Xanthomonas
vesicatoria CCMG 28m, Penicillium expansum CCMG 14s, Alternaria alternata
CBS 54027 y Aspergillus oryzae ATCC 10124.

En este estudio, tres extractos de caldo extracelular correspondientes a
los hongos Laetiporus sulphureus CCMG 247, Bjerkandera adusta CCMG 3146
y G. resinaceum presentaron actividad frente al patégeno del tomate X.
vesicatoria. Tan solo dos extractos de micelio presentaron actividad frente al

mencionado patogeno (L. sulphureus y Dictyopanus pusillus CCMG 333).
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Respecto a los hongos ensayados en esta oportunidad, los extractos de caldo
extracelular acidificado y micelio del hongo G. resinaceum y el extracto de
micelio del hongo L. sulphureus presentaron actividad frente al patégeno A.
oryzae. El extracto de caldo extracelular del hongo G. resinaceum fue el unico

que presentd actividad frente al patégeno P. expansum.

Diecinueve extractos tuvieron actividad contra alguna cepa de S. aureus
(Tabla 3.1.).
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Staphylococcus aureus

Hongo Extracto
ATCC 6538p | ATCC 43300 | ATCC 700699
Pycnoporus sanguineus CCMG 210 2 - - +
Inocutis jamaicensis CCMG 219 1 + - -
1 + + -
Phlebiopsis gigantea CCMG 223
2 - - +
1 + - -
Stereum sanguinolentum CCMG 236
2 - + +
Laetiporus sulphureus CCMG 247 1 + - -
Basidiomycota CCMG 301 2 + - -
1 + - -
Peniophora sp. CCMG 303
2 + - +
Trametes hirsuta CCMG 356 1 + - -
Phlebiopsis gigantea CCMG 362 1 + ND ND
Bjerkandera adusta CCMG 3146 1 + - -
Inocutis jamaicensis CCMG 5091 2 + - -
Ganoderma resinaceum CCMG 7187 1 + - -
Trametes hirsuta CCMG CMI2 1 + - -
1 + - -
Punctularia atropurpurasens CCMG Pu
2 + - -
Gymnopilus junonius CCMG SA1 2 + - -

Tabla 3.1. Cepas con actividad frente a S. aureus (Extracto 1: Caldo extracelular,

Extracto 2: Caldo extracelular acidificado) ND: No determinado (falta de extracto).
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Respecto al patéogeno P. aeruginosa, solo los extractos de caldo
extracelular de los hongos Peniophora CCMG 303, Trametes hirsuta CCMG

356 y B. adusta presentaron actividad leve.

Se observaron serias dificultades a la hora de determinar la actividad
antimicrobiana frente a los microorganismos fitopatdgenos X. vesicatoria y A.
oryzae dada la inhibicion del crecimiento microbiano por parte de los soportes.
Se evaluaron dos tratamientos del soporte usualmente utilizado (silica gel
lavada con metanol o acetona) y tres soportes diferentes (alumina, celulosa y
poliamida) sin observarse ninguna mejoria. Para estudios posteriores se realizo
la puesta a punto de una técnica para determinar la actividad mediante discos
de papel como reservorio y utilizando siembra en superficie del microorganismo

en estudio.

3.1.1 Puesta a punto de ensayo microbioldgico para la determinacion

cualitativa de la actividad antimicrobiana frente a fitopatégenos.

En una primera instancia se evalué la posibilidad de utilizar la
bioautografia como método para la determinacion cualitativa de la actividad
antimicrobiana frente a los hongos Alternaria alternata CBS 54027, Botrytis
cinerea CCMG 14g, Fusarium graminearum NRRL 31084 y Rhizopus stolonifer
(+) ATCC 6227b considerando que estos hongos no fueron evaluados en la
etapa de screening y se desconocia su comportamiento. Utilizando silica gel
lavada con metanol como soporte se observd ausencia de crecimiento
microbiano para A. alternata, B. cinerea y F. graminearum mientras que el
crecimiento de R. stolonifer (+) no se ve afectado por el soporte. Considerando
que la bioautografia es efectiva unicamente para uno de los microorganismos
fitopatdogenos blanco se observo la necesidad de poner a punto un ensayo mas

robusto como la determinacién mediante discos de papel.

Se evaluaron dos técnicas de siembra, demostrando la siembra en
superficie ser la adecuada para la evaluacién de la actividad antimicrobiana
mediante discos. El crecimiento uniforme observado para esta técnica
contrasta con la ausencia de crecimiento que presento la siembra incorporada.
80



Respecto a los controles positivos de inhibicién la gentamicina 20 pgmL'1 fue el
unico antibidtico que inhibié tanto a Xanthomonas vesicatoria CCMG 10 como a
X. vesicatoria CCMG 28m. Mientras que la anfotericina B 20 pgmL'1 inhibio
Unicamente a B. cinerea y propiconazol 20 ugmL™ inhibié a A. alternata, B.
cinerea y R. stolonifer (+) el propiconazol 125 pgmL™ inhibié a todos los hongos
evaluados. Se decidié utilizar gentamicina 20 ugmL™" y propiconazol 125 pgmL"
' como control positivo para bacterias y hongos respectivamente.
Se evaluaron dos tamafos de diametro de disco, 5 mm y 12,7 mm siendo
necesario 20 yL y 100 pL de solucion respectivamente para embeberlos.
Considerando el escaso rendimiento de los extractos se decidid utilizar los
discos de diametro menor para disminuir la cantidad de extracto utilizada por
analisis.

Los solventes usualmente utilizados para la preparacion de extractos
presentaron una cierta inhibicion del crecimiento de los microorganismos
fitopatdgenos blanco. Es por ello que se evalud el tiempo necesario para
eliminar los solventes utilizados por evaporacion (corriente de aire). El
crecimiento de P. expansum se vio inhibido al utilizar discos secados durante 2
horas no observandose dicho inconveniente para los otros microorganismos
evaluados. Los ensayos fueron llevados a cabo con discos secados durante 24
horas para P. expansum y con discos secados durante 2 horas para el resto de

los microorganismos.

3.1.2. Screening microbiolégico ampliado y derreplicacién quimica.

A partir de los resultados obtenidos en el screening microbiologico
primario se seleccionaron aquellos hongos que presentaron actividad frente a
fitopatdogenos para realizar un screening microbioldgico frente a un panel
ampliado de especies fitopatdgenicas. Los hongos seleccionados fueron B.

adusta, D. pusillus, G. resinaceum y L. sulphureus.

En una primera etapa los extractos fueron ensayados mediante la técnica de
discos para obtener el espectro antimicrobiano. Posteriormente, se determino

la concentracidn inhibitoria minima (CIM) para aquellos extractos que
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presentaron resultados positivos en la determinacion del espectro

antimicrobiano. Los resultados se presentan en las tablas a continuacion.

Fitopatogenos
Hongo | Extracto X. X. R
vesicatoria | vesicatoria B. A F. P. A. .
stolonifer
CCMG CCMG cinerea | alternata | graminearum | expansum oryzae
10 28m *)
1 + - - - - ND | - -
G.
_ 2 + - INnD | - - - I ND | -
resinaceum

3 + + - - - - + -

Tabla 3.2. Espectro antimicrobiano de extractos del hongo G. resinaceum
(Extracto 1: Caldo extracelular, Extracto 2: Caldo extracelular acidificado,

Extracto 3: Micelio) ND: No determinado (falta de extracto).

Figura 3.1. Ensayo de difusién de extractos del hongo G. resinaceum frente a

F. graminearum.
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Fitopatégenos
Hongo | Extracto X, X, R.
vesicatoria | vesicatoria B. A F. P. A. .
stolonifer
CCMG CCMG | cinerea | alternata | graminearum | expansum | oryzae
10 28m )
1 313 - : - _ ND - -
G.
_ 2 313 - ND - - - ND -
resinaceum
3 313 313 - - - - 78 -

Tabla 3.3. Concentracién inhibitoria minima (ugmL") de extractos del hongo
Extracto 2: Caldo extracelular

G.

resinaceum (Extracto 1:

Caldo extracelular,

acidificado, Extracto 3: Micelio) ND: No determinado (falta de extracto).

Fitopatégenos
Hongo | Extracto X. X. R.
vesicatoria | vesicatoria B. A. F. P. A. )
stolonifer
CCMG CCMG cinerea | alternata | graminearum | expansum oryzae
10 28m )
1 - + - - - - - +
L.
2 + + - - - - - -
sulphureus
3 + + - - - - + -
Tabla 3.4. Espectro antimicrobiano de extractos del hongo L. sulphureus
1: Caldo extracelular, Extracto 2: Caldo extracelular acidificado,

(Extracto

Extracto 3: Micelio).
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Fitopatogenos

Hongo | Extracto X. X. R
vesicatoria | vesicatoria B. A F. P. A. )
. stolonifer
CCMG CCMG cinerea | alternata | graminearum | expansum oryzae .
10 28m )
1 - 156 - - - - - 313
L.

2 313 | 19,5 - - - - - -

sulphureus

3 313 | 313 - - - - 156 -

Tabla 3.5. Concentracion inhibitoria minima (ugmL") de extractos del hongo
L. sulphureus (Extracto 1: Caldo extracelular, Extracto 2: Caldo extracelular

acidificado, Extracto 3: Micelio).

Figura 3.2. Concentracion inhibitoria minima de extractos del hongo L. sulphureus

frente a X. vesicatoria CCMG 28m.

Los extractos de B. adusta y D. pusillus no presentaron resultados
positivos al ser evaluados con los fitopatégenos blanco del panel. La ausencia
de resultados positivos pudo deberse a la menor sensibilidad de la técnica
microbiolégica utilizada en esta oportunidad frente a la técnica bioautografica

utilizada anteriormente.
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Derreplicacion quimica

Todos los extractos presentaron resultados positivos para triterpenos y
esteroides y terpenos. Los polifenoles y las cumarinas se encuentran presentes
en los extractos de caldo extracelular y micelio de G. resinaceum y L.
sulphureus mientras que para B. adusta se encuentran presentes en los
extractos de caldo extracelular y caldo extracelular acidificado. Unicamente el
extracto de caldo extracelular de G. resinaceum presenté resultados positivos

para alcaloides.

De los resultados obtenidos resultd muy interesante la actividad
antimicrobiana producida por L. sulphureus y G. resinaceum frente a X.
vesicatoria, patdogeno de tomate y S. sanguinolentum y G. junonius CCMG SA1

frente a cepas sensibles y meticilino resistentes de S. aureus.

Esto resulta muy promisorio para un posterior estudio de la influencia de
variables en las condiciones de cultivo sobre la produccién de metabolitos de
interés (estrategia OSMAC).

3.2. Cultivo a mayor escalay aislamiento de compuestos con actividad

antimicrobiana de cultivos fungicos de basidiomicetes.

Considerando los promisorios resultados microbiolégicos obtenidos tanto
a nivel de patégenos de humanos como microorganismos fitopatogenos en el
screening realizado de especies nativas de basidiomicetes se seleccionaron
dos especies para avanzar en la busqueda de compuestos antimicrobianos.
Se seleccionaron los hongos L. sulphureus y G. resinaceum ya que los
extractos obtenidos a partir de dichos hongos presentaron una especialmente
importante actividad microbiologica frente a microorganismos fitopatégenos.
En una primera etapa se aumento la escala mediante la preparacion de cultivos
de mayor volumen respecto a los cultivos utilizados en el screening (1000 mL

frente 200 mL de caldo extracto de malta). Se observaron diferencias
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significativas en los perfiles quimicos de los extractos pudiendo esto deberse a

diferencias en la disponibilidad de oxigeno del cultivo.

]
-
0
-
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-
]
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-
L}

Figura 3.3. Primera etapa de escalado del hongo L. sulphureus.

Posteriormente, se aumentd la escala mediante repeticiones de los
cultivos utilizados en el screening (200 mL de caldo de extracto de malta). Para
el hongo G. resinaceum se realizé un ciclo de fermentacién de once cultivos y
posteriormente se evaluo el perfil quimico de los extractos obtenidos. Dado que
los componentes principales presentes en los extractos correspondian al grupo
de terpenos y esteroides se decidié no continuar trabajando con dicho hongo.
Los terpenos y los esteroides se encuentran ampliamente reportados para
dicho género, viéndose asi francamente disminuida la posibilidad de aislar
metabolitos secundarios biolégicamente activos de estructura novedosa (Baby,
2015; Hsu, 2014; Paterson, 2006).

Para el hongo L. sulphureus, dos ciclos de fermentacién de once cultivos
fueron necesarios para obtener cantidades de extracto suficientes (54 mg)
como para avanzar en el aislamiento de los compuestos responsables de la
actividad antimicrobiana. Mediante una extraccion en fase sodlida y una
cromatografia en capa fina preparativa fue posible aislar el compuesto
mayoritario del extracto de caldo extracelular acidificado. Considerando que el
comportamiento del compuesto corresponderia a un terpenoide y la infima
cantidad que fue posible aislar se realiz6 un analisis por GC-MS. La

comparacion del espectro de masas obtenido con la biblioteca disponible arrojo
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un bajo porcentaje de similitud por lo que no pudieron obtenerse datos respecto
a la estructura del compuesto.

Dada la necesidad de obtener cantidades de extracto suficientes para avanzar
en el aislamiento de los compuestos responsables de la actividad
antimicrobiana, se comenzo con el estudio de la influencia de variables en las
condiciones de cultivo sobre la produccion de metabolitos de interés (estrategia
OSMAC) para dicho hongo.

3.3. Estudio de lainfluencia de variables en las condiciones de cultivo
sobre la produccion de metabolitos de interés (estrategia OSMAC) para L.

sulphureus.

En una primera etapa los factores a evaluar fueron incluidos en un
disefio Plackett-Burman que permite evaluar un gran numero de factores vy
seleccionar cuales son aquellos que influyen en la respuesta.

Los parametros que se variaron fueron presencia/ausencia de fuentes de
carbono (glucosa) y nitrogeno (tartrato de amonio) adicional, con
agitacion/estatico, temperatura, medio de cultivo, pH y tiempo de incubacion.
En base a estos resultados preliminares se determinaron las condiciones de los
siguientes disefios (factorial fraccionado con menor niumero de factores).

La actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos en todas las condiciones
se evalu6 mediante determinacion de concentracién inhibitoria minima (CIM)
frente a X. vesicatoria CCMG 28m y S. aureus ATCC 6538p.

Los resultados obtenidos de CIM para cada extracto se ingresaron al programa
informatico Design Expert version 7.0.0 junto con las condiciones de cultivo
correspondientes, para evaluar cuales condiciones resultaban ser variables

significativas del modelo.
La siguiente tabla muestra los resultados de las CIMs obtenidas en las

distintas condiciones del primer disefio (Plackett-Burman) para los tres

extractos fungicos:
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Tartrato
Experimento G(';'Efj‘;‘a Agitacion Temzfcrj‘”ra ar::nio Medio | pH “‘Z“)‘” CIM; | CIM, | CIM;

(ot
1 0 1 28 0 [YES|7]| 40 | 625 | 313 | 313
2 0 0 20 0o [cm]|5] 20 | 313 | 313 | 313
3 0 0 28 0 [YES|7]| 20| ND | ND | ND
4 20 0 20 0 [YES|5]| 40 | 625 | 313 | 156
5 0 0 20 2 [cm]|7] 40| ND | ND | ND
6 20 1 28 0 [cm]|5] 40| 39 [1250] 313
7 20 1 20 0 [cm]|7] 20 | 625 | 313 | 625
8 20 0 28 2 |YES|5]| 20 | 625 | 625 | 313
9 0 1 20 2 |YES|5]| 40 | 625 | 625 | 156
10 0 1 28 2 [cm]5] 20 | 625 | 625 | 78
11 20 1 20 2 [YES]7] 20 | ND | ND | ND
12 20 0 28 2 [cm | 7] 40 [ 625 | 625 | 313

Medio de cultivo: Caldo extracto de malta (CM).

Extracto de levadura con suplemento (YES).
CIM;, CIM, y CIM; son las Concentraciones Inhibitorias Minimas (ugmL™") de los
extractos de caldo extracelular, caldo extracelular acidificado y micelio
respectivamente.

ND: No determinado (ausencia de crecimiento).

Tabla 3.6. Respuesta (CIM) obtenida para las condiciones del primer disefio

(Plackett-Burman) frente a X. vesicatoria CCMG 28m.
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Figura 3.4. Respuesta (CIM) obtenida para las condiciones del primer disefio

(Plackett-Burman) frente a X. vesicatoria CCMG 28m.

Si bien el modelo no fue significativo y algunas condiciones no pudieron
evaluarse, se observaron algunas tendencias en el disefio Plackett-Burman,
por ejemplo, la adicion de glucosa no fue un factor significativo en ninguno de
los extractos para la respuesta (CIM).

Considerando los resultados preliminares del disefo Plackett-Burman se
realizd un segundo diseno, factorial fraccionado. Teniendo en cuenta las
dificultades en la obtencion de los extractos de micelio las condiciones del
siguiente disefio se evaluaron solo para los extractos de caldo extracelular. Los

resultados de CIM obtenidos se muestran en la tabla a continuacion.
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Tartrato

Experimento Temperatura de Medio | pH Tiempo CIM1|CIM,
(°C) amonio (d)

(gL™)
1 20 0 YES | 7 20 313 | 313
2 20 2 YES | 5 20 78 | 78
3 28 0 CM | 5 20 313 | 156
4 20 0 CM | 7 40 156 | 156
5 24 1 YES | 6 30 ND | ND
6 20 2 CM | 5 40 313 | 156
7 24 1 YES | 6 30 ND | ND
8 28 2 YES | 7 40 ND | ND
9 24 1 CM | 6 30 ND | ND
10 28 2 CM | 7 20 313 | 625
11 28 0 YES | 5 40 [1250| 78
12 24 1 CM | 6 30 156 | 156
13 24 1 YES | 6 30 313 | 156
14 24 1 CM | 6 30 156 | 78

Fuente de Carbono: No.

Agitacién: No.

CIM; y CIM, son las Concentraciones Inhibitorias Minimas (ugmL™) de los
extractos de caldo extracelular y caldo extracelular acidificado
respectivamente.

ND: No determinado (cultivos contaminados).

Tabla 3.7. Respuesta (CIM) obtenida para las condiciones del segundo disefio

(Factorial fraccionado) frente a X. vesicatoria CCMG 28m.
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Figura 3.5. Respuesta (CIM) obtenida para las condiciones del segundo disefio

(Factorial fraccionado) frente a X. vesicatoria CCMG 28m.

Nuevamente no se pudo determinar CIM de cuatro cultivos por
problemas experimentales; se observd que no habia diferencias significativas
utilizando CM o YES, ni con la adicién de tartrato de amonio por lo cual se optd
por realizar un nuevo disefio factorial fraccionado con menor numero de
factores y con mayor numero de repeticiones. Los cultivos se realizaron en
medio CM (menos costoso que YES), a dos temperaturas (las disponibles en el
laboratorio 20 °C y 28 °C), variando el pH y la agitacion.

Asimismo, se realizé el ensayo para determinar la CIM de los extractos del
tercer disefio frente a S. aureus ATCC 6538p ya que segun ensayos
preliminares el crecimiento de la bacteria habia sido inhibido por extractos
procedentes de L. sulphureus. Los resultados se muestran en la tabla a

continuacion.
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Experimento | Agitacién Temzfcrjt“ra oH| M, | civ, | cims | civ,
1 1 28 7| 156 39 156 313
2 0 20 6| 39 ND 156 ND
3 1 20 71 78 19 156 313
4 0 28 6| 39 156 156 625
5 0 28 5| 39 39 156 313
6 1 20 6| 78 78 156 313
7 0 20 6| 78 78 78 625
8 0 28 71 78 156 78 625
9 0 20 71 313 156 313 625
10 0 20 6| 156 78 78 313
11 1 28 5| 313 39 78 313
12 1 20 5| 39 78 39 313
13 1 28 6| 313 19 313 1250
14 0 28 6| 156 156 156 625
15 1 20 6| 313 78 156 313
16 1 20 6| 313 78 156 313
17 0 20 5| 39 78 78 313
18 1 28 6| 313 156 39 313
19 0 28 6| 156 156 78 625

20 1 28 6| 313 313 313 313
Fuente de Carbono: No. Fuente de Nitrégeno: No.
Medio de cultivo: CM. Tiempo de incubacion: 20 dias.

CIM; y CIM; son las Concentraciones Inhibitorias Minimas (ugmL™) de los
extractos de caldo extracelular y caldo extracelular acidificado frente a X.
vesicatoria CCMG 28.
CIM; y CIM,4 son las Concentraciones Inhibitorias Minimas (ugmL™") de los
extractos de caldo extracelular y caldo extracelular acidificado frente a S.
aureus ATCC 6538p.
ND: No determinado (cantidad insuficiente de extracto).
Tabla 3.8. Respuesta (CIM) obtenida para las condiciones del tercer disefio
(Factorial fraccionado) frente a X. vesicatoria CCMG 28 y S. aureus ATCC 6538p.
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Figura 3.6. Respuesta (CIM) obtenida para las condiciones del tercer disefo

(Factorial fraccionado) frente a X. vesicatoria CCMG 28.
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Figura 3.7. Respuesta (CIM) obtenida para las condiciones del tercer disefo

(Factorial fraccionado) frente a S. aureus ATCC 6538p.

Se determinaron las CIMs de extractos provenientes de diferentes
condiciones de cultivo, demostrando potencial antimicrobiano contra ambos

microorganismos.
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Luego de realizar el analisis de los disefios se observa que no existen
diferencias significativas (p>0,05) en la respuesta con ninguno de los factores
evaluados frente a X. vesicatoria y S. aureus, para ninguno de los dos
extractos. A pesar de lo anteriormente expuesto, los resultados muestran
algunas tendencias, por ejemplo, en la mayoria de los casos CIMs
provenientes de cultivos a pH 5 son menores que a pH 6 o pH 7, y diez valores
de CIM obtenidos a pH 5 estan por debajo de 100 ugmL‘1. Ademas, extractos
de cultivos a pH 5 muestran mayor prevalencia de valores de CIM debajo de

100 ugmL™ cuando provienen de cultivos a 20 °C que a 28 °C.

De acuerdo a los resultados de los disenos la condicién optima de crecimiento
para el hongo L. sulphureus es en caldo extracto de malta a 20°C y pH 5, sin

agitacion durante 20 dias.

A pesar de la optimizacion de las condiciones de cultivo, no se
obtuvieron resultados favorables en cuanto a rendimiento de extracto. Se
plantea un escenario desfavorable para la obtencion de metabolitos
antimicrobianos a partir de cultivos fungicos ya que serian necesarios varios
ciclos de fermentacién con un numero importante de réplicas para obtener una
masa critica de extracto crudo. Se planted recorrer el camino inverso, aislar en
una primera instancia compuestos con actividad antimicrobiana a partir de
cuerpos de fructificacion de hongos basidiomicetes nativos y posteriormente
inducir la produccion de los mismos en cultivos fungicos de dicho hongo.
Gymnopilus junonius, hongo que crece silvestre en Uruguay, especialmente en
plantaciones de Eucalyptus spp., y se vende en los mercados de frutas y
verduras surgié como la opcidon mas adecuada. La gran disponibilidad de este
hongo en el otofo asegurd cantidad suficiente de extracto con el cual continuar

trabajando.
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3.4. Aislamiento de compuestos con actividad antimicrobiana de

Gymnopilus junonius.

Los cuerpos de fructificacion de G. junonius fueron extraidos por
maceracion con acetona. Una pequefia porcidn del extracto acetdnico fue

evaporada a sequedad y sometida a ensayos microbiologicos.

La actividad contra patégenos humanos fue determinada de acuerdo a la
técnica de agar overlay frente al grupo de microorganismos denominados
ESKAPE (Enterococcus faecalis CCMG 632, S. aureus (cepas meticilino
resistentes ATCC 43300 y ATCC 700699 y cepa meticilino sensible ATCC
6538p), Klebsiella pneumoniae CCMG 12716, Acinetobacter baumanii CCMG
232, Pseudomonas aeruginosa CCMG 312 y Enterobacter cloacae CCMG
133). Otras cuatro cepas de S. aureus, aislados clinicos de dafio tisular, uno sin
aumento de la resistencia a los antibiéticos en uso (FQ 4) y tres meticilino
resistentes (MRSA), con susceptibilidad disminuida a la ciprofloxacina,
eritromicina y oxacilina (FQ 380), oxacilina y eritromicina (FQ 341) y oxacilina

(FQ 317) se utilizaron en los ensayos.

La actividad contra bacterias y hongos fitopatogenos fue determinada mediante
discos frente a las especies fitopatogénicas X. vesicatoria CCMG 10 y CCMG
28m, B. cinerea CCMG 14g, A. alternata CBS 54027, F. graminearum NRRL
31084, P. expansum CCMG 14s, A. oryzae ATCC 10124 y R. stolonifer (+)
ATCC 6227b.

Posteriormente, se determin6 la concentracion inhibitoria minima (CIM) para
aquellos extractos que presentaron resultados positivos en la determinacién del
espectro antimicrobiano. Los resultados se presentan en las tablas a

continuacion.
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Patégenos humanos

S. S. S.
Hongo | Extracto
E. aureus | aureus | aureus K. A. P. E.
faecalis | ATCC | ATCC | ATCC | pneumoniae | baumanii | aeruginosa | cloacae
6538p | 43300 | 700699
G.
Acetona + + + + + + + +
junonius

Tabla 3.9. Espectro antimicrobiano de extracto aceténico del hongo G. junonius frente

a los microorganismos ESKAPE.

Patdgenos humanos

S. S. S.
Hongo | Extracto
E. aureus | aureus | aureus K. A. P. E.
faecalis | ATCC | ATCC | ATCC | pneumoniae | baumanii | aeruginosa | cloacae
6538p | 43300 | 700699
G.
_ ~ |Acetona| 125 | 125 | 250 | 250 >500 250 250 250
junonius

Tabla 3.10. Concentracion inhibitoria minima (ugmL™") de extracto aceténico del hongo

G. junonius frente a los microorganismos ESKAPE.

Aislamientos clinicos de S. aureus
Hongo | Extracto
FQ4 | FQ317 | FQ 341 | FQ 380
G.
Acetona + + + +
junonius

Tabla 3.11. Espectro antimicrobiano de extracto aceténico del hongo G. junonius

frente a aislamientos clinicos de S. aureus.
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Tabla 3.12. Concentracion inhibitoria minima (ugmL”

Aislamientos clinicos de S. aureus

Hongo | Extracto
FQ4 | FQ317 | FQ 341 | FQ 380
G.
_ ) Acetona | 125 250 250 250
junonius

) de extracto acetonico del hongo

G. junonius frente a aislamientos clinicos de S. aureus.

Fitopatdégenos

X. X.
Hongo | Extracto R.
vesicatoria | vesicatoria B. A. F. P. A. )
) . stolonifer
CCMG CCMG cinerea | alternata | graminearum | expansum | oryzae +)
+
10 28m
G.
) ) Acetona - + - - + - - +
junonius

Tabla 3.13. Espectro antimicrobiano de extracto aceténico del hongo G. junonius

frente a microorganismos fitopatégenos.

Figura 3.8. Ensayo de difusibn de extractos del hongo G. junonius frente a

F. graminearum.
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Fitopatégenos
X. X.
Hongo | Extracto _ ) _ _ R.
vesicatoria | vesicatoria B. A. F. P. A.
stolonifer
CCMG CCMG cinerea | alternata | graminearum | expansum | oryzae )
+
10 28m
G.
_ _ Acetona - 156 - - 2500 - - 625
junonius

Tabla 3.14. Concentracién inhibitoria minima (ugmL™) de extracto aceténico del hongo

G. junonius frente a microorganismos fitopatégenos.

Los promisorios resultados obtenidos para el extracto acetonico frente a
los microorganismos ESKAPE vy los aislamientos clinicos de S. aureus nos
alentaron a continuar con el fraccionamiento y posterior aislamiento de

compuestos con actividad antimicrobiana de dicho extracto.

