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RESUMEN.

En la presente tesis se describe el estudio fitoquimico, de hongos encontrados en nuestro
pais, y que se encuentra directamente relacionado con el aislamiento, caracterizacion,
derivatizacion de metabolitos secundarios esteroidales a compuestos hibridos tipo ergosta-[2,3;b]-
1 H-indol como moléculas bioactivas con potenciales propiedades antimicrobianas sobre bacterias

Gram-positivas y Gram-negativas.

A partir de la presente, se obtuvieron tres series de compuestos, donde las primeras dos
familias corresponden a esteroides del tipo ergostano y derivados de este funcionalizados como
cetonas en el carbono 3, mientras que la tltima corresponde a la generacion de hibridos del tipo
ergosta-[2,3;h]-1H-indol. El aislamiento y caracterizacion, desde los extractos de Cortinarius
magellanicus y Suillus granulatus, posibilitd la identificacion de tres grupos de compuestos:
sacaridos, meroterpenoides y esteroles del tipo ergostano. Siendo ergosterol, ergosta-5,7,22-trien-
3B-ol, el metabolito secundario mayoritario, se procedid a generar una ruta sintética capaz de
generar moléculas que contengan, en su estructura, la seccion esteroidal como el fragmento 1H-
indol. La primera serie contempla la utilizacion de agentes oxidantes suaves para la derivatizacion
de ergosta-5,7,22-trien-33-0l a sus respectivas ergosta-3-ona mediante la utilizacion de
clorocromato de piridinio. Del proceso se obtuvieron cinco derivados esteroidales: Ergosta-5,22-
dien-3-ona, ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-ona, A-Norergosta-2,5,7,22-tetraen-2-carbaldehido,
Sa-hidroxi-ergosta-7,22-dien-3,6-diona y ergosta-4,7,22-dien-3,6-diona, de los cuales, A-
Norergosta-2,5,7,22-tetraen-2-carbaldehido no ha sido aislado previamente. A partir del compuesto
hemisintetizado con mayor rendimiento, Sa-hidroxi-ergosta-7,22-dien-3,6-diona, se procedid a
generar derivados utilizando, como condiciones de reaccion, catélisis acida alcohdlica variando la

cadena de los alcoholes. A través de ello, fue posible la formacion de dos nuevos compuestos semi-
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sintéticos: 6-metoxi-ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-ona y 6-etoxi-ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-
ona. La derivatizacion de estos esteroles, a su estructura fundamental ergosta-3-ona, posibilit6 la
construccion de la unidad heterociclica 1H-indol utilizando la reaccién de Fischer a partir de
fenilhidrazinas C4 sustituidas. Esta derivatizacion genero tres nuevos compuestos semisintéticos:
ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-[2,3;b]-1H-indol,  ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-[2,3;b]-5-ciano-1H-

indol y ergosta-4,6,8(14),22-tetraen- [2,3;b]-5-bromo-1H-indol.

La generacion de estos andlogos semi-naturales posibilito la realizacion de ensayos in vitro
que relacionaron la susceptibilidad o resistencia antimicrobiana, sobre bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas. De la primeria serie, ergosta-5,22-dien-3-ona present6 el mayor halo de inhibicion
promedio, en un rango de 13,33 + 0,58 mm, frente a las otras ergosta-3-onas. Esta diferencia se
atribuy¢ a la rigidez que presentan los anillos A-B de estos tltimos compuestos, que en ergosta-
5,22-dien-3-ona no se observa. La selectividad observada, sobre bacterias Gram-positivas, se
explica por la naturaleza de la pared celular que presentan dichos organismos, y que, debido a la
naturaleza anfipatica de las ergosta-3-onas, genera un incremento en la actividad antimicrobiana
respecto a la nula actividad que se ha descrito para ergosterol. La introduccion de grupos dadores
de electrones, en el anillo B, posibilitd que 6-metoxi-ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-ona y 6-etoxi-
ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-ona ampliaran su rango de accion, es decir, actuar sobre bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas, con valores de inhibicion superiores que los analogos de la
primera serie. Respecto a esto tltimo, siendo 6-etoxi-ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-ona el andlogo
que mostrd el mayor halo de inhibicion, la evaluacion de la concentracion inhibitoria minima de
frente a Staphylococcus aureus y Streptococcus mutans arroj6 valores de 200 y 160 pg/mL
respectivamente. Estos valores representan una concentracion inhibitoria minima 4 a 5 veces

menores que el informado para ergosterol, el cual, no tuvo efecto con las bacterias ensayadas a una
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concentracion de 300 pug/mL. Esta diferencia muestra un mayor efecto anfipatico respecto al
metabolito secundario precursor. Para los hibridos, se obtuvieron valores de halo de inhibicion
entre un 30 a un 75% mayores sobre lo percibido a su precursor ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-

ona. Al igual que la serie uno, solo fueron selectivos sobre bacterias Gram-positivas.

En términos generales, el incremento de la inhibicion bacteriana, sobre los analogos de
ergosterol, depende principalmente de la posicidon que adquieren los sustituyentes sobre el anillo A
y B. La introduccién del grupo 1H-indol en C2-C3, la construccién de enoleteres en C6 y la
variacion en el nimero de alquenos en C4-C6-C8(C14), en los anillos A y B, posibilitd el

incremento de la magnitud del halo de inhibicion observada respecto a ergosterol como precursor.
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SUMMARY.

This thesis describes the phytochemical study of fungi found in our country and which is
directly related to the isolation, characterization, derivatization of steroidal secondary metabolites
to ergosta-type hybrid compounds like ergosta-[2,3;b]-1H-indole such as bioactive molecules with
potential antimicrobial properties on Gram-positive and Gram-negative bacteria.

From the present, three series of compounds were obtained, where the first two families correspond
to steroids of the ergostane type and derivatives thereof functionalized as ketones in C3, while the
last one corresponds to the generation of hybrids of the ergosta-[2,3;b]-1H-indole type. The
isolation and characterization, from the extracts of Cortinarius magellanicus and Suillus
granulatus, allowed the identification of three groups of compounds: saccharides, meroterpenoids
and sterols of the ergostane type. Being ergosterol, ergosta-5,7,22-trien-33-o0l, the major secondary
metabolite, we proceeded to generate a synthetic route capable of generating molecules that
contain, in their structure, the steroid section as the 1H-indole fragment. The first series
contemplates the use of mild oxidizing agents, for the derivatization of ergosta-5,7,22-trien-33-ol
to their respective ergosta-3-one, through the use of pyridinium chlorochromate. Five steroidal
derivatives were obtained from the process: ergosta-5,22-dien-3-one (OX 1), ergosta-4,6,8(14),22-
tetraen-3-one (OX 2), A-norergosta-2,5,7,22-tetraen-2-carbaldehyde (OX 3), Sa-hydroxy-ergosta-
7,22-dien-3,6-dione (OX 4) and ergosta-4,7,22-dien-3,6-dione (OX 5), of which 4-Norergosta-
2,5,7,22-tetraen-2-carbaldehyde has not been previously isolated. From the highest yielding
hemisynthesized compound, So-hydroxy-ergosta-7,22-diene-3,6-dione, some compounds were
generated using, as reaction conditions, alcoholic acid catalysis varying the chain of alcohols. In
this sense, the formation of two new semi-synthetic compounds was possible: 6-methoxy-ergosta-

4,6,8(14),22-tetraen-3-one (OX 6) and 6-ethoxy-ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-one (OX 7). The
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derivatization of these sterols, to their ergosta-3-one fundamental structure, made possible the
construction of the 1H-indole heterocyclic unit using the Fischer synthesis from substituted C4
phenylhydrazines hydrochlorides. This derivatization generated three new semi-synthetic
compounds: ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-[2,3;h]-1H-indole (In 1), ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-
[2,3;b]-5-cyano-1H-indole (In 2) and ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-[2,3;b]-5-bromo-1H-indole (In
3).

The generation of these semi-natural analogues made possible to carry in vitro tests, which
are related susceptibility or antimicrobial resistance of Gram-positive and Gram-negative bacteria.
From the first series, ergosta-5,22-dien-3-one presented the highest average inhibition halo, in a
range of 13.33 + 0.58 mm, compared to other ergosta-3-ones. This difference was attributed to the
rigidity of the A-B rings of these compounds, which is not observed in ergosta-5,22-dien-3-one.
The selectivity observed, on Gram-positive bacteria, was explained by the nature of the cell wall
that these organisms present, and that due to the amphipathic nature of ergosta-3-ones, it generates
an increase in antimicrobial activity with respect to ergosterol, which have no activity in these
conditions. The introduction of electron donor groups in the B ring allowed to 6-methoxy-ergosta-
4,6,8(14),22-tetraen-3-one, and 6-ethoxy-ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-one to expand its range of
action, that is, to act on Gram-positive and Gram-negative bacteria, with higher MIC values than
the analogues of the former Serie. Additionally, being 6-ethoxy-ergosta-4,6,8 (14), 22-tetraen-3-
one the analog that showed the highest inhibition halo, the evaluation of the minimum inhibitory
concentration against Staphylococcus aureus and Streptococcus mutans yielded values of 200 and
160 pg/mL, respectively. These values represent a minimum inhibitory concentration 4 to 5 times
lower than that reported for ergosterol, which did not affect the bacteria tested at a concentration

of 300 pg/mL. For hybrids, the inhibition values obtained were 30 to 75 percent higher than the
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precursor ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-one. Like series one, they were only selective on Gram-
positive bacteria.