Debido a la interesante actividad obtenida para S. aureus ATCC 6538p, este se
utilizara como microorganismo blanco en las etapas de aislamiento bioguiado

de los compuestos bioactivos.

El extracto acetonico remanente fue evaporado y se realizé una particion
con AcOEt del extracto acuoso obtenido luego de la evaporacién del solvente.
Luego de la evaporaciéon de la fase organica, el residuo fue sometido a una
cromatografia liquida al vacio (VLC) usando elucion en gradiente con
CH2CI2/MeOH para dar 8 fracciones que fueron analizadas mediante TLC y
bioautografia. Las fracciones mas activas fueron reunidas y el extracto
resultante fue sometido a cromatografia liquida al vacio (VLC) usando elucién
en gradiente con CH2Cl,/MeOH para dar 15 fracciones. Dichas fracciones
fueron analizadas mediante TLC y bioautografia.
El extracto resultante de las fracciones mas activas fue sometido a
cromatografia en columna usando elucién en gradiente con CH,Cl,/MeOH para
dar 106 fracciones que fueron analizadas mediante TLC y bioautografia. Segun

su perfil quimico las fracciones fueron reunidas en 6 fracciones presentando las
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fracciones 6 a 16 y 17 a 42 un perfil quimico y una actividad antimicrobiana

destacables.

Figura 3.9. Bioautografia de las fracciones reunidas de la cromatografia en columna
frente a S. aureus ATCC 6538p.

La actividad antimicrobiana de las etapas de fraccionamiento se evalué
mediante determinacidon de concentracion inhibitoria minima (CIM) frente a S.
aureus ATCC 6538p, ATCC 43300 y ATCC 700699. Los resultados se

presentan en la tabla a continuacion.
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Staphylococcus aureus

Extracto/Fraccion ATCC ATCC ATCC
6538p 43300 700699
Extracto acetdnico 125 250 250
Extracto AcOEt 250 125 125
Fracciones CH,Cl,/MeOH 90:10 a
62,5 62,5 125
85:15
Fracciones CH,Cl,/MeOH 85:15 a
31,3 31,3 62,5
80:20
Fracciones 6 a 16 250 62,5 125
Fracciones 17 a 42 31,3 31,3 62,5
Sulfato de gentamicina 4 15 236
Oxacilina sodica 0,2 45 185

Tabla 3.15. Concentracién inhibitoria minima (ugmL™") de las fracciones
correspondientes al aislamiento bioguiado de compuestos con actividad antimicrobiana

del hongo G. junonius.

Las fracciones mas purificadas mostraron una actividad biologica
remarcable frente a los microorganismos ensayados, siendo comparable
(ATCC 43300) o mucho mejor que los antibiéticos evaluados (ATCC 700699).
Los MRSA seleccionados no sélo son resistentes a la meticilina, sino también a
la oxacilina (ATCC 43300) y a la vancomicina (ATCC 700699).

Tomando en cuenta los resultados microbiologicos obtenidos se decidid
trabajar en el aislamiento de el/los compuesto/s activo/s a partir de dichas

fracciones.
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Finalmente, el extracto resultante de las fracciones 6 a 16 fue sometido a
cromatografia en capa fina preparativa en una placa de TLC de silica gel
desarrollada con CH,Cl,/MeOH 90:10 para aislar el compuesto con Rf = 0,57

(compuesto 1).

Maceracion de basidiocarpos
en acetona por 33 dias

|

Extracto acetdnico

Extraccion liquido liquido I—I

Extracto AcOEt

VLC
8 fracciones

Fracciones CH,Cl/MeQOH
80:10a 85:15

VLC
15 fracciones

Fracciones CH,ClL/M eOH
85:15a80:20

CC.: Cromatografia en Silica
106 fracciones

FraccionesB a 16

TLC preparativa Fl

Compuesto 1

Figura 3.10. Esquema de aislamiento y purificacion de Compuesto 1.
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El extracto resultante de las fracciones 17 a 42 fue sometido a
cromatografia en capa fina preparativa en una placa de TLC de silica gel
desarrollada con CH,Cl,/MeOH 90:10 para aislar los compuestos con Rf = 0,33

(compuesto 2) y Rf = 0,26 (compuesto 3).

M aceracion de basidiocarpos
enacelona por 33 dias
Extracto acetbnico
Extraccion liquido liquido l
Extracto AcOEt
VLG
Bfracciones
Fraccwones CH,ClLideOH
91028515
VLC
15fracciones
Fracciones CH,CleOH
85152 80:20
CC: Cromatografia en Silica
106 fracciones

Fracciones 17 a 42

TLC preparativa A

Compuesto 2 Compuesio 3

Figura 3.11. Esquema de aislamiento y purificacién de Compuestos 2 y 3.

El Compuesto 1 se obtuvo como un sélido amorfo amarillento y mostro
un maximo de absorcién al UV en MeOH a A = 366 nm. El espectro HRMS
mostré un ion cuasi molecular [M+Na]" a m/z 285,0609 Da sugiriendo la

férmula molecular C14H1405. Especialmente util para la elucidacion fue la sefial
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de carbono en el RMN a una frecuencia inusualmente alta (6¢c 177,3) que se
correlaciona con protones a 64 7,59 y 6,51 y un singulete (3H) a don/6¢ 3,74/51,2
que correlaciona a través de HMBC con una sefal de carbono a 169,3 ppm

determinando el resto éster de la molécula.

A través de diferentes experimentos de RMN 1D y 2D (PENDANT, COSY,
HSQC y HMBC) se asignaron todas las sefales del compuesto 1. Los

resultados se presentan en la tabla a continuacion:

N° Carbono | & "*C (ppm) | & "H (ppm) (multiplicidad; J en Hz)
1 169,3 -
2 - -
3 192,3 -
4 99,9 5,82
5 177,3 -
6 1184 6.51 (1H. d; 15,0)
7 1406 7,59 (1H; d; 15,0)
8 129,8 -
9 129,5 7,49 (1H; dd; 8,0; 2,1)
10 1151 6,82 (1H; dd; 8,0; 2.1)
11 159,9 -
12 115.1 6,82 (1H; dd; 8,0; 2.1)
13 129,5 7,49 (1H; dd; 8,0; 2,1)

OCH;, 512 3,74 (3H; s)

Tabla 3.16. Desplazamientos quimicos 'H y ">C para compuesto 1.
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En base a los diferentes experimentos de RMN 1D y 2D (PENDANT,
COSY, HSQC y HMBC), los datos cromatograficos y espectroscopicos y la
comparacion con datos bibliograficos el compuesto 1 fue identificado como 5-
hidroxi-7-p-hidroxifenil-3-ceto-4Z,6E-heptadienoato de metilo (Findlay,
1991; Lee, 2011; Wangun, 2006).

HO O 9]
CHs

HO

Figura 3.12. Estructura quimica compuesto 1.

El Compuesto 2 se obtuvo como un sélido amorfo amarillento y mostro
un maximo de absorcion al UV en MeOH a A = 366 nm. El espectro HRMS
mostré un ion cuasi molecular [M+Na]" a m/z 253,0466 Da sugiriendo la
féormula molecular C13H1¢0O4. En el espectro COSY, la correlacion entre las
senales de protdén a 7,47 (2H; dd; J=7,5; 1,5 Hz) y 6,81 (2H; dd; J=7,5; 1,5 Hz)
determind el patron de sustitucion para del anillo fendlico. La correlacion de los
protones olefinicos a 7,39 y 6,68 ppm con una constante de acoplamiento de

13,1 Hz indico la configuracion trans del doble enlace.

A través de diferentes experimentos de RMN 1D y 2D (PENDANT, COSY,
HSQC y HMBC) se asignaron todas las sefales del compuesto 2. Los

resultados se presentan en la tabla a continuacion:

104



N° Carbono | & "*C (ppm) | & "H (ppm) (multiplicidad; J en Hz)
1 172,2 -
2 101,3 6.13 (1H; 5)
3 160,6 -
4 1175 6,02 (1H: 5)
5 166,3 -
6 115,6 6,68 (1H; d; 13,1)
7 135,5 7,39 (1H; d; 13,1)
8 126,8 -
9 129.0 7.47 (2H; dd; 7,5, 1.5)
10 115,3 6,81 (2H; dd; 7,5, 1,5)
11 158,8 -
12 1153 6.81 (2H; dd; 7.5; 1.5)
13 129,0 7,47 (2H; dd; 7,5; 1,5)

Tabla 3.17. Desplazamientos quimicos 'H y "°C para compuesto 2.
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En base a los diferentes experimentos de RMN 1D y 2D (PENDANT,
COSY, HSQC y HMBC), los datos cromatograficos y espectroscopicos y la
comparacion con datos bibliograficos el compuesto 2 fue identificado como
bisnoryangonina (Findlay, 1991; Hammerschmidt, 2012).

HO

Figura 3.13. Estructura quimica compuesto 2.

El Compuesto 3 se obtuvo como un aceite amarillo palido y mostré en el
espectro HRMS un ion cuasi molecular [M-H]" a m/z 180,66 Da sugiriendo la
férmula molecular CqoH1403. El compuesto presentd en el espectro °C RMN
sefales a 70-80 ppm caracteristicas de carbonos acetilénicos sustituidos y
varios protones OCH a 3,5-4,6 ppm.

A través de diferentes experimentos de RMN 1D y 2D (PENDANT, COSY,
HSQC y HMBC) se asignaron todas las sefales del compuesto 3. Los

resultados se presentan en la tabla a continuacion:
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N° Carbono | & "*C (ppm) | & "H (ppm) (multiplicidad; J en Hz)
1 588 458 (2H: £, 12.0)
2 40,1 1,89 (2H; m)

3 575 3.71 (1H; m)
4 79,8 -

5 67,5 -

6 67,7 -

7 80,2 -

8 62.8 432 (1H. t. 11.,5)
9 28,9 1,68 (2H; m)
10 8,4 1,01 (3H; t; 8,0)

Tabla 3.18. Desplazamientos quimicos 'H y "°C para compuesto 3.

En base a los diferentes experimentos de RMN 1D y 2D (PENDANT,
COSY, HSQC y HMBC), los datos cromatograficos y espectroscopicos y la
comparacién con datos bibliograficos el compuesto 3 fue identificado como 4,6-
decadien-1,3,8-triol (Kusano, 1986; Lee, 2008).

HO OH
HO

Figura 3.14. Estructura quimica compuesto 3.
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La actividad de los compuestos puros fue determinada de acuerdo a la
técnica de agar overlay frente a siete cepas diferentes de S. aureus, tres de
ellas de la American Type Culture Collection una cepa tipo salvaje (ATCC
6538p) y dos MRSA con ausencia del gen pvl confirmada por PCR. La cepa
MRSA ATCC 700699 presenta resistencia a la gentamicina y la oxacilina y
susceptibilidad reducida a la vancomicina y la cepa ATCC 43300 resistencia a
la oxacilina. Las otras cuatro son aislados clinicos de dafio tisular, uno sin
aumento de la resistencia a los antibidticos en uso (FQ 4) y tres MRSA, con
susceptibilidad disminuida a la ciprofloxacina, eritromicina y oxacilina (FQ 380),
oxacilina y eritromicina (FQ 341) y oxacilina (FQ 317) se utilizaron en los

ensayos.

Posteriormente, se determiné la concentracion inhibitoria minima (CIM) para
aquellos compuestos que presentaron resultados positivos en la determinacién
del espectro antimicrobiano. Los resultados se presentan en las tablas a

continuacion.

S. aureus
Compuesto [ATCC ™ [ATCC| ATCC 04| FQ[FQ]F
6538p [43300 | 700699 317 | 341 | 380
1 + + + + + + +
2 + + + + + + +
3 + + + + + + +

Compuesto 1: 5-hidroxi-7-p-hidroxifenil-3-ceto-4Z,6 E-heptadienoato de metilo.
Compuesto 2: bisnoryangonina.
Compuesto 3: 4,6-decadien-1,3,8-triol.

Tabla 3.19. Espectro antimicrobiano de los compuestos aislados.
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S. aureus
Compuesto ["ATCC [ATCC[ ATCC 04| Q[ FQTF
6538p |43300] 700699 317 341 380
1 100 50 25 100 100 50 50
2 3.1 6,3 50 25 25 12,5 25
3 100 100 100 100 100 100 100
Sulfato de
4 15 236 0,8 0,8 0,8 0,8
gentamicina
Oxacilina
o 0,2 45 185 0,5 64 2256 | 256
sodica
Vancomicina - - - 2 2 2 2
Eritromicina - - - 0,5 0,5 =32 =32
Ciprofloxacina - - - 1 2 =8 128

Compuesto 1: 5-hidroxi-7-p-hidroxifenil-3-ceto-4Z,6 E-heptadienoato de metilo.
Compuesto 2: bisnoryangonina.
Compuesto 3: 4,6-decadien-1,3,8-triol.

Tabla 3.20. Concentracion inhibitoria minima (ugmL™") de los compuestos aislados.

Entre los compuestos puros, la bisnoryangonina mostré los valores de
MIC mas bajos frente a seis de las siete cepas de S. aureus evaluadas.
Considerando lo promisorio de dicho resultado se determindé la CIM de la
bisnoryangonina frente a los microorganismos ESKAPE (E. faecalis, K.
pneumoniae, A. baumanii, P. aeruginosa y E. cloacae) obteniéndose resultados

aceptables frente a E. faecalis (Tabla 3.21.).
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Patdégenos humanos

Compuesto | E- K. A. P. | E
faecali| pneum | baum | aerugi | cloac

S oniae anii | nosa | ae

2 12,5 100 100 100 | 100

Norfloxacina 1,6 3,1 >6,3 3,1 >6,3

Compuesto 2: bisnoryangonina.
Tabla 3.21. Concentracion inhibitoria minima (ugmL™") del compuesto aislado

bisnoryangonina.

Algunos de los compuestos aislados de G. junonius derivan de una
estructura quimica en comun, el sistema de anillo 2-piranona.
Compuestos con el sistema anular 2-piranona han sido encontrados en plantas,
animales, organismos marinos, bacterias e insectos y su implicacién en
diferentes procesos bioldgicos tales como defensa contra otros organismos o
como intermediarios biosintéticos han hecho de este esqueleto una entidad
quimica importante (Das, 2009; McCracken, 2012; McGlacken, 2005). Las 2-
piranonas derivadas de microorganismos u obtenidas de hongos
basidiomicetes de varios géneros muestran una amplia gama de propiedades

citotoxicas, neurotodxicas y fitotdxicas (Goel, 2009; Lee, 2011).

A su vez se han aislado varias 6-estiril-2-piranonas de origen natural de
diversas plantas de los géneros Piper, Aniba, Alpinia, Miliusa y Ranunculus
siendo las mas conocidas las kavalactonas, lactonas presentes en la planta
kava-kava, ampliamente utilizada por los polinesios como sedante (Bittencourt,
1971; Dharmaratne, 2002; Kamperdick, 2002; Singh, 1992). Se ha realizado un
estudio sistematico de la distribucion de estos compuestos y sus derivados en
la familia Strophariaceae y géneros relacionados (Goel, 2009; Lee, 2011).

La presencia de gimnopilinas y acido ostopanico, compuestos con efecto

citotoxico, ha sido descripta en los extractos de G. junonius (Hamburger, 1987;
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Tanaka, 1993) Los mismos fueron dereplicados junto con acido oxalico,

compuesto con actividad antimicrobiana ampliamente conocida.

En este trabajo, tres compuestos previamente descritos fueron aislados:
5-hidroxi-7-p-hidroxifenil-3-ceto-4Z,6 E-heptadienoato de metilo (Findlay, 1991),
bisnoryangonina (Brady, 1972; Findlay, 1991; Hatfield, 1969; Lee, 2008) y 4,6-
decadien-1,3,8-triol (Kusano, 1986) destacandose la bisnoryangonina por su
promisoria actividad antistafilococcica. Dado que dicho compuesto presenté
una CIM baja frente a los S. aureus MRSA evaluados, se plantea estudiar a

fururo el modo de accién del mismo.

3.5. Estudio de la influencia de agentes epigenéticos sobre la produccion
de metabolitos de interés (estrategia OSMAC) para Gymnopilus junonius
CCMG SAL.

Segun se describié en el punto anterior, tres compuestos con actividad
antimicrobiana fueron aislados a partir de los cuerpos de fructificacion de G.
junonius. Mediante diversas técnicas cromatograficas se evalud la presencia de
dichos compuestos en extractos de caldo extracelular de un cultivo de G.
junonius. En caso afirmativo, los compuestos 5-hidroxi-7-p-hidroxifenil-3-ceto-
47 6E-heptadienoato de metilo, 4,6-decadien-1,3,8-triol y bisnoryangonina
serian utilizados como estandares para evaluar las diferencias en los extractos
obtenidos al variar las condiciones de cultivo.

Siendo que la aproximacion cultivo-dependiente de la estrategia OSMAC
que involucré la variacion de parametros de cultivo (medio de cultivo, agitacién,
dias) no arrojo resultados promisorios para el hongo L. sulphureus se decidié
evaluar una estrategia mas novedosa como son los cambios en la funciéon
geénica a partir del uso de agentes epigenéticos.

Tres agentes epigenéticos fueron evaluados: N-acetilglucosamina, inhibidor de
la metilacién del ADN y acido butirico y divalproato de sodio, ambos inhibidores

de las histonas desacetilasas (HDACs).
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Inicialmente se evaluaron los tres agentes individualmente y la combinacién de
N-acetilglucosamina con acido butirico y divalproato de sodio respectivamente.
En todos los casos la concentracion utilizada para los agentes fue de 15 pM.

En base a estos resultados preliminares se determinaron las condiciones del
siguiente disefio donde se evalud la N-acetilglucosamina a una concentracién
mayor (100 uM) y la combinacién de N-acetilglucosamina con acido butirico y
divalproato de sodio a diversos niveles de concentracion (15 uM y 100 pM).

La actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos en todas las
condiciones se evalué mediante determinacién de concentracion inhibitoria
minima (CIM) frente a S. aureus ATCC 6538p.

Los perfiles quimicos de los extractos obtenidos en todas las condiciones
fueron evaluados mediante TLC, HPLC/DAD y UHPLC-MS. En los analisis por
cromatografia liquida acoplada a arreglo de diodos se utilizaron las longitudes
de onda 210, 244 y 280 nm para obtener un perfil general de los extractos y
360 y 366 nm para la deteccion de los compuestos 5-hidroxi-7-p-hidroxifenil-3-
ceto-4Z,6E-heptadienoato de metilo y bisnoryangonina. Se realizaron los
blancos correspondientes a cada uno de los agentes epigenéticos agregados

tomando en cuenta los factores de concentracion correspondientes al método.

La siguiente tabla muestra los resultados de las CIM obtenidas en las

distintas condiciones del primer disefio para el extracto de caldo extracelular:

112



Experimento N-acetilglucosamina Divalproato de | Acido butirico CIM 1
(M) sodio (uM) (UM) (ugmL™)
1 0 0 0 500
? 15 0 0 500
° 0 15 0 500
! 0 0 15 500
° 15 15 0 500
° 15 0 15 >500

Medio de cultivo: CM.

Tabla 3.22. Respuesta (CIM) obtenida para las condiciones del primer disefio frente a
S. aureus ATCC 6538p.

Se observdé que no habia diferencias significativas en la actividad

antimicrobiana de los extractos al agregar agentes epigenéticos al medio de

cultivo. Posteriormente se evaluaron los perfiles quimicos de los extractos de

caldo extracelular obtenidos en las distintas condiciones (Figuras 3.15., 3.16. y

3.17.).
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Figura 3.15. Perfiles quimicos obtenidos por HPLC para las condiciones del primer

disefio a 210 nm.

Figura 3.16. Perfiles quimicos obtenidos por HPLC para las condiciones del primer

disefio a 244 nm.
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Figura 3.17. Perfiles quimicos obtenidos por HPLC para las condiciones del primer

diseno a 280 nm.

Se observaron diferencias en los perfiles quimicos de los extractos
obtenidos, principalmente en las intensidades de algunas sefiales. Ademas,
extractos provenientes de cultivos con agregado de N-acetilglucosamina y sus
combinaciones con acido butirico y divalproato de sodio presentan algunos
metabolitos diferentes.

A pesar de contener la misma informacion genética, no se debe inferir
que aquellos compuestos presentes en los cuerpos de fructificacion y aislados
en etapas previas (5-hidroxi-7-p-hidroxifenil-3-ceto-4Z,6E-heptadienoato de
metilo, 4,6-decadien-1,3,8-triol y bisnoryangonina) sean producidos por G.

junonius en cultivo.

Se realiz6 una cromatografia en capa fina para evaluar la presencia de 4,6-
decadien-1,3,8-triol en un extracto de caldo extracelular de G. junonius
observandose que dicho compuesto es producido en muy pequenas

cantidades.
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Respecto a los compuestos  5-hidroxi-7-p-hidroxifenil-3-ceto-4Z,6E-
heptadienoato de metilo y bisnoryangonina se evalué mediante HPLC su
presencia en el extracto de caldo extracelular mediante comparacion directa de
los cromatogramas. Dado que los resultados no fueron concluyentes, el
extracto de caldo extracelular fue fortificado con dichos compuestos a los
efectos de observar diferencias en las areas de las sefales que correspondian
a los mismos. Se observo que los dos compuestos fueron producidos en muy
pequefas cantidades. Considerando las dificultades en la deteccion de 5-
hidroxi-7-p-hidroxifenil-3-ceto-4Z,6E-heptadienoato de metilo debido a las
impurezas del estandar para etapas posteriores se utilizd unicamente la

bisnoryangonina.

Finalmente, para evaluar cambios en la produccidén de bisnoryangonina en los
extractos de caldo extracelular obtenidos en las distintas condiciones se
obtuvieron los cromatogramas a 360 y 366 nm. El ultimo cromatograma de

cada figura corresponde a la bisnoryangonina (Figuras 3.18. y 3.19.).
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Figura 3.18. Cromatogramas obtenidos por HPLC para las condiciones del primer

disefio y para el compuesto bisnoryangonina a 360 nm.
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Figura 3.19. Cromatogramas obtenidos por HPLC para las condiciones del primer

disefio y para el compuesto bisnoryangonina a 366 nm.

Se observd que no habia diferencias significativas en la produccion de
bisnoryangonina de los extractos al agregar agentes epigenéticos al medio de
cultivo. Respecto al compuesto 4,6-decadien-1,3,8-triol, no se observd

diferencia en la produccién del mismo por cromatografia en capa fina.

Considerando la ausencia de incrementos en la actividad antimicrobiana
y la produccién de compuestos y los cambios en los perfiles quimicos para
cultivos con agregado de N-acetilglucosamina y sus combinaciones con acido
butirico y divalproato de sodio se determinaron las variables del siguiente

disefo.

En el mismo se evalué el efecto de la N-acetilglucosamina a una concentracion
mayor (100 yM) y la combinacién de N-acetilglucosamina con acido butirico y

divalproato de sodio a diversos niveles de concentracién (15 uM y 100 pM).

La siguiente tabla muestra los resultados de las CIM obtenidas en las distintas

condiciones del segundo disefio para el extracto de caldo extracelular:
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Experimento N-acetilglucosamina Divalproato Acido butirico CIM 1
(LM) de sodio (uM) (HM) (gmL™)

1 100 0 0 500

2 100 15 0 >500

3 100 100 0 500

4 15 100 0 >500

5 100 0 15 >500

6 100 0 100 500

7 15 0 100 >500

Medio de cultivo: CM.
Tabla 3.23. Respuesta (CIM) obtenida para las condiciones del segundo disefio frente
a S. aureus ATCC 6538p.

Se observd que no habia diferencias significativas en la actividad
antimicrobiana de los extractos al agregar una concentracién mayor de agentes
epigenéticos al medio de cultivo. Posteriormente se evaluaron los perfiles
quimicos de los extractos de caldo extracelular obtenidos en las distintas
condiciones. El primer cromatograma de cada figura corresponde al extracto
del cultivo de G. junonius sin agregado de agentes epigenéticos (Figuras 3.20.,
3.21.y 3.22)).
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Figura 3.20. Perfiles quimicos obtenidos por HPLC para las condiciones del segundo

diseno a 210 nm.
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Figura 3.21. Perfiles quimicos obtenidos por HPLC para las condiciones del segundo

diseno a 244 nm.
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Figura 3.22. Perfiles quimicos obtenidos por HPLC para las condiciones del segundo
disefio a 280 nm.

121



Se observaron diferencias en los perfiles quimicos de los extractos
obtenidos, principalmente en las intensidades de las sehales. Extractos
provenientes de cultivos con agregado de N-acetilglucosamina en su nivel de
concentracion mas alto (100 uM) presentan el mayor aumento de intensidad en
las senales. Ademas, extractos provenientes de cultivos con agregado de N-
acetilglucosamina en su nivel de concentracion mas alto y su combinacion con

divalproato de sodio presentan algunos metabolitos diferentes.

Finalmente, para evaluar cambios en la produccidén de bisnoryangonina en los
extractos de caldo extracelular obtenidos en las distintas condiciones se
estudiaron los cromatogramas a 360 y 366 nm. El primer y el ultimo
cromatograma de cada figura corresponden al extracto del cultivo de G.
junonius sin agregado de agentes epigenéticos y la bisnoryangonina

respectivamente (Figuras 3.23.y 3.24.).
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Figura 3.23. Cromatogramas obtenidos por HPLC para las condiciones del segundo

disefo y para el compuesto bisnoryangonina a 360 nm.
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Figura 3.24. Cromatogramas obtenidos por HPLC para las condiciones del segundo

disefo y para el compuesto bisnoryangonina a 366 nm.
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Nuevamente se observd que no habia diferencias significativas en la
produccion de bisnoryangonina y 4,6-decadien-1,3,8-triol al agregar agentes

epigenéticos al medio de cultivo.

Andlisis UHPLC-MS

Trece extractos de caldo extracelular obtenidos a partir de las diferentes
condiciones de cultivo de los dos disefios fueron evaluados mediante UHPLC-
MS. En una primera instancia se seleccionaron los iones con mayor
abundancia de cada extracto. Posteriormente se determiné la intensidad de

cada ion mayoritario en todos los extractos analizados (Tabla 3.24.).
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Intensidad (x 10%) (cps)
Ndmero de ion| tr (min) m/z Primer disefio experimental Segundo disefio experimental
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 7
1 10,73/15,50| 124,89 6,48 | 6,87 | 7,01 |5,39| 7,86 |[5,69| 7,50 | 7,50 (6,22|5,97| 7,18 | 7,70 | 7,38
2 1,34 164,94 ND ND ND [ND| ND | ND | ND ND |ND |ND | ND |[41,20| ND
3 2,78 173,00 ND ND | 1,04 | ND | 1,70 | ND | ND |13,00 | ND |2,35| ND ND ND
4 0,92 180,98 ND ND ND |[ND| ND | ND| ND ND |[ND |ND| ND | 4,15 | ND
5 1,48 214,94 ND ND ND [ND| ND [ND| ND | 2,21 |[2,78 ND | ND ND ND
6 3,98 237,96 1,49 | 2,78 | 1,38 |[1,49| 5,66 |2,48( 9,83 | 6,90 | ND | ND | 13,60 | 5,03 | 11,30
7 10,94 265,14 5,94 114,80 | 5,87 |3,07| 7,56 |3,08| 12,60 | 11,30 8,56 (6,98 | 13,90 | 37,20 | 16,00
8 6,96 293,13 ND | 7,85 | 6,20 |2,43| 6,62 [3,31]|11,20 | 10,60 |5,40(9,67 | 12,20 | 8,62 | 13,70
9 10,20 355,29 ND | 3,35 | 299 |[ND| 2,71 | ND | 6,05 | 3,86 [6,21|557| 6,41 | 7,25 | ND
10 14,70 473,46 5,59 110,50 | 6,00 |3,57|10,90 |4,18]| 15,40 | 6,03 |4,68(8,88|16,70 12,50 | 11,10
11 16,35 501,37 15,60 | 42,50 | 19,10 {3,29] 12,00 |5,05| ND ND | ND | ND | ND ND ND

ND: No detectado.