In general terms, the increase of the bacterial inhibition of ergosterol analogues depends
mainly on the position that substituents acquire on ring A and B. The introduction of the 1 H-indole
group into C2-C3, the construction of enol- ethers in C6 and the variation in the number of alkenes
in C4-C6-C8(C14), made possible the increase of the magnitude of the inhibition halo respect to

ergosterol as a precursor.
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1 Introduccion.

La investigacion de productos naturales (PN) provenientes de plantas, animales y
microorganismos terrestres ha resultado en el descubrimiento de numerosos compuestos organicos
que pueden aplicarse como agroquimicos, pigmentos, fragancias y productos farmacéuticos. La
generacion de estas sustancias organicas naturales las lleva a cabo el organismo vivo a través de
distintas reacciones enzimaticas que se enfocan en la supervivencia del huésped por medio de la
generacion de metabolitos primarios (MP) y secundario (MS) por medio de una ruta biosintética
denominada metabolismo primario y secundario. El estudio quimico de MS ha posibilitado la
identificacion de los componentes provenientes de fuentes naturales y que se encuentran
directamente relacionado con una potencial actividad farmacologica. En este ultimo campo,
algunos de los medicamentos utilizados en el mercado farmacéutico se han generado a partir de
PN y de compuestos derivados de estos .

La exploracion de los MS se remonta a tiempos antiguos, donde principalmente se relaciona
la busqueda con el uso tradicional de PN como medicinas y toxinas naturales, y que se han utilizado
durante miles de afios donde jugaron un papel vital en la lucha contra variadas enfermedades que
afectaron un amplio rango de culturas y continentes 2.

En términos de su fuente, los MS se han descubierto en organismos terrestres,
principalmente en plantas y animales. Durante el 377 al 460 ac., Hipocrates dejo registros historicos
de algunos tratamientos para aliviar el dolor que incluyeron el uso de polvo de la corteza y las hojas
del sauce para ayudar a sanar dolores de cabeza, dolores de otro tipo y fiebre. Con el descubrimiento
del analgésico salicina, a partir del extracto de sauce, en 1828 por Johann Buchner y el desarrollo
de aspirina en 1899, la investigacion de productos naturales entré en una nueva era a nivel
molecular. Después del descubrimiento exitoso de la penicilina por Alexander Fleming en 1928 y

los acontecimientos que siguieron marcaron otro hito en la historia de los productos naturales,
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revitalizando el desarrollo de nuevas drogas y abriendo un nuevo capitulo en el descubrimiento de
nuevos farmacos a partir del uso de microorganismos. Luego del exitoso descubrimiento de la
penicilina, las compafiias farmacéuticas establecieron grandes colecciones de cultivos de
microorganismos con el fin de promover tanto la investigacion como el desarrollo de nuevos
microbianos. Principalmente, este desarrollo repercutio en el descubrimiento de nuevas MS con
potencial actividad a partir de PN, donde se obtuvo algunos derivados tal como se mencion¢ la
aspirina, a partir de la salicina, la digitoxina aislada desde Digitalis purpurea, la morfina aislada
desde Papaver somniferum, quinina aislada desde Cinchona ledgeriana con su contraparte semi-
sintética cloroquina usada como tratamiento de COVID-19, pilocarpina aislada desde plantas del
género Pilocarpus, como también algunos derivados antimicrobianos como la eritromicina,
estreptomicina, cloranfenicol, clortetraciclina, cefalosporina C y vancomicina. Todos los
medicamentos descritos anteriormente, ya sea ellos mismos o sus derivados, todavia se usan
ampliamente en la actualidad.

El descubrimiento de PN, que posean un potencial uso como farmacos, es una busqueda
compleja e interdisciplinaria que involucra la quimica, farmacologia y las ciencias clinicas que ha
beneficiado enormemente a la humanidad en los Gltimos 100 afios. Aunque el descubrimiento de
farmacos ha sido tradicionalmente un proceso dificil y costoso, la cantidad de dinero que se invierte
actualmente en [+D, como en el desarrollo clinico, se ha acrecentado mientras que la produccion

de medicamentos recientemente lanzados ha disminuido.
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Figura 1. Aspirina (A), digitoxina (B), morfina (C), quinina (D), pilocarpina (E), eritromicina (F), estreptomicina (G), cloranfenicol

(H), clortetraciclina (I) y cefalosporina (J) como compuestos bioactivos aislados desde distintas fuentes naturales.
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1.1 Organismos como fuente de compuestos bioactivos.

La obtencion de productos naturales estd asociada a variadas fuentes, de las cuales,
consideran organismos asociados a plantas, animales, bacteria, algas y hongos. Para estos ultimos,
y que son de importancia en esta tesis doctoral, la asociacion esta compuestos por células eucariotas
que presentan un nucleo diferenciado y que se encuentra protegido por una membrana compuesta
por quitina en vez de celulosa. Son heterotrofos, ya que no pueden producir moléculas esenciales
por lo que su alimentacion ocurre por un proceso de absorcion de compuestos organicos, tal como
las plantas. Los hongos se puede agrupar en cinco divisiones: Basidiomicetos (division
Basidiomycota), = Ascomicetos  (division  Ascomycota), = Glomeromicetos  (division
Glomeromycota), Zigomicetos (division Zygomycota) y Quitridiomicetos (division
Chytridiomycota) 3. Segln su ecologia, se pueden clasificar en cuatro grupos: saprofitos,
liquenizados, micorrizogenos y pardsitos. Estos organismos poseen un rol importante en el ciclo
de nutrientes de un ecosistema y presentan una reproduccion del tipo sexual como asexual. Los
hongos se pueden presentar bajo dos formas principales: hongos filamentosos o levaduriformes.
Los primeros estdn compuestos por dos porciones, una reproductiva y otra vegetativa. La parte
vegetativa, que es haploide y generalmente no presenta coloracion, estd compuesta por filamentos
llamados hifas, usualmente microscopicas. Un conjunto de hifas conforma el micelio, que es
usualmente visible. Los hongos levaduriformes, o simplemente levaduras, son siempre unicelulares
de forma casi esférica y donde no existe una distincion entre el cuerpo vegetativo y reproductivo .
En términos de los objetivos de esta tesis doctoral, nos centraremos en los organismos clasificados
como basidiomicetos. Esta division o filo incluye hongos que producen basidios con basidiosporas.
Esto representa a hongos macroscopicos como son las clasicas setas, representadas en hongos
comestibles, toxicos, alucindgenos y fitopatogenos. En la figura 2 se observa las distintas partes

que componen un hongo filamentoso °.
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Figura 2. Secciones principales que componen un hongo filamentoso.

En términos de biodiversidad, se estima que existen al menos 1.5 millones de hongos
distintos donde solo se han identificado cerca de 75.000 especies a la fecha. Debido a esta

diversidad, se ha atribuido a los hongos variados roles, de los cuales se resumen en la figura 3.
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Figura 3. Beneficios y efectos desfavorables que poseen los hongos °.
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1.2 Caracteristicas fisicas de los hongos estudiados.

El estudio de la obtencién de MS provenientes de hongos terrestres involucré a dos familias:
Cortinariaceae y Suillaceae. Desde estas familias se estudiaron dos macrohongos que comparten
caracteristicas del tipo basidiomicetos, y que sus caracteristicas macroscopicas como

microscopicas se detallaran a continuacion.

1.2.1 Cortinarius magellanicus Speg.

Este basidiomiceto posee un sombrero que ronda los 30 a 70 mm de didmetro, donde este
presenta una textura mucilaginosa tal como se observa en la figura 4. El sombrero presenta una
coloracion caracteristica lila violacea, cuando es un organismo joven, mientras cambia a tonos
ocraceos al envejecer. Posee lamelas ocraceas y un pie de 60-120 x 5-9 mm. Microscopicamente,
posee esporas pardas que poseen un tamano que ronda los 9-11 x 5-6 um y que van de forma ovada
a elipsoide. Este organismo se distribuye de forma nativa en Nueva Zelanda, Argentina y Chile,
siendo en nuestro pais, su distribucion principal al sur, especificamente, Region del Maule, Region
del Biobio, Region de la Araucania, Region de Los Rios, Region de Los Lagos, Region Aisén del

General Carlos Ibafiez del Campo y Region de Magallanes °.

1.2.2 Suillus granulatus Roussel.

Estos hongos filamentosos poseen un pileo de 49-150 mm de didmetro, de color castafio
rojizo cuando es un espécimen joven mientras se torna pardo amarillento al envejecer. Posee un
pie de 40—-80 x 8-18 mm, de coloracion amarilla como se observa en la figura 4. Este atributo lo
diferencia de otras especies pertenecientes al género Suillus, que generalmente son mas oscuros.
Sus esporas son de 6-8 x 2,5-3,5 um, pardas amarillas y elipticas lisas. Estos hongos se ubican en

suelo de bosque de Pinus sp., donde forman micorrizas con dichos arboles. Esta es una especie
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cosmopolita que se encuentra en Chile desde la zona centro hasta la zona austral. Sus

fructificaciones se pueden encontrar en la época de otofio y en principios del invierno ’.