Primer disefio experimental: 1 Cultivo control, sin agregado de agentes epigenéticos / 2 N-acetilglucosamina 15 uM / 3 Divalproato de sodio 15
UM / 4 Acido butirico 15 pM / 5 N-acetilglucosamina 15 pM + Divalproato de sodio 15 uM / 6 N-acetilglucosamina 15 uM + Acido butirico 15 pM.
Segundo disefio experimental: 1 N-acetilglucosamina 100 uyM / 2 N-acetilglucosamina 100 yM + Divalproato de sodio 15 yM / 3 N-
acetilglucosamina 100 yM + Divalproato de sodio 100 uM / 4 N-acetilglucosamina 15 uM + Divalproato de sodio 100 uM / 5 N-
acetilglucosamina 100 uM + Acido butirico 15 uM / 6 N-acetilglucosamina 15 pM + Acido butirico 100 pM / 7 N-acetilglucosamina 100 uM +
Acido butirico 100 pM.

Tabla 3.24. Respuesta (Intensidad de ion) obtenida para las condiciones de los dos disefios experimentales.
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Los cromatogramas de los diferentes extractos presentaron perfiles
similares con intensidades de iones similares, aunque no existe una relacidn
directa entre la abundancia de los iones (o intensidad) y la concentracion de los

mismos en la mezcla.

Se pudieron observar algunas diferencias en el perfil de los cromatogramas en
aquellos extractos provenientes de cultivo con agregado de agentes
epigenéticos. La presencia de divalproato de sodio en el medio de cultivo
conllevé a la aparicion de los iones a m/z 173,00 y 214,94 que no se
encuentran presentes en el extracto del cultivo control. El ion a m/z 355,29
desaparece en tres de cinco experimentos con agregado de acido butirico
(Experimentos 4 y 6 del Primer disefio y 7 del Segundo disefio). Mientras que,
los iones a m/z 164,94 y 180,98 m/z aparecen unicamente en el experimento 6
del Segundo disefio. El ion a m/z 501,37 desaparece al agregar agentes
epigenéticos en altas concentraciones (100 uM) al medio de cultivo (todos los

experimentos del Segundo disefio) (Figura 3.25).
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Figura 3.25. Respuesta (Intensidad de ion) obtenida para las condiciones de los dos
disefios experimentales. En colores se observan los iones que presentaron alguna

diferencia.

Los resultados obtenidos a la fecha por este método no permiten
concluir que el agregado de agentes epigenéticos afectd el metabolismo del
hongo siendo necesario realizar estudios a nivel estructural para determinar el

origen de los iones diferentes.

La optimizacion de las condiciones de cultivo mediante la utilizacion de agentes
epigenéticos demostr6 ser eficiente para la obtencion de extractos
metabdlicamente mas ricos con una actividad antimicrobiana similar. Dado que
estos agentes interacttan de manera inespecifica en el ADN del
microorganismo no se logré incrementar el rendimiento en los compuestos
activos aislados. El agregado de precursores biosintéticos o de agentes que
interactuaran especificamente en las rutas metabdlicas de produccién de
dichos metabolitos podria producir un potencial aumento en el rendimiento de

los mismos.
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3.6. Sumario.

A partir de cultivos de 19 hongos basidiomicetes se prepararon
cincuenta y tres extractos que posteriormente fueron sometidos a ensayos
quimicos y biolégicos. Cuarenta por ciento de los extractos presentaron
actividad frente a los patdbgenos humanos evaluados. De ellos, el 34% presento
actividad frente a alguna cepa de S. aureus (25% frente a la cepa meticilino
sensible ATCC 6538p y 9% frente a alguna de las cepas meticilino resistentes
evaluadas). Diecisiete por ciento de los extractos presentaron actividad frente a
los fitopatogenos evaluados (9% con actividad antibacteriana y 8% con
actividad antifungica). A partir de los resultados obtenidos frente a
fitopatdgenos se seleccionaron cuatro hongos (B. adusta, D. pusillus, G.
resinaceum y L. sulphureus) y se determiné el comportamiento de los extractos
frente a un panel ampliado de especies fitopatdogenicas. De los resultados
obtenidos resulté muy interesante la actividad antimicrobiana producida por L.
sulphureus y G. resinaceum frente a X. vesicatoria, patégeno de tomate y S.
sanguinolentum y G. junonius frente a cepas sensibles y meticilino resistentes
de S. aureus.

Considerando los promisorios resultados microbiolégicos obtenidos se
seleccioné el hongo L. sulphureus para avanzar en la busqueda de compuestos
antimicrobianos. Tres ciclos de fermentacion totalizando 24 réplicas de cultivo
fueron necesarios para obtener una cantidad de extracto minima para continuar
con los estudios. Un compuesto fue aislado en muy pequefias cantidades no
pudiendo ser identificado.

Dada la necesidad de obtener cantidades de extracto suficientes para
avanzar en el aislamiento de los compuestos responsables de la actividad
antimicrobiana, se estudié la influencia de variables en las condiciones de
cultivo sobre la produccion de metabolitos de interés (aproximacion cultivo-
dependiente de la estrategia OSMAC). Tres disefios experimentales totalizando
46 condiciones de cultivo y 87 extractos fueron necesarios para obtener la

condicion 6ptima de crecimiento.

La optimizacidon de las condiciones de cultivo no arrojo resultados

favorables en cuanto a aumento en el rendimiento de extracto planteandose un
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escenario desfavorable para la obtencion de metabolitos antimicrobianos a
partir de cultivos fungicos. Varios ciclos de fermentacién con un numero
importante de réplicas serian necesarios para obtener una masa critica de
extracto crudo. Se plante6 recorrer el camino inverso, aislar compuestos con
actividad antimicrobiana a partir de cuerpos de fructificacion de hongos
basidiomicetes nativos y posteriormente inducir la produccion de los mismos en
cultivos fungicos de dicho hongo.

Gymnopilus junonius, hongo que crece silvestre en Uruguay, presento
promisorios resultados frente a los microorganismos ESKAPE vy aislamientos
clinicos de S. aureus surgiendo como la opcibn mas adecuada. El
fraccionamiento bioguiado del extracto acetdnico de cuerpos de fructificacion
de G. junonius produjo después de una separacion liquido-liquido, varias
etapas de cromatografia en columna y una etapa final de TLC preparativa tres
compuestos puros. A pesar de que los compuestos aislados, 5-hidroxi-7-p-
hidroxifenil-3-ceto-4Z,6E-heptadienoato de metilo, bisnoryangonina y 4,6-
decadien-1,3,8-triol fueron anteriormente descritos se demostré la promisoria

actividad antistafilococcica de la bisnoryangonina.

Finalmente se recorrieron las primeras etapas en la induccion de la
produccion de los compuestos aislados en cultivos de dicho G. junonius. Se
estudio la influencia del agregado de agentes epigenéticos sobre la riqueza
quimica de los extractos y la produccion de bisnoryangonina (aproximacion
epigenética de la estrategia OSMAC). Dos disefios experimentales totalizando
13 condiciones de cultivo fueron realizados no obteniéndose resultados
favorables en cuanto a aumento en la produccion de bisnoryangonina. Sin
embargo, la optimizacion de las condiciones de cultivo mediante la utilizacién
de agentes epigenéticos demostrd ser eficiente para la obtenciéon de extractos
metabdlicamente mas ricos con una actividad antimicrobiana similar. Dado que
estos agentes interacttan de manera inespecifica en el ADN del
microorganismo no se logrd incrementar el rendimiento en los compuestos
activos aislados. El agregado de precursores biosintéticos o de agentes que

interactuaran especificamente en las rutas metabdlicas de produccion de
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dichos metabolitos podria producir un potencial aumento en el rendimiento de

los mismos.
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CAPITULO 4

MATERIALES Y METODOS

4.1. Procedimientos generales.

Los extractos fueron obtenidos mediante extraccidén liquido-liquido o
maceracion segun corresponda y posteriormente evaporados a presion
reducida a temperatura menor de 40 °C. Los solventes utilizados fueron puros
para analisis o destilados sobre vidrio, para aquellas técnicas que lo requirieran

fueron utilizados solventes de calidad superior.

Todos los procedimientos microbiolégicos fueron realizados en
condiciones asépticas. Los materiales y reactivos utilizados fueron previamente

esterilizados en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

4.2. Cromatografia en capa fina (TLC).

Los extractos fueron estudiados por cromatografia en capa fina para
tener un perfil de metabolitos secundarios que permita descartar extractos con
compuestos conocidos y seleccionar entre extractos con perfiles similares
(Andersen, 2008; Bradshaw, 2001; Cardellina, 1993; Frisvad, 2007; Larsen,
2005; Mitova, 2008).

Las cromatografias en capa fina se desarrollaron en placas de TLC de silica gel
Polygram® SIL G/UVass, 0,20 mm (Macherey-Nagel, Duren, Alemania).
Para la realizacién de screening quimico se utilizaron diversos sistemas de fase

movil y reactivo revelador (Tabla 4.1.).
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Grupo de compuestos Fase movil Revelador

. CH2C|2/MGOH/NH4OH

Alcaloides Draggendorf

90:10:1
Cumarinas y polifenoles CH,Cl,/MeOH 95:5 UV (366 nm)
_ Fast blue seguido de
Polifenoles CH2Clx/MeOH 85:15
NH4OH (v)
_ Vainillina/H2SO4 seguido
Terpenoides CH,CIl,/MeOH 95:5

de calentamiento

CuSO4/H3PO4 seguido

Triterpenos y esteroides CH,Cl2/MeOH 95:5 .
de calentamiento

Tabla 4.1. Sistemas de fase movil y reactivo revelador utilizados en el screening

quimico.

En etapas posteriores, las cromatografias en capa fina fueron realizadas
usando como fase movil CH,Cl,/MeOH 90:10 y como reactivo revelador

CuSO4/H3P0O4 seguido de calentamiento.
Preparacion de reactivos reveladores.

Draggendorf: Para preparar la solucion A fueron disueltos 1,7 g de
nitrato de bismuto (lll) y 20 g de acido tartarico en 80 mL de agua destilada.
Para preparar la solucion B fueron disueltos 16 g de ioduro de potasio en 40
mL de agua destilada. La solucion stock fue obtenida a partir de la mezcla de
partes iguales de las soluciones A y B. Para preparar el reactivo revelador
fueron disueltos 10 g de acido tartarico en 50 mL de agua destilada y se

adicionaron posteriormente 10 mL de la solucion stock (Merck, 1974).

Fast blue: Fueron disueltos 0,5 g de cloruro de 3,3"-dimetoxibifenil-4,4"-
bis-diazonio (Fast Blue Salt B) en 100 mL de agua destilada (Wagner, 1996).
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Vainillina/H,SO4: Fueron disueltos 1 g de vainillina en 100 mL de acido
sulfarico al 97% (Merck, 1974).

CuS0O4/H3PO4: Fueron disueltos 50 g de sulfato de cobre (Il) y 50 g de

acido fosforico en 500 mL de agua.

4.3. Cromatografia Gaseosa acoplada a Espectrometria de Masas
(GC-MS).

Los analisis por GC-MS fueron realizados utilizando un cromatografo de
gases Shimadzu QP 2010 Ultra, con columna capilar HP 5MS (30,0 m x 0,25
mm x 0,25 pm) (Agilent Technologies, Santa Clara, EE. UU.) y utilizando
ionizacion por impacto electronico, con una aceleracion de 70 eV. Las
condiciones utilizadas fueron: temperatura inyector: 280 °C, temperatura fuente
de ionizacién y temperatura interface: 300 °C, gas portador y flujo: Helio a 1,0
mLmin™", modo split (radio de split 1:10), volumen de inyeccion: 1 L, programa
de temperatura: 3 minutos a 150 °C, de 150 °C a 300 °C a 10 °Cmin™" y
finalmente 5 minutos a 300 °C, modo de adquisicion: SCAN, rango de masas:
m/z 35,0 a 500,0. Los espectros fueron analizados con el software GC-MS

Solution utilizando la biblioteca de referencia NIST08.

4.4. Espectrometria de Masas por infusion directa.

Los analisis de espectroscopia de masas (MS) fueron realizados en un
espectrometro de masas con trampa idnica lineal LTQ XL (Thermo Scientific,
San José, EE. UU.) con fuente ESI en el modo negativo. Las condiciones
utilizadas fueron: voltaje del spray: 3,5 kV, voltaje del capilar: -34 V,
desplazamiento de las lentes del tubo: -78 V, gas nebulizador y flujo: Nitrogeno
a 8 u.a. (unidades arbitrarias), gas auxiliar y flujo: Nitrogeno a 0 u.a.,
temperatura capilar: 300 °C, modo de adquisicion: SCAN, rango de masas: m/z
50 a 800. La muestra se infundié en la fuente ESI usando una bomba de
jeringa a un flujo de 5 plmin™. El control del instrumento y la recopilacién de

datos se realizaron con el software Xcalibur (v3.0.63).
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4.5. Espectrometria de Masas exacta (HRMS).

Los andlisis de espectroscopia de masas (MS) fueron realizados en un
equipo Bruker micrOTOF-Q-TOF (Bruker BioSpin, Billerica, EE. UU.) con fuente

ESI en el modo positivo.

4.6. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

Los experimentos de RMN fueron realizados en espectrometros Bruker
Avance DPX 400, Avance Ill 400 o Avance Ill 500 (Bruker BioSpin, Billerica,
EE. UU.) operando a una frecuencia de 'H de 400,13 y 500,13 MHz y de *C de
100,62 y 125,76 MHz respectivamente utilizando como solvente CD3;0D. Los
resultados son expresados en ppm relativos a TMS (&4 0,00) y acetona-d6 (6¢
31,00).