Figura 4. Imégenes del carpéforo de C. magellanicus y S. granulatus.

1.3 Metabolismo involucrado en la generacion de metabolitos secundarios.

Antes de describir los parametros relacionados a la generacion de productos naturales, se
debe definir el termino metabolismo. Este tltimo hace referencia a todas las reacciones quimicas
involucradas en el mantenimiento del estado vivo del organismo que involucra las células. Estas
operaciones de mantenimiento se pueden dividir en dos: catabolismo, que se relaciona con la
ruptura de moléculas para obtener energia, y anabolismo, que relaciona la sintesis de los

compuestos necesarios para el desarrollo celular.
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Figura 5. Curva de crecimiento o fases del crecimiento en hongos ®.
A partir desde este Gltimo concepto, se puede establecer una clasificacion considerando la

naturaleza del compuesto sintetizado y el rol que cumple.

1.3.1 Metabolismo primario.

Los metabolitos primarios son compuestos esenciales para que ocurra el crecimiento. Estos
MP incluyen proteinas, carbohidratos, acidos nucleicos y lipidos. Estos productos primarios deben
sintetizarse si no es posible obtenerlos desde el medio de crecimiento. Por lo general, los
metabolitos primarios estan asociado con la fase de crecimiento inicial rapida del organismo y la
produccion maxima de estos metabolitos ocurre cerca del final de esta fase. Una vez que el hongo
entra en la fase estacionaria de crecimiento estos MP pueden ser metabolizados atin més. Ejemplos
de metabolitos primarios producidos en abundancia son enzimas, grasas, alcohol y acidos
organicos, asi como también otros compuestos de bajo peso molecular. La figura 6 muestra un
esquema general de la biosintesis de los principales MP necesarios para la supervivencia de los

organismos.
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Figura 6. Rutas biosintéticas centrales en hongos °.
1.3.2 Metabolismo secundario.

El término metabolismo secundario se refiere a una amplia gama de reacciones metabdlicas
cuyos productos no estan directamente involucrados en el crecimiento normal. En este sentido, el
metabolismo secundario difiere del metabolismo intermedio. Se han descrito miles de metabolitos
secundarios a partir de hongos y las Uinicas caracteristicas que tienen en comun son las siguientes:
o Tienden a producirse al final de la fase de crecimiento exponencial, en cultivo discontinuo
o cuando el crecimiento esta limitado por el sustrato en un cultivo continuo.

. Se producen a partir de productos metabolicos intermedios comunes, pero por vias
enzimaticas especiales.
o No son esenciales para el crecimiento o el metabolismo normal.

. Su produccion tiende a ser especifica del género, especie e incluso cepa.
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Considerando lo anterior, la variacion estructural de estos MS es el principal interés, ya que
se relaciona directamente con su importancia comercial o ambiental. Por ejemplo, las penicilinas,
aisladas desde Penicillium chrysogenum, las cefalosporinas, estructuralmente similares, aisladas
desde especies Cephalosporium o Acremonium y la griseofulvina aislada desde Penicillium
griseofulvum, son antibidticos producidos comercialmente a partir de hongos. Las melaninas de la
pigmentacion oscura en algunas paredes fingicas también son metabolitos secundarios, como
también son los pigmentos carotenoides en hongos como Neurospora crassa y que ayudan a
prevenir el dafio causado por especies reactivas de oxigeno en sus células. Algunos metabolitos
secundarios son hormonas vegetales, como las giberelinas, y que son utilizadas comercialmente en
la horticultura como también en productos farmacéuticos. En este Gltimo aspecto, la ciclosporina
A se utiliza como supresor del rechazo de d6rganos en cirugias de trasplante. Otros ejemplos
incluyen las micotoxinas, como las aflatoxinas producidas por Aspergillus flavus y A. parasiticus

y los alcaloides ergéticos producidos por Claviceps purpurea y especies relacionadas .

~o

Figura 7. Penicilina (K), cefalosporina (L), griseofulvina (M), acido giberélico (N), y ciclosporina (N)
como MS.

Las propiedades antes sefialadas indican que muchos MS no tienen un rol conocido en la
vida del organismo. Esto plantea la interrogante sobre el verdadero fin de la produccion de
metabolitos secundarios. Una sugerencia plausible es que el proceso del metabolismo secundario

es necesario ¢ independiente de los productos finales. Considerando este punto de vista, el
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metabolismo secundario actia como una valvula de escape o de desbordamiento para eliminar
intermediarios de las rutas metabolicas cuando el crecimiento estd temporalmente restringido. Por
lo tanto, se argumenta que estos productos intermediarios se derivan hacia vias metabolicas
secundarias, cuyos productos se exportan de la célula o se acumulan predominantemente como
compuestos inactivos. Por ejemplo, los antibidticos pueden ser ttiles en la defensa del territorio,
las micotoxinas como antiapetentes animales, la melanina para proteccion contra el dafio
ultravioleta, las hormonas sexuales para atraer parejas y los componentes del sabor u olor de los
hongos atraen insectos que dispersaran sus esporas. Por lo tanto, el rol de los metabolitos
secundarios es variado, son especificos para un grupo de organismos y hay muchos de ellos que

aun no se le ha encontrado una utilidad.

1.4 Rutas biosintéticas involucradas en la generacion de metabolitos secundarios.

En términos generales, se ha abordado los principales mecanismos de produccion de
metabolitos primarios y secundarias en hongos y que se encuentran asociados a distintas rutas
biosintéticas. Para la ruta de los policétidos, que parece no tener otro papel que participar en el
metabolismo secundario, se aprecia que el principal precursor es la acetil-Coenzima A (acetil-
CoA). Esta coenzima, mediante una reaccion de carboxilacion, forma malonil-CoA que
posteriormente, entre tres 0 mas moléculas de malonil-CoA se condensen con una molécula de
acetil-CoA para formar, por ejemplo, acido 3,5,7-trioxooctanoico. Esta cadena se somete
nuevamente a una ciclacion, donde los anillo formados pueden ser modificados para dar una amplia

gama de productos.

0 o o©O o o o

JJ\ e M J\/U\/U\/
H3C SCoA HO SCoA  H,C COOH

Figura 8. Biosintesis general para la generacion de 4cidos orgéanicos por la ruta de policétidos.
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Este tipo de ciclacion incluye la sintesis del antibidtico griseofulvina, las potentes
aflatoxinas, ocratoxinas de varios Penicillium y Aspergillus sp., y el antibidtico patulina desde

Penicillium patulum entre otros '°,

HO [
H Q
=
cl
0 P Q R

Figura 9. Zearalenona (O), aflatoxina G1 (P), ocratoxina A (Q) y patulina (R) como MS producidos

por la ruta de los policétidos.

Otra via metabolica secundaria importante es la ruta isoprenoide, asociada en este caso, en
la sintesis de esteroles. Nuevamente, la acetil-CoA es el precursor inicial y por medio de una
condensacion de tres moléculas forman dcido mevalonico. Este se interconvierte en pirofosfato de
isopentilo (IPP) que, por la posterior condensacion mediante uniones cabeza-cola, puede formar

cadenas de diversas longitudes donde se someten a ciclaciones y modificaciones enzimaticas

adicionales.
0 0 OH
N
_— N .
)J\ —— M )\/\
s 0 OPP OPP
Acetil-CoA Mevalonato-PP IPP

Figura 10. Formacion de pirofosfato de isopentilo (IPP) mediante la formacion de mevalonato-

PP.

Algunos productos de esta via incluyen las micotoxinas de Fusarium sp., que crecen

principalmente en granos humedos, como la toxina T-2 y los tricotecenos.
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Figura 11. Tricotecenos (S) y T-2 (T) aisladas desde Fusarium sp.

Para la ruta del acido shikimico, utilizada normalmente para la produccion de aminoacidos
aromaticos, proporciona algunos precursores de MS con efecto alucindogeno como es el acido
lisérgico, la psilocibina, en los hongos Psilocybe, como también la toxina muscarina en Amanita
muscaria.

Luego de conocer, en términos generales, las principales rutas metabdlicas en hongos, es
necesario enfocarse en la formacion de metabolitos secundarios de especial interés para esta tesis,

como son los esteroles del tipo ergostano entre otros metabolitos aislados.

14.1 Ruta biosintética involucrada en la formacion de esteroles en hongos.

El estudio de la biosintesis de esteroles es un tema activo en investigacion, donde el
principal enfoque contempla a organismos del tipo eucarioticos. En animales, el principal producto
de biosintesis es colesterol, en levaduras y hongos es ergosterol, y en plantas algunos fitoesteroles
como el B-sitosterol . Estos compuestos, esenciales en este tipo de células, aseguran importantes
funciones estructurales y de sefializacion. La membrana plasmatica de células eucariotas contiene
esteroles que son esenciales para la organizaciéon y las funciones de esta estructura. Cada uno de
estos esteroles es el producto final de una ruta biosintética de varios pasos que proviene de una via
inicial comun. En esta via comun, la primera etapa considera la formacion de pirofosfato de

isopentenilo (IPP) a través de la ruta del 4cido mevalénico (MVA), mencionada anteriormente, o
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alternativamente por la via del metileritrol fosfato (MEP/DOXP), a partir del 2-C-metil-D-eritritol
4-fosfato (MEP) y el 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato (DOXP) '°. En la figura 12 se observa la
obtencion de pirofosfato de farnesilo (FPP) a partir de una reaccién enzimdtica. Esto ocurre
mediante una adicion electrofilica en el C1 del A? IPP a partir del A? IPP. Esta unidn cabeza-cola,
que genera un intermediario cationico, se obtiene como producto pirofosfato de geranilo (GPP).
De la misma forma, GPP sufre la pérdida del segmento pirofosfato (PPi) para generar un catién
estabilizado por resonancia. Posteriormente, A* IPP se adiciona electrofilicamente a dicho cation
para obtener pirofosfato de farnesilo (FPP). Los distintos tipos de asociacion estructural IPP, GPP

como FPP produciran variedad de estructuras terpénicas con 5, 10 y 15 4tomos de carbono

respectivamente.
Cabeza Cola
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Figura 12. Reaccion de la preniltransferasa y formacion de pirofosfato de farnesilo (FPP) 1.

En una segunda etapa, se requieren que dos moléculas de FPP reaccionen en similares
condiciones. Una de ellas sufre la pérdida de PPi y donde la adicion al carbocation alilico ocurre
desde el extremo del alqueno de la otra molécula. Esta transformacion se encuentra acompafiada
por la pérdida de un protén y la posterior formacion de pirofosfato de precualeno (PSPP). En

similares condiciones, PSPP pierde el anion PPiy donde el cation ciclopropilcarbinilo experimenta
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la apertura acompafiada una reduccion efectuada por la nicotiamida-adenina dinucleotido fosfato

(NADPH) para formar escualeno.

PPi+H"

WOP P T X"‘“\\Cl 1Hio
OPP PP

/C11H19

FPP

W

PPi

Z C Hyo T CiHy
NADPH H7;\/ o !CI 1Hyg
7 NADP* \é /
nHig 11H1o
11H19

Figura 13. Mecanismo biosintético de formacion de escualeno mediante acoplamiento de FPP 2,
La tercera etapa involucra la epoxidacion del escualeno, que es catalizada por la escualeno
monooxigenasa (SM), con posterior ciclacion para formar lanosterol, catalizada por la

oxidoescualeno ciclasa (OC). Posterior a la biosintesis de lanosterol, son necesarias 20 etapas

adicionales para la formacion de otros derivados esteroidales como es ergosterol.

Escualeno

s
\

Lanosterol

Ergosterol

Figura 14. Etapas biosintéticas para la produccién de ergosterol a partir de escualeno ',
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1.5 Estudios fitoquimicos asociados a los macrohongos estudiados: Metabolitos
secundarios aislados desde la familia Cortinariaceae.

De los diversos estudios que han involucrado la extraccién y purificacion de MS
provenientes de macrohongos de la familia Cortinariaceae, se han caracterizado alcaloides,
antraquinonas y esteroles principalmente. Es por esto que, desde el cuerpo fructifero de Cortinarius
infractus, C. brunneus 'y C. subtortus, se han aislado alcaloides del tipo 1H-indol, B-carbolinas,

quinolinas e isoquinolinas asociadas a las estructuras contenidas en la figura 15 *-17,

puede ser H, OH, CH otros.
Ri,R; ,R; 3,

Figura 15. 1H-indole (U), B-carbolinas (V), quinolinas (W) e isoquinolinas (Y) aisladas desde el
cuerpo fructifero de hongos pertenecientes al género Cortinarus.

Desde Cortinarius vinosipes, C. sinapicolor, entre otros, son los responsables del
aislamiento de derivados del tipo antraquinoide. Los estudios asociados se centran en la
determinacion estructural de mondmeros, dimeros, trimeros y tetrdmeros utilizando resonancia
magnética nuclear apoyada con dicroismo circular vibracional, Rayos X, calculos teoricos, entre

otros 8%,

Figura 16. Antraquinonas monoméricas (X), diméricas (Z) y tetraméricas (AA) aisladas desde

hongos pertenecientes al género Cortinarius.
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Desde distintos cuerpos fructiferos del género Cortinarius, fue posible el aislamiento de
distintos esteroles de esqueleto ergostano. Principalmente, la determinacion estructural de estos

metabolitos secundarios fue resuelta al utilizar métodos espectroscopicos y experimentos

26-28

bidimensionales

HOW

Figura 17. Ergosterol (AB), cerevisterol (AC), peroxido de ergosterol (AD) y ergona (AE) como

MS aislados desde el cuerpo fructifero de algunos Cortinarius.

1.6 Metabolitos secundarios aislados desde la familia Suillaceae y Boletaceae.

Para la familia Boletaceae, la primera serie de metabolitos aislados son los meroterpenoides.
Estos casi terpenos se caracterizan por ser bencenos polihidroxilados que, en una de sus posiciones,
estan sustituidas por tetra isopreniles en forma de geranilgeranilo (GG) u otro derivado isoprenoide.
En la figura 18, se logra apreciar dihidroxibenzenos derivados aislados desde S. granulatus y que

fueron caracterizados mediante métodos espectroscopicos clasicos.

R, M, e e =AC,K =K =H
I=R2=0H,R3=0Ac R OR; Ri_Me.R =R =H
Ri_R3i=R =0Ac R, R1=R’=I€=A}c
Ri_R2=Me, R =0Ac Ry 7 5
Ri—R2=H,R = Me GG R0 GG

RI=RZ=R =Me ; R

—_
[\S}
w

Figura 18. Meroterpenoides aislados desde el cuerpo fructifero de hongos del género Suillus.
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Adicionalmente, se han logrado aislar distintos compuestos fenolicos desde los cuerpos

fructiferos de hongos pertenecientes a la familia Suillaceae.

OH |

HO /

GG Y
HO

Figura 19. Compuestos fenolicos aislados desde miembros de Suillaceae.

Al igual que en hongos pertenecientes al género Cortinarius, se han aislado y caracterizado,
desde especimenes pertenecientes a Boletus, B-carbolinas que presentan sustituciones en las

posiciones 1 y 3 principalmente.

COOH
R,: H, Me, MeO.

R,:H, F.

R;: CH,0Ac, CH,0H, F, Et, Me, H.

X : S, O, CH=CH.

Y : COOMe, COOH, CONH, CONHOH,
CH,OH. ’

HOH,

Figura 20. B-carbolinas aisladas desde miembros pertenecientes a la familia Suillaceae.

1.7 Propiedades farmacologicas de los metabolitos secundarios descritos.

Tal como se mencion6 previamente, existe una diversidad de metabolitos aislados desde la
familia de los hongos en estudio. La literatura ha ligado a los distintos alcaloides provenientes
desde la familia Cortinariaceae como inhibidores de la AChE, en rangos de ICso de 9,72-12,7 +
0,19 uM, como también baja actividad antioxidante y nula actividad antitumoral %1323 Para los

derivados antraquinoides, se ha probado la actividad antimicrobiana, frente a P. aeruginosa y S.
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aureus, con rangos de ICso de 0,7-12 pg/mL e importante actividad citotoxica in vitro, en rangos
de ICso de 10-31 pg/mL, sobre linfoblastos de ratones P388D12%31-33 Adicionalmente, ergona,
esterol del tipo ergostano aislada desde Cortinarius xiphidipus, presentd actividad citotoxica
importante frente a lineas celulares MFC-7, Saos-2, LNCaP-C42 y N2A en rangos de ICso de 20,8
a57,7+2,00 pg/mL.

Por otra parte, para los metabolitos provenientes de Suillaceae, especificamente en la
derivatizacion de suillin, se logro establecer una relacion estructura-actividad que presento valores
de IDso significativos tanto en ensayos in vitro, para lineas celulares de leucemia (P-388), cancer
nasofarigeal (KB) y carcinoma broncopulmonar (NSCLC-N6), como in vivo para leucemia de
roedores (P-388) 3*. Adicionalmente, dichos analogos experimentaron pobre actividad
antimicrobiana frente a 8 bacterias siendo las mas importantes E. coli, B. subtilis, S. aureus y S.
faecalis . Para los MS fendlicos, se ha testeado la actividad citotoxica frente a células cancerosas
de roedores L1210 y 3LL, las que exhibieron una actividad citotoxica significativa con un ICsg
menor a 20 pg/mL . También fue posible la evaluacion de la actividad citocromica en sistemas
CYP (1A2, 2C9, 2D6, 3A4) siendo el acido variegatico el mas activo en todos los sistemas

utilizados 7.