Los espectros bidimensionales (H,H-COSY, HSQC y HMBC) fueron realizados
utilizando el software Bruker con las secuencias de pulsos estandar

proporcionadas por los instrumentos.

El analisis de multipletes y constantes de acoplamiento fue realizado utilizando
las rutinas disponibles en MNova 10.0 (Mestrelab Research, S.L., Santiago de

Compostela, Espaia).

4.7. Cromatografia Liquida acoplada a Arreglo de Diodos (HPLC-DAD).

Los analisis por HPLC-DAD fueron realizados utilizando un cromatografo
liquido Hewlett Packard Series 1050, con columna Nucleosil® 100-5 C18 (125
mm x 4 mm x 5 ym) (Macherey-Nagel, Duren, Alemania) y utilizando detector
de arreglo de diodos. Las condiciones utilizadas fueron: temperatura:
temperatura ambiente, fase movil y flujo: H,O/MeOH a 1,0 mLmin™", volumen de
inyeccion: 20 uL, programa de elucién: de H,O/MeOH 70:30 a H,O/MeOH
0:100 en 30 min, 10 min en H,O/MeOH 0:100, de H,O/MeOH 0:100 a
H,O/MeOH 70:30 en 5 min y finalmente 10 min en H;O/MeOH 70:30,
longitudes de onda evaluadas: 210 nm, 244 nm, 280 nm, 360 nm y 366 nm.
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Los cromatogramas fueron analizados con el software HP ChemStation for LC
3D.

Los blancos correspondientes a cada uno de los agentes epigenéticos
agregados fueron realizados tomando en cuenta los factores de concentracion
correspondientes al método. Para el calculo de los factores de concentracién
se consider6 un consumo o transformacion nula del agente por parte del
microorganismo, una recuperaciéon completa del mismo en la extraccién y un

bajo rendimiento de extracto.

4.8. Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Masas
(UHPLC-MS).

Los andlisis por UHPLC-MS fueron realizados en un cromatografo
liguido Ultimate 3000 Rapid Separation Liquid Chromatography (RSLC)
Systems (Dionex, Germering, Alemania) acoplado a un espectrémetro de
masas con trampa iénica lineal LTQ XL (Thermo Scientific, San José, EEUU)
con interface ESI. La separacion cromatografica fue realizada en una columna
Hypersil Gold RP C18 (50 mm x 2,1 mm x 1,9 ym) (Thermo Scientific, San
José, EEUU). Las condiciones utilizadas fueron: temperatura: 35 °C, fase movil
y flujo: H,O + 0,1% acido féormico/MeOH a 0,3 mLmin', volumen de inyeccion:
20 yL, programa de elucion: de H,O + 0,1% acido férmico/MeOH 70:30 a H,O
+ 0,1% &acido formico/MeOH 0:100 en 15 min, 5 min en H,O + 0,1% acido
férmico/MeOH 0:100, de H,O + 0,1% acido féormico/MeOH 0:100 a H,O + 0,1%
acido férmico/MeOH 70:30 en 5 min y finalmente 5 min en H,O + 0,1% acido
féormico/MeOH 70:30. El espectrometro de masas fue operado en modo
negativo utilizando las siguientes condiciones para la interface ESI: voltaje del
spray: 3,5 kV, voltaje del capilar: -34 V, desplazamiento de las lentes del tubo: -
78 V, gas nebulizador y flujo: Nitrégeno a 20 u.a. (unidades arbitrarias), gas
auxiliar y flujo: Nitrogeno a 20 u.a., temperatura capilar: 300 °C, modo de
adquisicién: SCAN, rango de masas: m/z 50 a 800. El control del instrumento y

la recopilaciéon de datos se realizaron con el software Xcalibur (v3.0.63).
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4.9. Mantenimiento y conservacion de los microorganismos.

Los microorganismos utilizados pertenecen a las Colecciones de Cepas
de la Catedra de Farmacognosia y Productos Naturales y la Catedra de
Microbiologia de la Facultad de Quimica de la Universidad de la Republica. Las
bacterias se encuentran almacenadas en la forma de suspension de células en
glicerol 12% a -86 °C. Los hongos se encuentran preservados en agar extracto
de malta (BD, Sparks, EE. UU.) al 2% a temperatura ambiente bajo aceite

mineral.

Para la utilizacion diaria, los microorganismos se encontraban almacenados a 8
°C en placas de Petri conteniendo agar Mueller Hinton Il (BBL, Sparks, EE.
UU.), agar tripticasa de soja (Bacto, Detroit, EE. UU.) o agar nutriente (BD,
Sparks, EE. UU.) para bacterias y agar extracto de malta o agar papa dextrosa

(Merck, Darmstadt, Alemania) para hongos.

4.10. Material biolégico en estudio.

Las cepas utilizadas para cultivos fungicos son hongos filamentosos
pertenecientes al grupo de los Basidiomicetes que se encuentran depositadas
en la Coleccion de Cepas de la Catedra de Microbiologia de la Facultad de
Quimica de la Universidad de la Republica (Tabla 4.2.). Dicha coleccién consta
de mas de 120 aislamientos de cepas presentes en montes comerciales de
Eucaliptus globulus obtenidos en el transcurso del proyecto INIA-LIA 056.
Para su identificacion los cuerpos de fructificacién colectados fueron sometidos
a estudios macro y micromorfolégicos y comparados con descripciones en la
literatura y con material de referencia de herbario. Cultivos puros obtenidos a
partir de los cuerpos de fructificacion fueron depositados y preservados en agar
extracto de malta al 2% a temperatura ambiente bajo aceite mineral en la
Coleccion de Cepas de la Catedra de Microbiologia de la Facultad de Quimica
de la Universidad de la Republica. Discos de micelio del borde de la colonia
fueron inoculados en el centro de una placa de Petri conteniendo agar extracto
de malta al 1,5%. Las colonias fueron descriptas por la metodologia propuesta

por Nakasone (Nakasone, 1990). Del mismo modo, la presencia de enzimas
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oxidativas extracelulares fue realizada utilizando los sustratos propuestos por
Stalpers (Stalpers, 1978). Los espacios internos de transcripcion (ITS, por sus
siglas en inglés) del genoma fueron amplificados con los primers ITS1F e
ITS4B. Su secuencia fue comparada con la base de datos de GenBank
mediante BLAST.

Los cuerpos de fructificacion de Gymnopilus junonius utilizados para el
aislamiento de compuestos bioactivos fueron comprados en el Mercado
Agricola de Montevideo (Montevideo, Montevideo) e identificados como se

describidé anteriormente.
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Abortiporus biennis CCMG 106

Panus tigrinus CCMG 207

Pycnoporus sanguineus CCMG 210

Inocutis jamaicencis CCMG 219

Phlebiopsis gigantea CCMG 223

Stereum sanguinolentum CCMG 236

Laetiporus sulphureus CCMG 247

Basidiomycota CCMG 301

Peniophora sp. CCMG 303

Basidiomycota CCMG 323

Dictyopanus pusillus CCMG 333

Trametes hirsuta CCMG 356

Phlebiopsis gigantea CCMG 362

Bjerkandera adusta CCMG 3146

Inocutis jamaicensis CCMG 5091

Ganoderma resinaceum CCMG 7187

Trametes hirsuta CCMG CMI2

Punctularia atropurpurasens CCMG Pu

Gymnopilus junonius CCMG SA1

Tabla 4.2. Cepas utilizadas para cultivos fungicos.
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4.11. Cultivo.

Los micelios de hongo fueron cultivados en placas de Petri con agar
extracto de malta a 28 °C y tres discos de 0,9 cm de diametro se transfirieron a
frascos de 660 mL que contiene 200 mL de caldo extracto de malta. Las

fermentaciones fueron llevadas a cabo durante 24 dias a 28 °C.

4.11.1. Cultivo a escala de Laetiporus sulphureus CCMG 247.

El primer ciclo de fermentacién consté de dos frascos de 660 mL y 2
erlenmeyers de 2000 mL que contienen 1000 mL de caldo extracto de malta
inoculados con quince discos de 0,9 cm de diametro. Las fermentaciones

fueron llevadas a cabo durante 24 dias a 28 °C.

El segundo y tercer ciclo de fermentacion constaron de once frascos de 660 mL
cuyas fermentaciones fueron llevadas a cabo en las condiciones descriptas

inicialmente.

4.11.2. Cultivo a escala de Ganoderma resinaceum CCMG 7187.

El primer ciclo de fermentacién consté de dos frascos de 660 mL y 2
erlenmeyers de 2000 mL que contienen 1000 mL de caldo extracto de malta
inoculados con quince discos de 0,9 cm de diametro. Las fermentaciones

fueron llevadas a cabo durante 24 dias a 28 °C.

El segundo ciclo de fermentacién consté de once frascos de 660 mL cuyas
fermentaciones fueron llevadas a cabo en las condiciones descriptas

inicialmente.
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4.11.3. Estudio de lainfluencia de variables en las condiciones de cultivo
sobre la produccién de metabolitos de interés (estrategia OSMAC) para
Laetiporus sulphureus CCMG 247.

El diseno experimental Plackett-Burman es utilizado para identificar los
factores mas importantes a principios de la fase de experimentacion.
Desarrollado en 1946 por los estadisticos Robin L. Plackett y J.P. Burman
(Plackett, 1946), es un método eficiente de cribado para identificar los factores
principales usando el menor numero posible de experimentos. Sirve para
estudiar k = n-1 variables en n experimentos donde n es un multiplo de 4. En
los disefos Plackett-Burman los efectos principales tienen una complicada
relacion de confusion con las interacciones de dos factores. Por lo tanto, estos
disefios se deben utilizar para estudiar los efectos principales cuando se puede

asumir que las interacciones de dos vias son insignificantes.

Para el estudio de la influencia de variables en las condiciones de cultivo
sobre la produccion de metabolitos de interés se utilizd un disefo
Plackett-Burman para identificar los factores mas importantes y dos disefios
factoriales fraccionados para estudiarlos mas a fondo. En un disefo factorial
fraccionado un  subconjunto  seleccionado de los  experimentos
correspondientes a un disefio factorial completo, donde se miden las
respuestas con todas las combinaciones de los niveles de los factores, es
realizado. Estos disefios son utiles para obtener informacion sobre los efectos
principales y las interacciones de dos factores, presuponiendo que los efectos

de orden superior son insignificantes.

Los parametros evaluados fueron los siguientes: Presencia/ausencia de
fuentes de carbono y nitrégeno adicional, agitacion/estatico, temperatura,
medio de cultivo (caldo extracto de malta o extracto de levadura con

suplemento (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra)), pH y tiempo de incubacion.

Las fuentes de carbono y nitrdgeno adicional utilizadas fueron glucosa (Merck,

Darmstadt, Alemania) y tartrato de amonio (Sigma, Saint Louis, EE. UU.).
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Primer disefio experimental (Plackett-Burman)

Tartrato
Experimento Gluco1$a Agitacion Temperatura de Medio | pH Tiempo

(9L™) (°C) amonio d

(oL
! 0 1 28 0 YES | 7| 40
2 0 0 20 0 CM |5 20
3 0 0 28 0 |YES|[7][ 20
4 20 0 20 0 |YES[5| 40
5 0 0 20 2 CM | 7| 40
6 20 1 28 0 | cm [5] 40
7 20 1 20 0 CM | 7| 20
8 20 0 28 2 | YES|5| 20
9 0 1 20 2 | YES[5| 40
10 0 1 28 2 CM |5 20
1 20 1 20 2 YES | 7| 20
12 20 0 28 2 CM | 7| 40

Medio de cultivo: Caldo extracto de malta (CM).

Extracto de levadura con suplemento (YES).

Tabla 4.3. Primer disefio experimental (Plackett-Burman).
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Segundo disefio experimental (Factorial fraccionado)

Tartrato .

Experimento Temperatura de amonio | Medio | pH Tiempo
(°C) - (d)

(gL™)

! 20 0 YES | 7 20
2 20 2 YES |5 | 20
3 28 0 CM 5 0
4 20 0 CM 7 40
° 24 1 YES | 6 30
6 20 2 CM 5 n
! 24 1 YES | 6 30
8 28 2 YES | 7 40
9 24 1 CM 5 30
10 28 2 c™M | 7 20
1 28 0 YES | 5 20
12 24 1 CM 6 30
13 24 1 YES | 6 30
14 24 1 CM 5 30

Fuente de Carbono: No.
Agitacion: No.

Tabla 4.4. Segundo disefio experimental (Factorial fraccionado).
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Tercer disefio experimental (Factorial fraccionado)

Experimento Agitacion Temperatura oH
(°C)
1 1 28 7
2 0 20 6
° 1 20 7
4 0 28 6
° 0 28 5
° 1 20 6
! 0 20 6
® 0 28 7
? 0 20 7
10 5 = -
11 1 = -
12 1 = -
13 3 = -
14 5 5 -
15 1 — -
16 7 = -
17 5 = -
18 1 = -
19 5 5 -
20 1 = -

Fuente de Carbono: No.
Fuente de Nitrégeno: No.
Medio de cultivo: CM.

Tiempo de incubacion: 20 dias.

Tabla 4.5. Tercer disefio experimental (Factorial fraccionado).
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4.11.4. Estudio de lainfluencia de agentes epigenéticos sobre la
produccion de metabolitos de interés (estrategia OSMAC) para
Gymnopilus junonius CCMG SAL.

Los agentes epigenéticos evaluados fueron N-acetilglucosamina (Sigma,
Saint Louis, EE. UU.), acido butirico (Sigma, Saint Louis, EE. UU.) y divalproato
de sodio (Roemmers, Montevideo, Uruguay). Cada experimento fue realizado
por triplicado y las fermentaciones fueron llevadas a cabo en las condiciones

descriptas inicialmente.

Primer disefio experimental

Experimento [ N-acetilglucosamina (uM) | Divalproato de sodio (uM)|Acido butirico (uM)
1 0 0 0
2 15 0 0
3 0 15 0
4 0 0 15
5 15 15 0
6 15 0 15

Medio de cultivo: CM.