Es posible observar que, para los metabolitos secundarios producidos por estas especies
fingicas, existen variadas aplicaciones biologicas que posibilitan resolver problemas cotidianos.
Cada uno de estos aspectos es de importancia global pero este trabajo se enfocara principalmente

en la actividad antimicrobiana de MS de los hongos estudiados en esta tesis doctoral.
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1.8 El problema de la resistencia antimicrobiana.

A nivel global, la organizacion mundial de la salud, World health organization, WHO en
sus siglas en inglés, se encarga de plantear los lineamientos, con los distintos gobiernos, que se
deban seguir con el fin de poder garantizar el mas alto nivel de salud para la poblacion. La WHO
se enfoca principalmente en enfermedades infecciosas, el VIH y enfermedades no transmisibles
como el cancer y las enfermedades del corazon, entre otras. Dentro de este abanico de opciones, el
control de agentes antimicrobianos es de vital importancia para la WHO, debido a la mala
manipulacion y uso que la poblacion les puede dar, ya que este uso genera resistencia bacterial a
los distintos antimicrobianos existentes en el mercado (RAM).

La RAM en los microorganismos, ya sean bacterias, hongos, virus y parasitos que presentan
una mutacion o generan un gen de resistencia cuando estan expuestos a medicamentos como son
los antibidticos, antifiingicos, antivirales, antipaludicos y antihelminticos, por largos periodos de
tiempo y sin control alguno. Estos microorganismos que desarrollan resistencia se les denominan
superbacterias y como resultado los medicamentos se vuelven ineficaces por lo que las infecciones
persisten en el cuerpo. Esto permite el aumento del riesgo de propagacidon a otras personas,
repercutiendo en la prevencion y el tratamiento efectivo de las infecciones. Se estima que para el
ano 2050, cerca de 10 millones de muertes estaran relacionadas con la resistencia a los

antimicrobianos 3%,
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Figura 21. Estimacion de las muertes por RAM al 2050 *°.

Esta tendencia es de total preocupacion, por lo que es necesario generar e identificar nuevas

moléculas capaces de vencer efectivamente esta dolencia del mafiana.

1.9 Metabolitos secundarios como fuente de medicamentos.

Newman y Cragg han contribuido con un resumen de las distintas drogas aprobadas en
USA, Europa y Japon, durante el periodo 1981-2014, y que han comercializado en todo el mundo
40 En términos generales, y considerando el blanco de estudio, la clasificacion expuesta por los
autores indica que un 13,10% de todos los compuestos corresponde a medicamentos que poseen
actividad anticancerigena seguida de un 10,54% para medicamentos antibacteriales y un 10,46% a
compuestos con actividad antiviral. En términos especificos, los autores antes citados clasifican
con N para un producto natural inalterado, B como una macromolécula biologica, NB como droga

botanica (mezcla), ND como PN derivatizados, S como droga sintética, S* como droga sintética,
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que posee un farmacéforo basado en PNs, V como vacuna y NM como una molécula que imita la
estructura de un PN. Considerando el nimero de medicamentos aprobados con actividad
antimicrobiana se tiene que un 50,70% de PN proveniente de la derivatizacion de MS (ND), un
20,71% de medicamentos proveniente de la sintesis de compuestos (S), un 19,28% de moléculas
pequenias que son vacunas (V), un 7,90% de las drogas que son PN (N) y un 0,71% para
macromoléculas bioldgicas como drogas sintéticas que poseen un farmacdforo basado en PN (B-
S*/NM). Finalmente, de los medicamentos comentados anteriormente se encuentran dos
principales fuentes naturales que aportan PN antimicrobianos. En la figura 22 B se observa la
existencia de un igual nimero de PN que provienen de bacterias como hongos. Principalmente, las
distintas drogas aprobadas corresponden a derivados de PN aislados desde dichas fuentes y que

poseen distintos nucleos, a los cuales, se atribuye la actividad antimicrobiana.

1% 28%
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Figura 22. A) Porcentaje de medicamentos antimicrobianos segun estructura. B) Porcentaje de

medicamentos antimicrobianos segun fuente de obtencion.

Como se ha demostrado, estos resultados revelan que los organismos pertenecientes al reino
fungi son buenos candidatos para la generacion de metabolitos secundarios con propiedades

antimicrobianas.
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1.10 Anatomia basica de la célula bacteriana.

Las bacterias son microorganismos que presentan un tamafio que va entre 0,3 y 5 pum de
longitud y presentan tres tipos de estructuras bdasicas, las cuales incluyen filamentos, esferas

(cocos), barras (bacilos), sacacorchos (vibrios) y hélices (espirilos).
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Figura 23. Morfologia de las distintas bacterias *'.

Estos organismos estan compuestos por células procariotas que, a diferencia de las células
eucariotas provenientes de animales, plantas, hongos, entre otros, no poseen un niicleo definido ni
presentan, en general, orgadnulos membranosos internos. A pesar de esta caracteristica, las bacterias
contienen una estructura celular bien desarrollada, donde se puede identificar la pared celular,
membrana plasmatica, mesosomas, citoplasma y cromosomas bacterianos. Sin la existencia de los
antes nombrados se pone en juego la integridad, capacidad de crecimiento, reproduccion y
viabilidad de las células y como en otros organismos, la pared celular bacteriana proporciona
integridad estructural a la célula. Existen dos tipos principales de paredes de células bacterianas,
las bacterias Gram-positivas y las Gram-negativas, donde estas se diferencian por sus
caracteristicas frente a la tincion de Gram. Las bacterias Gram-positivas poseen una membrana
citoplasmica rodeada por una malla dura que compone la pared celular. Por el contrario, las

bacterias Gram-negativas contienen una pared celular delgada que esta rodeada por una segunda
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membrana lipidica llamada membrana externa (ME). El espacio entre la ME y la membrana
citoplasmatica se conoce como periplasma. La ME es una capa protectora adicional y evita que
muchas sustancias entren en la bacteria. Sin embargo, esta membrana contiene canales 1lamados
porinas, que permiten la entrada de moléculas esenciales para la supervivencia de la bacteria como
también algunos medicamentos antimicrobianos. La figura 24 muestra la diferencia estructural

como también los constituyentes para cada uno de los tipos de bacteria *2.

- Bl W T

Figura 24. Constituyentes de la estructura de la pared celular para bacterias Gram-positivas y

Gram-negativas.
1.11 Mecanismo de accion de los antibioticos.

Tal como se vio anteriormente, las bacterias presentan caracteristicas externas e internas
distintas. Esta diversidad provoca que los antibidticos procedan por mecanismos de accion basados
en las caracteristicas vitales de cada organismo y, que en general, son especificos ya que no se
producen en células animales ****. En este sentido, las moléculas con actividad antimicrobiana

actlian en tres areas, las cuales estan contenidas en la figura 25. Estas areas relacionan la inhibicion
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de la sintesis de la pared celular, inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos y la inhibicion de la

sintesis de proteinas +°.

Sintesis de Sintesis de

la pared celular Sintesis de folato  4cidos nucléicos
Sulfonamidas
Trimetoprima ADN Girasa
s, Quinolonas

Betalactamas
Penicilinas
Cefalosporinas
Penems
Monobactamas

ARN polimerasa
Rifampicina

Vancomicina

Bacitracina

Subunidad
508

Macrolidos
Cloramfenicol
Estreptograminas

Membrana
celular Subunidad 308

Polimixinas Tetraciclinas
Aminoglicosidos  gjntesis de proteinas

Figura 25. Mecanismos de accion de los compuestos antibidticos.

1.11.1  Inhibidores de la sintesis de la pared celular.

Tal como se menciond anteriormente, las células bacterianas estdn rodeadas por una pared
celular constituida por peptidoglicano. Este polimero se somete a un entrecruzamiento de las
cadenas de glucanos, por la accion de las transglicosidasas. Estas cadenas peptidicas se extienden
desde los azlicares en los polimeros y forman también entrecruzamientos desde un péptido a otro.
La porcion de D-alanil-alanina, perteneciente a la cadena peptidica, se encuentra entrelazada por

residuos de glicina, en presencia de proteinas fijadoras de penicilina (PBP) *°.
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Figura 26. Monomero de la subunidad pentapéptida del disacarido N-acetilmuramico- -

1—4-N-acetilglucosamina (AF) que compone el peptidoglicano.

Considerando lo anterior, es necesario que el medicamento posea, en su estructura, un
nucleo B-lactdmico. Asociada a esta estructura se encuentran variados medicamentos, tales como
la tienamicina, aztreonam, cefalosporina C entre otros. Dentro del mecanismo de accion, los anillos
B-lactamicos imitan a la porcion correspondiente a la D-alanil-D-alanina de la cadena peptidica

que normalmente esta unida a la PBP.

OH
o H,N
HO_ 4 O o
H H NH, & "N o S
. / | N/>~NH2 o
: N
H S S
N_/ < ! H
H O/Lj H - S
OH OH
N _— O
#T ° ﬁ” T
HO
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Figura 27. Tienamicina (AF), aztreonam (AG) y cefalosporina C (AH) como B-lactamas

inhibidoras de la sintesis de la pared celular.
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Esta proteina interacciona con el anillo de la B-lactama inhabilitando irreversiblemente la
sintesis de nuevos peptidoglicanos que provoca la lisis de la bacteria por medio de una alteracion
sustancial de la capa de peptidoglicano. La figura 27 representa las etapas que contempla la
inhibicion de la sintesis de la pared celular por parte de B-lactamas. La desactivacion de la
transpeptidasa repercute en el no entrecruzamiento y posterior formacion de la pared celular de

peptidoglicano.

Enzima requiere entrecruzar
la pared celular de PG

Cadena de
Glucanos

Proteinas /{

(no entre-cruzadas)

Proteina entrecruzada

_ Antibiotico
betalactamico

. . w Enzima
> » Desactivada

Figura 28. Mecanismo de inhibicion para -lactamas.
Al igual que las B-lactamas, los glucopéptidos se unen a la porcion D-alanil-D-alanina de
la subunidad precursora de peptidoglicano. La union del glucopéptido, como es la vancomicina,
impide la union de la subunidad de D-alanilo con la PBP y, por lo tanto, inhibe la sintesis de la

pared celular %7,

Figura 29. Complejo PBP-vancomicina.
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1.11.2  Inhibidores de la sintesis de proteinas.

La sintesis de proteinas es un proceso vital para la supervivencia de la célula. Los ribosomas
citoplasmaticos son los organelos encargados de la sintesis mediante un proceso de traduccion.
Especificamente, los ribosomas de células animales (80S) son estructuralmente distintos a los
encontrados en las células bacterianas (70S), lo que hace que la biosintesis de proteinas sea un
objetivo selectivo para ciertos farmacos antibacterianos. El ribosoma 70S bacteriano esta
compuesto por dos subunidades de ribonucleoproteina (RNP), las subunidades 30S y 50S, donde
los antimicrobianos inhiben la biosintesis de proteinas interactuando especificamente con estas

subunidades *%.

ARNm

308

Figura 30. Ribosoma 70S de E. coli mostrando la sintesis de proteinas.

Los medicamentos capaces de inhibir la subunidad 30S se encuentran los aminoglucésidos
y tetraciclinas mientras que los responsables de la inhibicion de 50S son anfenicoles, macrolidos y

oxazolidinas.
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Figura 31. Anfenicoles (Al), macrolidos (AJ) y oxazolidinas (AK) como inhibidores de la

sintesis de proteinas.

1.11.3  Inhibidores de la replicacion del ADN.

Dentro de los medicamentos que actuan en la inhibicion de la replicacion de acidos

nucleicos, estos actiian sobre enzimas que participan en los procesos de transcripcion y replicacion

mientras que otros actiian directamente sobre el ADN dafiandolo.

ADN
i
S
? ( Inhibicién de la replicacion
8 8 ¥ transcripcién de acidos
Ct- nucléicos

o X U™

% g
¢ - “ o
ARNm

Figura 32. Etapas en la inhibicion de la replicacion del ADN.

De los primeros, que actuan inhibiendo las enzimas topoisomerasas, se tiene levofloxacino

como también metronitrazole como inhibidores de la replicacion de ADN.
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Figura 33. Levofloxacino (AL) y metronitrazole (AM) como inhibidores de la replicacion del

ADN.

Existe otra serie de compuestos que actiian indirectamente en la inhibicion de acidos
nucleicos. Estos inhiben distintos pasos, en el metabolismo del 4cido folico, de manera competitiva
generando una mayor afinidad por la enzima que el sustrato natural, este es el acido p-

aminobenzoico *°.

1.12 Metabolitos esteroidales como compuestos antimicrobianos.

Al conocer las distintas rutas de acciéon que poseen los compuestos antimicrobianos, es
imperante destacar algunos metabolitos secundarios que tienen una comprobada actividad
antimicrobiana. Estos compuestos bioactivos se pueden encontrar en organismos terrestres, como
plantas y hongos, como también en organismos marinos. Algunos componentes con actividad
antimicrobiana incluyen alcaloides, compuestos que contienen azufre, diterpenos/terpenoides,
4cidos grasos, algunos carbohidratos, compuestos fenolicos y glicosidos esteroidales °!. Para el
grupo correspondiente a los esteroides, de importancia en esta tesis doctoral, destacan compuestos
como 7-aminocolesterol, acido fusidico y escualamina como moléculas antimicrobianas, y que se

encuentran descritas en la figura 34.
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Figura 34. 7-aminocolesterol (AN), acido fusidico (AO) y escualamina (AP) como agentes

antimicrobianos

Estos compuestos naturales y semi-sintéticos han presentado un rango de actividades sobre
bacterias resistentes. Para 7-aminocolesterol, se ha obtenido un amplio espectro de actividad
presentando una curva de inhibicidon de crecimiento (gICso) frente Bacillus cereus, Enterococcus
hirae, Escherichia coli, Listeria innocua, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococcus aureus con un glCso promedio de 3 pM. Se deduce que este compuesto es mas
potente frente a bacterias Gram-positivas que lo observado para bacterias Gram-positivas, que han

sido inactivas en las condiciones ensayadas 2.

Tabla 1. glCso para distintas bacterias, en presencia de 7-aminocolesterol.

Cepa glCso (uM)
B. cerus CIP 7803 2-3
E. hirae CIP 5855 3
E. coli CIP 54127 50-60
L. innocua CIP 8012 3
L. monocytogenes CIP 55143 3
P. aeruginosa CIP A 22 Sin inhibicion
S. aureus CIP 53 154 3
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Por otra parte, para acido fusidico, que es el unico antimicrobiano comercialmente
distribuido de esta serie, posee una actividad antimicrobiana preferente sobre bacterias Gram-
positivas. Wu y colaboradores testearon este acido, y su respectivo analogo hidrogenado, frente a
las cepas ATCC de Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa,
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus, presentando
mayores halos de inhibicién para bacterias Gram-positivas y siendo también inactivos sobre las
bacterias Gram-negativas ensayadas. La tabla 2 resume la informacion los halos de inhibicion

reportados.

Tabla 2. Actividad antibacterial de acido fusidico y su andlogo hidrogenado expresado como zona

de inhibicion.

o]
Estructura HO,, ; OH
Dosis (mg) 0,125 0,0625 0,125 0,0625
Bacterias Zona de inhibicion (mm)
S. aureus
ATCC 6538 23,09+0,37 20,60+0,40 23,08+1,13 20,05+0,30
S. aureus
ATCC 29213 21.48£036  18,75£0.44  19,93+1,03  17,10+0,14
S epidermidis ) 0hi166 20045035 22915084 17,42+0,40
ATCC 12228 ’ ’ ’ ’ ’ ) , )
L. monocytogenes
S. pneumoniae
ATCC 49619 8,22£0,79  737#1,23  9,39£0,90  7,52+1,11
E.coli
CMCC 44102 5.1 S.1 S.1 S.1

S.I = Sin inhibicidén
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Del mismo modo, Wu y colaboradores determinaron la concentracion minima inhibitoria
(CMI) y la concentracion bactericida minima (CBI) para estos analogos. La tabla 3 resume los
resultados obtenidos para los compuestos ensayados. A pesar de los excelentes resultados
obtenidos sobre bacterias Gram-positivas, no existieron diferencias significativas en la magnitud

del efecto obtenidos para estos dos fusidanos.

Tabla 3. Actividad antimicrobiana expresada como CMI y CMB.

. Acido fusidico
Acido Fusidico

hidrogenado
Bacteria
CMI CMB CMI CMB
(mg/mL)
S. aureus
0,1 0,3125 0,1 0,2
ATCC 6538
S. aureus

0,625 1,25 0,625 1,25

ATCC 29213

S. epidermidis
Gram-positiva 0,625 1,25 0,625 1,25

ATCC 12228

L. monocytogenes

>1,25 >1,25 >1,25 >1,25

ATCC 19115

S. pneumoniae
>1,25 >1,25 >1,25 >1,25

ATCC 49619

E.coli
Gram-negativa S.I S.I S.I S.I
CMCC 44102

S.I = Sin inhibicién

Paralelamente, escualamina, metabolito aislado desde Squalus acanthias, ha exhibido una
actividad antibiotica de amplio espectro frente a bacterias Gram-negativas y Gram-positivas,
comparable con antibidticos comerciales como es la ampicilina. La tabla 4 desglosa la

52



concentracion minima inhibitoria obtenida para escualamina, N'-(3-aminopropil)butano-1,4-
diamina (espermidina) y el antibiotico ampicilina. La eleccion de estos tres componentes se debe
principalmente a que la espermidina esta inserta en la posicion 3 del anillo cicloperhidrofenantreno

y la ampicilina presenta valores de CMI similares a la escualamina >>.

Tabla 4. Espectro antimicrobiano de la escualamina y moléculas relacionadas.