Tabla 4.6. Primer disefio experimental.
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Segundo disefio experimental

Experimento | N-acetilglucosamina (uM) | Divalproato de sodio (uM)|Acido butirico (uM)
1 100 0 0
2 100 15 0
3 100 100 0
4 15 100 0
5 100 0 15
6 100 0 100
7 15 0 100

Medio de cultivo: CM.

Tabla 4.7. Segundo disefio experimental.

4.12. Extraccion.

Para ensayar los compuestos producidos durante el crecimiento activo y
la fase de deplecién de nutrientes, los cultivos fueron filtrados y el caldo
sobrenadante fue extraido con acetato de etilo, acidificado y re-extraido con
acetato de etilo. El pellet de células obtenido en la filtracion fue extraido con
metanol. Los extractos fueron evaporados y retomados en los solventes

apropiados para obtener soluciones de 2,5 mgmL‘1.
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4.13. Determinacion de espectro antimicrobiano.

Determinacion de actividad antimicrobiana de extractos de cultivos fungicos.

En la etapa de screening, la actividad contra bacterias y hongos fue
determinada de acuerdo a la técnica de agar overlay de Rhalison y
colaboradores (1991). Los patdogenos humanos utilizados en los ensayos
bioldgicos fueron Staphylococcus aureus (cepas meticilino resistentes ATCC
43300 y ATCC 700699 y cepa meticilino sensible ATCC 6538p) y
Pseudomonas aeruginosa CCMG 312. Los microorganismos fitopatégenos
utilizados fueron: Xanthomonas vesicatoria CCMG 28m, Penicillium expansum
CCMG 14s, Alternaria alternata CBS 54027 y Aspergillus oryzae ATCC 10124.
Para estudios posteriores, la actividad contra bacterias y hongos fue
determinada mediante discos. Los microorganismos fitopatégenos utilizados
fueron: Xanthomonas vesicatoria CCMG 10 y CCMG 28m, Botrytis cinerea
CCMG 14gq, Alternaria alternata CBS 54027, Fusarium graminearum NRRL
31084 (Coleccion USDA), Penicillium expansum CCMG 14s, Aspergillus oryzae
ATCC 10124 y Rhizopus stolonifer (+) ATCC 6227b.

Determinacion de actividad antimicrobiana de extractos de cuerpos de
fructificacion de Gymnopilus junonius y aislamiento bioguiado de compuestos

activos.

La actividad contra patdégenos humanos fue determinada de acuerdo a la
técnica de agar overlay de Rhalison y colaboradores (1991), mientras que la
actividad contra bacterias y hongos fitopatégenos fue determinada mediante

discos de papel como reservorio.

En la etapa de screening, los patégenos humanos utilizados en los ensayos
bioldégicos fueron los microorganismos pertenecientes al grupo denominado
ESKAPE (Boucher, 2009; Pendleton, 2013) Enterococcus faecalis CCMG 632,
Staphylococcus aureus (cepas meticilino resistentes ATCC 43300 y ATCC

700699 y cepa meticilino sensible ATCC 6538p), Klebsiella pneumoniae CCMG
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12716, Acinetobacter baumanii CCMG 232, Pseudomonas aeruginosa CCMG
312 y Enterobacter cloacae CCMG 133. Otras cuatro cepas de S. aureus,
aislados clinicos de dafio tisular, uno sin aumento de la resistencia a los
antibidticos en uso (FQ 4) y tres meticilino resistentes (MRSA), con
susceptibilidad disminuida a la ciprofloxacina, eritromicina y oxacilina (FQ 380),
oxacilina y eritromicina (FQ 341) y oxacilina (FQ 317) se utilizaron en los
ensayos.

Los microorganismos fitopatdgenos utilizados fueron: Xanthomonas vesicatoria
CCMG 10 y CCMG 28m, Botrytis cinerea CCMG 14g, Alternaria alternata CBS
54027, Fusarium graminearum NRRL 31084 (Coleccion USDA), Penicillium
expansum CCMG 14s, Aspergillus oryzae ATCC 10124 y Rhizopus stolonifer
(+) ATCC 6227b.

Para el seguimiento del aislamiento de compuestos activos se utilizo

Staphylococcus aureus ATCC 6538p.

4.13.1. Técnicas utilizadas.

Bioautografia en capa de agar (Agar overlay)

Un medio de cultivo elegido adecuadamente y fundido es inoculado con
la bacteria o el hongo de interés, y luego cuidadosamente distribuido sobre una
placa cromatografica sembrada con los extractos de manera que forme una
capa delgada al solidificar. Una vez incubado en las condiciones requeridas, si
no es posible la deteccion directa, se tifie con reactivos reveladores de
actividad deshidrogenasa mitocondrial. Se observan halos de inhibicion no

cuantitativos.

- Sembrar los extractos en placas de TLC. Para el seguimiento del aislamiento
de compuestos activos desarrollar dos cromatogramas en forma simultanea y
en uno de ellos eliminar los solventes utilizados como fase moévil por
evaporacion (corriente de aire). Incluir controles negativos (solventes) y positivo

(gentamicina 5 mgmL™" para bacterias y propiconazol 5 mgmL™" para hongos).
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- Preparar un inéculo de 102 ufcmL™ para bacterias o de 107 esporasmL™" para
hongos filamentosos en suero fisiologico (NaCl 0,9%) o Tween (Tween 80
0,1%) respectivamente.

- Fundir 50 mL de medio de cultivo (agar Mueller Hinton Il o agar tripticasa de
soja para S. aureus, agar nutriente para X. vesicatoria y agar extracto de malta
para hongos) y mantenerio termostatizado a 42-45 °C.
- Inocular el medio de cultivo fundido y termostatizado y agitar hasta lograr

perfecta homogeneidad.

- Introducir la placa de TLC o el cromatograma en una placa de Petri y volcar
el medio de cultivo inoculado sobre su superficie utilizando una pipeta Pasteur
de forma tal que quede un delgado fiim sobre el cromatograma.
- Incubar hasta observar desarrollo (35 = 2 °C, 24 hs. para S. aureus, 48 hs.
para X. vesicatoria y 28 + 2 °C, 48 hs. para hongos).
- En caso de utilizar bacterias como microorganismo blanco, para mejorar la
observacion y reducir el tiempo de espera puede tefiirse la placa con
reveladores de actividad deshidrogenasa mitocondrial. Se preparan soluciones
en agua de concentracién aproximada 1-2 mgmL™" de cualquiera de las sales
de tetrazolio (violeta de p-iodonitrotetrazolio (INT) o cloruro de 2,3,5-
difeniltetrazolio (TTZ)). Puede ser necesario colocar nuevamente la placa en
estufa un corto tiempo después de la tincién. En caso de estar realizando el
seguimiento del aislamiento de compuestos activos revelar el cromatograma

testigo con un revelador adecuado y comparar.
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Método de difusién (Discos)

Puesta a punto

Los microorganismos fitopatégenos utilizados para la puesta a punto
fueron: X. vesicatoria CCMG 10 y CCMG 28m, B. cinerea, A. alternata, F.

graminearum, P. expansum, A. oryzae y R. stolonifer.
- Seleccion de técnica de siembra.

Se evaluaron siembras en superficie e incorporada de un inéculo de 108
ufemL™" para bacterias y de 10" esporasmL™ para hongos filamentosos en
suero fisiolégico o Tween respectivamente. Se utilizd agar nutriente para

bacterias y agar extracto de malta para hongos como medios de cultivo.

- Seleccion del control positivo.

Para las cepas de X. vesicatoria se evaluaron cinco antibidticos
(amoxicilina, ampicilina, gentamicina, norfloxacina y oxacilina) a una
concentracion de 20 pygmL™. Para los hongos se evaluaron seis fungicidas
(anfotericina B, ketoconazol, kresoxim metil, lufenuron, nistatina y propiconazol)

en diversas concentraciones (Tabla 4.8.).

Las concentraciones mas altas de kresoxim metil, lufenuron y propiconazol
(200, 100 y 125 pgmL™" respectivamente) corresponden a las concentraciones

de uso en la agricultura de dichos fungicidas.

En los ensayos se utilizaron discos de 12,7 mm de diametro y un volumen de
siembra de 100 pL. Se realizd siembra en superficie de un inéculo de 108
ufcmL™ para bacterias y de 10" esporasmL™ para hongos filamentosos en
suero fisiologico o Tween respectivamente. Se utilizd agar nutriente para

bacterias y agar extracto de malta para hongos como medios de cultivo.
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Concentracion

Fungicida p
(MgmL™)
Anfotericina B 20
Ketoconazol 20
Kresoxim 200
metil 20
100
Lufenuron
20
Nistatina 20
125
Propiconazol
20

Tabla 4.8. Fungicidas evaluados.

- Seleccion del tamafio y tiempo de secado de los discos

Se evalud la cantidad de acetato de etilo minima necesaria para

embeber discos de 5y 12,7 mm de diametro.

Para evaluar el tiempo de secado se utilizaron discos de 5 mm de diametro
embebidos en 20 pL de MeOH y AcOEt. Los solventes utilizados fueron
evaporados (corriente de aire) durante 2 y 24 horas. Se realizé siembra en
superficie de un indculo de 102 ufemL™ para bacterias y de 10" esporasmL”
para hongos filamentosos en suero fisioldgico o Tween respectivamente. Se

utilizé agar nutriente para bacterias y agar extracto de malta para hongos como

medios de cultivo.
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Técnica optimizada

Un medio de cultivo elegido adecuadamente y fundido es inoculado con
la bacteria o el hongo de interés, y luego se coloca sobre su superficie discos
embebidos con los extractos. Una vez incubado en las condiciones requeridas,
si no es posible la deteccion directa, se tie con reactivos reveladores de
actividad deshidrogenasa mitocondrial. Se observan halos de inhibicion no

cuantitativos.

- Embeber los extractos en discos de papel de filtro de 5 mm de diametro.
Eliminar los solventes utilizados por evaporacién (corriente de aire) durante dos
horas. En caso de utilizar P. expansum como microorganismo blanco el tiempo
de secado es de 24 horas. Incluir controles negativos (solventes) y positivo
(gentamicina 20 pgmL'1 para bacterias y propiconazol 125 pgmL'1 para
hongos).

- Preparar un indculo de 10® ufcmL™ para bacterias o de 10" esporasmL™ para
hongos filamentosos en suero fisiologico o Tween respectivamente.

- Fundir 50 mL de medio de cultivo (agar nutriente para bacterias y agar

extracto de malta para hongos) y volcar una porcién en una placa de Petri.

Inocular en superficie el microorganismo de interés en el medio de cultivo.

- Colocar los discos en la superficie del medio inoculado.

Incubar hasta observar desarrollo (35 + 2 °C, 48 hs. para bacterias y 28 £ 2

°C, 48 hs. para hongos).

- En caso de utilizar X. vesicatoria como microorganismo blanco, para mejorar
la observacién y reducir el tiempo de espera puede tefiirse la placa con
reveladores de actividad deshidrogenasa mitocondrial. Se preparan soluciones
en agua estéril de concentracion aproximada 1-2 mgmL'1 de cualquiera de las
sales de tetrazolio (violeta de p-iodonitrotetrazolio (INT) o cloruro de 2,3,5-
difeniltetrazolio (TTZ)). Puede ser necesario colocar nuevamente la placa en

estufa un corto tiempo después de la tincion.
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4.14. Determinacion de Concentraciéon Inhibitoria Minima.

La concentracién inhibitoria minima (MIC) fue determinada por diluciones
seriadas de los extractos y compuestos activos segun el micrométodo de Eloff
(1998) de acuerdo a Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012).

- Preparar un inéculo de 10® ufcmL™" para bacterias o de 10" esporasmL™ para
hongos filamentosos en suero fisiolégico (NaCl 0,9%) o Tween (Tween 80
0,1%) respectivamente.

- Disolver los extractos en DMSO para obtener una concentracion final de 50
mgmL" o 10 mgmL' segun corresponda, para compuestos puros la
concentracion final debera ser de 2 mgmL™” (solucién stock).

- Dispensar 20 pyL de la solucion stock y 180 uL de caldo Mueller Hinton
(Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) en el primer pocillo de una microplaca. Ensayar

todas las muestras por duplicado.

- Dispensar 100 pL de de caldo Mueller Hinton en los siguientes siete pocillos.
- Dispensar 100 uyL del primer pocillo en el segundo pocillo y asi

sucesivamente hasta el noveno pocillo.

- Dispensar 80 pL de de caldo Mueller Hinton y 20 yL de in6culo en los nueve
pocillos.

- Cada siguiente pocillo contiene 100 pL de la dilucion del pocillo anterior, 80
ML de caldo Mueller Hinton y 20 yL de in6culo. Las concentraciones de los
extractos en los pocillos van desde 2500,0 uygmL™" a 9,8 pgmL™ 0 500,0 ugmL™
a9 pgmL'1 segun corresponda. Para compuestos puros, las concentraciones
en los pocilos van desde 100,0 pgmL' a 04 pgmL’.
- Ensayar una solucion de DMSO (0,05 %, v/v) en caldo Mueller Hinton como
control de esterilidad y una solucion de DMSO (0,05 %, v/v) en caldo Mueller
Hinton inoculada con 20 puyL de indéculo como control positivo.
- Ensayar una solucion de DMSO (0,05 %, v/v) en caldo Mueller Hinton con 60
uL de antibiético (gentamicina 500 ugmL™" para bacterias y propiconazol 250
ugmL™" para hongos) inoculada con 20 pL de indculo como primer control

negativo.
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- Ensayar una solucion de DMSO (0,05 %, v/v) en caldo Mueller Hinton con 80
uL de antibidtico (gentamicina 500 ugmL™" para bacterias y propiconazol 250
ugmL™" para hongos) inoculada con 20 pL de indculo como primer control
negativo.