CMI (pg/mL)
Bacteria
Escualamina Espermidina Ampicilina
E.coli ATCC 25922 1-2 >500 2-4
P.aeruginosa ATCC 27853 4-8 >500 62-125
S. aureus ATCC 29213 1-2 >500 <1
S. faecalis ATCC 29212 1-2 250-500 <1
P. vulgaris ATCC 13315 4-8 >500 8-16
S. marcescens ATCC 8100 >125 >500 4-62

Considerando los valores antes sefalados, y tomando en cuenta la estructura de cada uno
de estos compuestos, estos presentan sustituciones sobre los anillos A y B del
cicloperhidrofenantreno. En los estudios antes sefialados, se asocia el incremento de la actividad
antimicrobiana observada al grado de sustitucion presentado en las moléculas, en especifico, a la
presencia de bases de Lewis en las posiciones C3 y C7, asociadas a sustituyentes que pueden ser
un grupo hidroxilo o bien, un grupo amino. Principalmente se ha observado que estas
modificaciones estructurales generan un incremento en la actividad antimicrobiana afectando

principalmente a bacterias Gram-positivas y, en menor grado, bacterias Gram-negativas.
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Tomando en cuenta esto tltimo, y relacionando la estructura con el mecanismo de accion
de estos compuestos, diversas investigaciones han considerado estos aspectos estructurales con el
modo de inhibiciéon que poseen estos antibioticos esteroidales. Harvey y colaboradores estudiaron
el modo de accion del 4cido fusidico frente a S. aureus 'y E. coli. Dentro de los resultados obtenidos,
los experimentos en células intactas mostraron inmediatamente la inhibicion de sintesis de
proteinas, luego de la aplicacion del &cido fusidico, y que repercuten en el cese de la sintesis de
ARN y ADN. Adicionalmente, la sintesis de mucopéptidos de la pared celular continud después de
la inhibicion de la sintesis de proteinas, generando un aumento en el crecimiento bacterial durante
un periodo de tiempo correspondiente a una a dos generaciones. En relacion con el mecanismo de
accion sobre bacterias Gram-negativas, se encontr6 que el acido fusidico inhibe la sintesis de

polifenilalanina, siendo esta interaccion no reversible >,

Por otra parte, Alhanout y colaboradores evaluaron el mecanismo de accién que presenta
escualamina y colistina, como comparacion, frente a S. aureus ATCC 25923 y P. aeruginosa
ATCC 27853. Luego del analisis fue posible observar, en la imagen TEM de la figura 35, el cambio
morfoldgico presentado por ambas bacterias luego de la exposicion a ambos componentes. Es
posible observar que el tratamiento de escualamina sobre S. aureus resultd en la ruptura de la
membrana bacteriana, con contenido citoplasmico drenado al medio, y donde paralelamente no se
observaron cambios morfologicos en células de S. aureus tratadas con colistina. Para P.
aeruginosa, se observo una mezcla de células llenas con membranas que exhibian proyecciones
similares a ampollas y células completamente vacias como respuesta al tratamiento con
escualamina. A raiz de estos resultados, fue posible establecer un mecanismo de accidn para la
escualamina, frente a S. aureus y P. aeruginosa, y que se encuentra graficado en la figura 35. En

dicho estudio concluyeron que la escualamina actiia como una molécula activa sobre integridad de
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la membrana bacteriana, de bacterias Gram-negativas, a través de interacciones de sus grupos
amino cargados positivamente con los grupos fosfato cargados negativamente en la estructura del
lipopolisacarido, desplazando a cationes divalente como Ca*" y Mg?*, mediante un mecanismo de
accion similar al de un detergente 3>, En cambio, para bacterias Gram-positivas, se observo que
el mecanismo de accidon de escualamina conduce a una fuerte despolarizacion de las membranas,

generando un modo de accién "mecanico" mediado por la alteracién de la membrana bacteriana

56,57

que repercute en la lisis y que conduce en la salida de iones intracelulares

Control Negativo Colistina 32 mg/L Escualamina 2 mg/L Control Hegativo Colistina 32 mg/L Escualamina 2 mg/L
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Figura 35. Cambios morfologicos de las cepas de referencia de S. aureus ATCC 25923 (a) y P.
aeruginosa ATCC 27853 (b) después de la exposicion a colistina o escualamina. TA, &cido
teicoico; LA, acido lipoteicoico; LPS, Lipopolisacarido; PG, peptidoglicano; CM, membrana

citoplasmatica; OM, membrana externa.
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Tomando en consideracion los metabolitos secundarios esteroidales que se describirdn en
el capitulo 2 de esta tesis doctoral, los estudios que relacionan la actividad antimicrobiana para
ergosta-5,7,22-trien-33-ol, y algunos compuestos estructuralmente similares como es colesta-5-en-
3B-ol y colecalciferol, han presentado valores de CMI superiores a 1024 pg/mL sobre S. aureus,

P. aeruginosa, K. pneumonia 'y E.coli, 1o cual se considera inactivo %,

AQ AR AS

Figura 36. Estructuras para colesterol (AQ), ergosterol (AR) y colecalciferol (AS).

A pesar de estos resultados, y con el fin de buscar nuevas alternativas para resolver el
problema de la RAM, se ha estudiado el efecto modulador de estas moléculas anfipaticas al ser
empleadas en estudios in vitro y en conjunto con antibidticos inhibidores de la sintesis de proteinas,
como son los del tipo aminoglucésidos, especificamente con amikacina, gentamicina y neomicina.

Tabla 5. Actividad moduladora de antibidticos aminoglucosidos asociados con colesterol,

colecalciferol y ergosterol.

. Colesterol Ergosterol Colecalciferol Control
Antibidtico
Staphylococcus aureus 358 (CMI pg/mL)
Amikacina 19,53* 19,53* 4,88 156,25
Gentamicina 2,44% 2,44% 4,88 9,76
Neomicina 9,76* 78,12 1250# 156,25
Pseudomonas aeruginosa 03 (CMI pg/mL)
Amikacina 39,06 19,53* 9,76 78,12
Gentamicina 4,88* 4,88* 39,06 19,53
Neomicina 156,25 15625 156,25 156,25

* Se observa sinergia. # Se observa antagonismo.
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La tabla 5 expone los principales resultados obtenidos sobre bacterias resistentes. Andrade
y colaboradores han establecido que existe un efecto sinérgico cuando se ha utilizado estos
compuestos esteroidales sobre S. aureus 358 y P. aeruginosa 03 utilizando amikacina y
gentamicina. Este efecto sinérgico se traduce en una menor concentracion necesaria para ejercer el
efecto antibidtico esperado. La actividad moduladora observada se explica por la propiedad
anfipatica que presentan estos compuestos, actuando mediante un efecto lipofilico en la envoltura
celular, que repercute en la alteracion del mosaico fluido presente en la membrana bacteriana. Esta
perdida de la permeabilizacion puede ocurrir en la membrana externa como interna, lo cual, facilita
la entrada de antibidticos lo que causa la lisis celular. Adicionalmente, la célula puede controlar su
fluidez regulando el grado de saturacion de las cadenas de hidrocarburos de los fosfolipidos, y
donde la presencia de este tipo de compuestos repercute en el cambio de la fluidez y permeabilidad

de las membranas lipidicas presentes en la célula .

Final hidrofébico Final hidrofilico
(Cabeza polar) (Cola apolar)
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Figura 37. A) Estructura bésica de un glicerofosfolipido (AT), compuestos por dos &cidos grasos,
R> y R3, una unidad de glicerol central, un grupo fosfato y una cabeza polar variable, Ri. B)

Estructura de la fosfatidiletanolamina (AU) como fosfolipido en su forma zwitterionica °'.
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Especificamente para colesterol, el estudio de la permeabilidad sobre las membranas
fosfolipidicas, desarrollado por Papahadjopoulos y colaboradores, mostré una disminucién en la

permeabilidad y conduccion eléctrica en dichas membranas al ser expuestas a dicho esterol.

Fase "gel” Fase "cristal liquido"

Transicién
e g
de fase
Conformacién Conformacién
"Trans" "Eclipsada"
+

Colesterol

/‘1 Fluidez \ Fluidez
ﬂ Permeabilidad \ Permeabilidad

Figura 38. Comportamiento de fase de las membranas lipidicas y efecto del colesterol ¢°.

58



Estos cambios provocan que no exista un flujo adecuado de especies neutras e idnicas, como
son el agua, anion cloruro, glucosa y otras moléculas neutras, lo cual genera una disminucion en el
movimiento molecular y, en consecuencia, un incremento en el packing observado en las
monocapas, producido por la presencia de colesterol *’. La figura 38 muestra los cambios
estructurales producidos por la presencia de colesterol.

Esta informacion descrita en este apartado ayudard a comprender la relacion estructural
generada entre los metabolitos secundarios, como también los compuestos hemisintetizados

testeados, frente a las bacterias ensayadas y el probable mecanismo de accion antibacterial.
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Hipotesis de la investigacion.

La derivatizacion de ergosta-5,7,22-trien-33-ol, como metabolito secundario mayoritario
aislado desde C. magellanicus y S. granulatus conducirad a moléculas con un mejorado potencial

antimicrobiano.

Objetivos de la investigacion.

Objetivo general.

El objetivo fundamental de esta tesis doctoral es la obtencion de metabolitos secundarios
activos presentes en el cuerpo fructifero de hongos nativos de Chile, la derivatizacion y evaluacion
de la actividad antimicrobiana de estos metabolitos secundarios, asi como también, los compuestos

hemisintéticos preparados.

Objetivos especificos.