- Incubar la microplaca a 35 + 2 °C durante 24 hs. para bacterias (48 hs. para
X. vesicatoria) y a 28 + 2 °C durante 48 hs. para hongos.
- Observar desarrollo mediante inspeccion visual. En caso de utilizar bacterias
como microorganismo blanco, agregar 40 uL de una solucién de violeta de p-
iodonitrotetrazolio (INT) al 0.1 % en cada pocillo e incubar durante 1-2 hs..
- Previo a la lectura de los resultados deben observarse los Controles:
ausencia de desarrollo en control de esterilidad y controles negativos,
presencia de desarrollo en control positivo.
- Determinar la Concentracién inhibitoria minima como Ila minima

concentracion en la que no se observa color rojo y/o desarrollo.

4.15. Aislamiento de compuestos con actividad antimicrobiana de

Laetiporus sulphureus CCMG 247.

53,9 mg de extracto de caldo de cultivo acidificado fueron separados en
dos fracciones y cada fraccion fue sometida a extraccion en fase sélida (SPE)
en un cartucho de 1000 mg de silica modificada con grupo octadecilo como
adsorbente Bakerbond™ SPE Octadecyl (C18) (Mallinckrodt Backer,
Phillipsburg, EE. UU.). El cartucho fue acondicionado con 3 volumenes de
MeOH previo a la carga del extracto en MeOH. Posteriormente se lava el
cartucho con 2 volumenes de MeOH y se eluye con dos volumenes de acetona
y dos volumenes de AcOEt. Las fracciones fueron posteriormente analizadas

mediante TLC y bioautografia.

Las fracciones metandlicas fueron reunidas y el extracto resultante fue
sometido a cromatografia en capa fina preparativa en una placa de TLC de
silica gel Polygram® SIL G/UVys4, 0,20 mm (Macherey-Nagel, Duren, Alemania)

y desarrollada con CH,Cl,/MeOH 95:5. La region de retencion cromatografica
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correspondiente a Rf = 0,40 fue eluida con MeOH obteniéndose el compuesto
0.

4.16. Aislamiento de compuestos con actividad antimicrobiana de

Gymnopilus junonius.

Cinco kilogramos de cuerpos de fructificaciéon frescos de Gymnopilus
junonius fueron extraidos por maceracién con 12 L de acetona durante 33 dias
en la oscuridad y a temperatura ambiente. Luego de la evaporacion a presion
reducida del solvente, se realizé la particion del extracto acuoso resultante con
AcOEt (600 mL x 3). La capa organica fue separada y evaporada a presion

reducida para dar un residuo marron (8,6 g).

El extracto fue sometido a cromatografia liquida al vacio (VLC) en una columna
de 120 g de Silica gel 60 (230-400 mesh ASTM, Macherey-Nagel, Duren,
Alemania) usando elucion en gradiente con CHCl/MeOH para dar 8
fracciones (A, CH.Cl,, 116 mg; B, CH,Cl,/MeOH 90:10, ND; C, CH,CIl,/MeOH
90:10, 126 mg; D, CH.Cl,/MeOH 85:15, 583 mg; E, CH,Cl,/MeOH 85:15, 510
mg; F, CH,Cl,/MeOH 80:20, 99 mg; G, CH,Cl,/MeOH 80:20, 145 mg; H, MeOH,
495 mg). Las fracciones fueron posteriormente analizadas mediante TLC y
bioautografia.

Las fracciones mas activas (C, D y E) fueron reunidas y el extracto resultante
fue sometido a cromatografia liquida al vacio (VLC) en una columna de 120 g
de Silica gel 60 (230-400 mesh ASTM, Macherey-Nagel, Duren, Alemania)
usando eluciéon en gradiente con CH,Cl,/MeOH para dar 15 fracciones (|,
CH.Cl/MeOH 95:5, 6 mg; J, CH,CIlo/MeOH 95:5, 11 mg; K, CH,Clo/MeOH 95:5,
13 mg; L, CH2Cl,/MeOH 92,5:7,5, 158 mg; M, CH,Cl,/MeOH 92,5:7,5, 146 mg;
N, CH.Cl/MeOH 90:10, 127 mg; O, CHyCl/MeOH 90:10, 150 mg; P,
CH.Cl,/MeOH 85:15, 85 mg; Q, CH,Cl,/MeOH 85:15, 111 mg; R, CH,Cl,/MeOH
80:20, 29 mg; S, CH,CI,/MeOH 80:20, 16 mg; T, CH,Cl,/MeOH 70:30, 25 mg;
U, CH.Clp/MeOH 70:30, 16 mg; V, CH.Cly/MeOH 50:50, 13 mg; W,
CH,CI2/MeOH 50:50, 10 mg). Las fracciones fueron posteriormente analizadas

mediante TLC y bioautografia.
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Las fracciones mas activas (P, Q y R) fueron reunidas y el extracto resultante
fue sometido a cromatografia en columna en una columna de 17 g de Silica gel
60 (70-230 mesh ASTM, Merck, Darmstadt, Alemania) usando elucién en
gradiente con CH,Cl,/MeOH para dar 106 fracciones. Las fracciones fueron

posteriormente analizadas mediante TLC y bioautografia.

Las fracciones 6 a 16 fueron reunidas y el extracto resultante fue sometido a
cromatografia en capa fina preparativa en una placa de TLC de silica gel
Polygram® SIL G/UVa2s4, 0,20 mm (Macherey-Nagel, Diren, Alemania) y
desarrollada con CHCIl,/MeOH 90:10. La region de retencidn cromatografica
correspondiente a Rf = 0,57 fue eluida con MeOH obteniéndose el compuesto
1.

Las fracciones 17 a 42 fueron reunidas y el extracto resultante fue sometido a
cromatografia en capa fina preparativa en una placa de TLC de silica gel
Polygram® SIL G/UVa2s4, 0,20 mm (Macherey-Nagel, Duren, Alemania) y
desarrollada con CHyClo/MeOH 90:10. Las regiones de retencion
cromatografica correspondientes a Rf = 0,33 y Rf = 0,26 fueron eluidas con

MeOH obteniéndose los compuestos 2 y 3 respectivamente.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

5.1. Conclusiones.

Durante el transcurso de este trabajo de investigacion se ha ratificado
que los hongos, al igual que las plantas, tienen un gran potencial para la
produccion de metabolitos bioactivos utiles y son un recurso prolifico para la
obtencion de nuevos antimicrobianos. En el caso de los basidiomicetes nativos
esta afirmacion se ve sustentada por los resultados obtenidos ya que extractos
pertenecientes a diecisiete de las diecinueve cepas fungicas estudiadas

presentaron actividad frente a alguno de los patégenos evaluados.

El espectro de las actividades farmacoldgicas detectadas de los hongos es muy
amplio. Dependiendo del conocimiento cada vez mayor sobre la quimica, la
biotecnologia y la biologia molecular de los hongos, asi como una mejora de
los métodos de cribado (cribado de alto rendimiento, gendmica y protedmica),
se puede esperar un rapido aumento en la aplicacion de hongos con fines
medicinales (Lindequist, 2005). En el presente trabajo se evaluo la actividad de
extractos obtenidos a partir de cultivos y cuerpos de fructificacion fungicos
frente a microorganismos usuales en los programas de screening de patogenos
humanos asi como microorganimos fitopatdégenos presentes en los cultivos

mas importantes del pais obteniéndose resultados promisorios.

Uno de los tantos prerequisitos para el uso de un extracto o compuesto como
droga, nutracéutico u otro propdsito es la produccion continua de hongos
(cultivos fungicos o cuerpos de fructificacidn) en cantidades altas y en una
calidad estandarizada. Las cepas fungicas evaluadas presentaron un infimo
rendimiento a nivel de extracto a pesar de haberse optimizado mediante la
aproximacion cultivo-dependiente de la estrategia OSMAC las condiciones de

cultivo para la cepa mas prometedora.
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Considerando que el camino inicialmente trazado, del cultivo fungico al
compuesto bioactivo, no dio los resultados esperados se continud trabajando

en el camino inverso.

Tres compuestos aislados a partir de cuerpos de fructificacion de Gymnopilus
junionus, cuya estructura quimica se elucidé y con actividad antimicrobiana
frente a patdégenos humanos y vegetales, fueron utilizados como punto de
partida. A través de la aproximacion epigenética de la estrategia OSMAC se
logré modificar las vias cripticas del microorganismo viéndose esto reflejado en

el aumento del tipo de compuestos formados.
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ANEXO |

MEDIOS DE CULTIVO

Agar Mueller Hinton I

Agar Mueller Hinton Il (BBL) 3849
Agua destilada c.s.p. 1L

Agar tripticasa de soja

Agar tripticasa de soja (Bacto) 4049
Agua destilada c.s.p. 1L

Agar Extracto de Malta

Extracto de malta (BD) 1,259
Agar (BD) 2,009
Agua destilada c.s.p. 1L

Agar Papa Dextrosa (PDA)

Agar Papa Dextrosa (PDA) (Merck) 394¢
Agua destilada c.s.p. 1L

Agar Nutriente

Agar nutriente (BD) 2349
Agua destilada c.s.p. 1L
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Caldo Mueller Hinton

Caldo Mueller Hinton (Oxoid) 2149
Agua destilada c.s.p. 1L

Caldo Extracto de Malta (CM)

Extracto de malta (BD) 1,25¢g
Agua destilada c.s.p. 1L

Extracto de levadura con suplemento (YES)

Extracto de levadura (Oxoid) 249
Sacarosa (BD) 15¢
Agua destilada c.s.p. 1L
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Al. 'H 5-hidroxi-7-p-hidroxifenil-3-ceto-4Z,6E-heptadienoato de metilo.
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A2. 'H 5-hidroxi-7-p-hidroxifenil-3-ceto-4Z,6E-heptadienoato de metilo (ampliacion).
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A3. '3C 5-hidroxi-7-p-hidroxifenil-3-ceto-4Z,6E-heptadienoato de metilo.
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A4. 3C 5-hidroxi-7-p-hidroxifenil-3-ceto-4Z,6E-heptadienoato de metilo (ampliacién).
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A5. *C 5-hidroxi-7-p-hidroxifenil-3-ceto-4Z,6 E-heptadienoato de metilo (PENDANT).
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A6. 'H-'H COSY 5-hidroxi-7-p-hidroxifenil-3-ceto-4Z,6E-heptadienoato de metilo.
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A7. *H-'H COSY 5-hidroxi-7-p-hidroxifenil-3-ceto-4Z,6 E-heptadienoato de metilo (ampliacion).
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A8. 'H-'*C HSQC 5-hidroxi-7-p-hidroxifenil-3-ceto-4Z,6E-heptadienoato de metilo.
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A9. HMBC 5-hidroxi-7-p-hidroxifenil-3-ceto-4Z,6E-heptadienoato de metilo.
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A10. HMBC 5-hidroxi-7-p-hidroxifenil-3-ceto-4Z,6 E-heptadienoato de metilo (ampliacion).
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All. HMBC 5-hidroxi-7-p-hidroxifenil-3-ceto-4Z,6E-heptadienoato de metilo (ampliacién).
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Al12. ESI-HRMS 5-hidroxi-7-p-hidroxifenil-3-ceto-4Z,6 E-heptadienoato de metilo.
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A13. Correlaciones mas importantes 5-hidroxi-7-p-hidroxifenil-3-ceto-
47 ,6E-heptadienoato de metilo.
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Al4. H bisnoryangonina.
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A15. H bisnoryangonina (ampliacién).
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A16. '3C bisnoryangonina.
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A17. 3C bisnoryangonina (PENDANT).
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A18. 'H-'H COSY bisnoryangonina.
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A19. H-*C HSQC bisnoryangonina.
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A20. HMBC bisnoryangonina.
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A21. ESI-HRMS bisnoryangonina.

Intens. M2_G5.d: +M5, 0.1-1.5min #4-83
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A22. Correlaciones mas importantesl_k?isnoryangonina.
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A23. 'H 4,6-decadien-1,3,8-triol.

sh.acetilenos M3.1.fid
Stephanie G spac M3 700
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A24. 'H 4,6-decadien-1,3,8-triol (ampliacion).

sh.acetilenos M3.1.fid
Stephanie G spec M3
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A25. 'H 4,6-decadien-1,3,8-triol (ampliacion).

sh.acetilenos M3.1.fid
Stephanie G spec M3
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A26. *C 4,6-decadien-1,3,8-triol.

ch.acetilenos M3.5.fid
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A27. H-'H COSY 4,6-decadien-1,3,8-triol.

-1.0
~1.5
-2.0

(wdd) T4

-2.5
3.0

-4.0
~4.5

-53.0

~3.5

-0.0

T o
aEWfﬂ ©goccsecs
=
B ITY - P
, = G -
e -
=

P ma- ®.e. 000900800000 E DBOBCDBLOIOTSan 5 =rE =
! ! | . | =

A i

& |
8
& -:38 83 85
=
]
BE oqe R gs-
i
2 £
O
o2 Tooroco

=

=]

.n.n

—F3.5

JS-&J@.F. %.ga ="

-2e-

==

- =
S ordioP.Loofoooododtd O 00006008DE [

=

@ -

| = 4@ % |
EEPRIT S - RV AL P

=

.n.ﬂ

unufHIMu_ @'

ad

&

_os0aof ﬂiw.vnu- fa

L)

1

:

b

L

-

1.6 14 1.2 1.0 0.8 06 04 0.2

1.8

4.4 42 4.0 38 3.6 3.4 32 30 28 26 2.4 2.2 2.0
f2 (ppm)

4.6

4.8



A28. H-1*C HSQC 4,6-decadien-1,3,8-triol.

5b.15018.3.5er ' ol "
Stephanie G spec M3 HSQC. : Kg{\ |
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A29. HMBC 4,6-decadien-1,3,8-triol.

sh.acetilenos M3.4.ser
Stephanie G spec M3 HMBC
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A30. ESI-HRMS 4,6-decadien-1,3,8-triol.

compuesto 3_1 #3046-3491 RT: 9.37-9.87 AV: 338 NL: 9.54E6
F: ITMS - ¢ ESI Full ms [50.00-300.00]
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A31. Correlaciones mas importantes 4,6-decadien-1,3,8-triol.
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