. Caracterizar la constitucion quimica de los cuerpos fructiferos de Cortinarius magellanicus
y Suillus granulatus que crecen en ecosistemas patagoénicos u otros.

o Derivatizar y caracterizar, a través de métodos espectroscOpicos y espectrométricos
convencionales, los metabolitos secundarios esteroidales a sus correspondientes ergosta-3-onas,
que pueden contener en el C3 un grupo cetona, en el C5 un grupo hidroxilo, en el C6 una funcion
eter o un grupo cetona, y en C2-C3 el fragmento 1H-indol utilizando diversos métodos sintéticos.
. Evaluar la actividad antimicrobiana de los compuestos esteroidales y sus derivados
mediante el uso del método de difusion en agar.

o Evaluar la actividad antimicrobiana de los compuestos esteroidales y sus derivados

mediante la determinacion la concentraciéon minima inhibitoria.
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2 Parte experimental.

Los espectros de resonancia magnética nuclear para los compuestos aislados y hemi-
sintetizados se registraron en el espectrometro multidimensional Bruker Avance III HD-400 a
400,13 MHz para RMN 'H y 100,03 MHz para RMN '3C. El analisis de rayos X se realiz6 en el
difractometro Bruker D8 QUEST equipado con un detector bidimensional CMOS Photon100
utilizando radiacion de grafito monocromado Mo-Ka. Los espectros IR se midieron utilizando una
pelicula delgada sobre un espectrofotémetro Spectrum Two FT-IR, con una resolucién espectral
de 0,5 cm™. La TLC se realiz6 en laminas pre-recubiertas con gel de silice F2s4 para controlar las
reacciones y donde fueron visualizadas con luz ultravioleta, soluciéon 10% acido sulfurico/metanol
y reactivo de Dragendorff. La purificacion se realiz6 en Isolera One utilizando una columna
Biotage ® Ultra 10g HP-sphere de 25 um. La cromatografia de exclusion se llevo a cabo utilizando
Sephadex LH-20. Los productos crudos fueron purificados por cromatografia en columna sobre
gel de silice grado 60 (0,063-0,200 mm). Los espectros de masas fueron tomados en un CG Agilent
7890A con una columna HP S5MS acoplado con un detector Agilent 5975C. Para la realizacion de

los experimentos in vitro se utilizaron bacterias tipo ATCC.

Se utilizaron los siguientes reactivos y solventes, los que fueron adquiridos
comercialmente:
Clorocromato de piridinio, zinc metalico, cloruro de amonio, nitrito de sodio, carbonato de calcio,
hidroxido de sodio, acido clorhidrico 35,0 %, anilina 99,5 %, 4-bromoanilina, 4-nitrobenzonitrilo,
acido 4-toluensulfonico, cloruro de estafio, 4-aminobenzonitrilo, tamiz molecular de 3 A, celite, 4-
nitrobenzonitrilo, acido clorhidrico 32,0 %, éter etilico, etanol, diclorometano, acetato de etilo, n-

hexano, benceno, tolueno y acetona.
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2.1 Aislamiento de metabolitos secundarios provenientes del cuerpo fructifero de
Cortinarius magellanicus.

Los cuerpos fructiferos de Cortinarius magellanicus Speg. se recolectaron en Tierra del
fuego, en abril de 2012. El espécimen vivo se depositd en el fungario de la Universidad de
Concepcion con la clave RM 199. Los hongos secos (32,65 g) fueron macerados hasta obtener un
polvo fino, el que se extrajo con metanol a temperatura ambiente. Después de filtrar, el disolvente
se evapor6 usando presion reducida formando una goma y un precipitado. La goma (5,79 g) se
disolvié en una mezcla de n-hexano-diclorometano-metanol en proporcion 3:2:1 y se fracciond
usando una columna de sephadex LH-20. La fraccion que contenia los metabolitos secundarios
principales (2,38 g) se purifico empleando una columna Biotage® ultra de 10 g en un gradiente

diclorometano-acetona como fase movil, donde se aislaron 3 metabolitos: CM 1, CM 2 y CM 3.

. Ergosta-5,7,22-trien-33-0l (CM 1).

RMN-'H (5 ppm, CDCls, 400 MHz): 0,62 (s, 3H, -CHs), 0,81 (d, J= 7,27, 3H, -CHz), 0,84 (d, I=
7,27, 3H, -CHs), 0,92 (d, I= 6,82, 3H, -CHs), 0,94 (s, 3H, -CHs), 1,01 (s, 3H, -CHs), 1,04 (d, J=
7,20, 1H, CH) 3,72 (m, 1H), 5,14 (dd, ]=8,35, 7,38, 1H, CH=CH), 5,20 (dd, ]=8,35, 7,05, 1H, -
CH=CH), 5,42 (dd, J=5,77, 2,81, 1H, CH=CH), 5,63 (dd, J=5,77, 2,57, 1H, CH=CH). RMN-13C
(5 ppm, CDCls, 100 MHz): 12,05 (CHs), 16,28 (CHs), 17,64 (CHs), 19,96 (CHs), 19,97 (CHs),

21,12 (CHs), 70,45 (CH), 116,4 (CH), 119,6 (CH), 132,0 (CH), 135,6 (CH).
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. Ergosta-5,8-epidioxi-6,22-dien-38-o0l (CM 2),

RMN-'H (8 ppm, CDCls, 400 MHz): 0,81 (s, 3H, -CH3), 0,88 (d, J= 8,35, 3H, -CHs), 0,84 (d, I=
8,35, 3H, -CHs), 0,89 (s, 3H, -CHs), 0,91 (d, J= 6,81, 3H, -CHs), 1,01 (d, J=6,81, 3H, -CH), 3,98
(m), 5,16 (dd, 1=8,35, 7,38, 1H, CH=CH), 5,25 (dd, ]=8,35, 7,05, 1H, -CH=CH), 6,24 (d, ]=7,85,
1H, CH=CH), 6,50 (d, J=7,85, 1H, CH=CH). RMN-13C (§ ppm, CDCL;, 100 MHz): 12,9 (CHs),
17,6 (CHs), 18,2 (CHa), 19,7 (CHz), 20,0 (CHs), 21,0 (CHs), 30,1 (CHa), 34,7 (CHa), 36,9 (C), 37,0
(CHa), 39,7 (CH), 51,1 (CH), 56,2 (CH), 66,6 (CH), 79,8 (C), 82,2 (C), 83,10 (C), 130,8 (CH),

131,1 (CH), 132,3 (CH), 135,2 (CH), 135,4 (CH), 138,8 (CH).

. Ergosta-7,22-dien-3p,5a,6B-triol (CM 3),

RMN-'H (8 ppm, CDCls, 400 MHz): 0,60 (s, 3H, -CHs), 0,83 (d, J= 6,80, 3H, -CHs), 0,85 (d, J=
6,80, 3H, -CHs), 0,91 (d, J= 6,91, 3H, -CHs), 1,02 (d, J=6,67, 3H, -CHs), 1,08 (s, 3H, -CHs), 3,67
(d, J= 4,85, H, -CH), 4,03 (m, 1H), 4,65 (s, 1H), 5,16 (dd, J=15,4, 7,18, 1H, CH=CH), 5,21 (dd,

J=15,4, 7,91, 1H, -CH=CH), 5,34 (m, 1H, C=CH). RMN-*C (5 ppm, CDCls, 100 MHz): 13,25
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(CHs3), 17,95 (CH3), 18,57 (CH3), 20,03 (CH3), 20,34 (CHs), 21,26 (CH3), 67,28 (CH), 72,91 (CH),

75,43 (C), 117,6 (CH), 131,8 (CH), 135,6 (CH), 141,4 (C).

2.2 Acetilacion de metabolitos secundarios polares.

Desde el precipitado proveniente de C. magellanicus, se realizo el control cromatografico
en capa fina utilizando, como fase estacionaria, RP-18 en una mezcla 50% H>O/MeOH. De este
modo, se logrd identificar cuatro componentes, los cuales fueron acilados utilizando el siguiente
método sintético.

En un balén de fondo redondo de 50 mL equipado con una barra magnética fue cargado el
solido obtenido (350 mg) en piridina anhidra (1 mL). Tras la completa disolucion, se afiadi6é un
exceso de anhidrido acético y donde la mezcla de reaccion se agitd durante 6 horas a temperatura
ambiente. Tras la completa derivatizacion de los componentes, la mezcla fue diluida con agua y
salmuera para luego ser extraida utilizando diclorometano (3 x 10 mL). La fase orgénica se seco
utilizando sulfato de sodio anhidro y el solvente se evapor6 bajo presion reducida. La fraccion
acetilada se adsorbi6 en un samplet de Biotage® SNAP Ultra de 1 gy se eluyd usando una columna
Biotage® Ultra de 10 g en gradiente n-hexano/AcOEt con cantidades crecientes de AcOEt, en base
a los parametros proporcionados por el sistema de aislamiento cromatografico acelerado (ACI)

para obtener 4 metabolitos: CM 4,CM 5,CM 6 y CM 7.
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. 1,2,3,4,5,6-hexaacetato de hexanoilo (CM-4).

