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Hongos de agua dulce como fuente potencial
para el desarrollo de nuevos agentes

Resumen. La Sierra Madre Oriental es
una zona geoldgica compleja con mul-
tiples hdbitats y caracteristicas fisicas,
quimicas y bioldgicas tnicas. En este
trabajo, que formé parte del proyecto
Programa de Apoyo a Proyectos de In-
vestigacién e Innovacién Tecnoldgica
(PAPIIT) IN203923, se aislaron 54 hongos
a partir de material vegetal sumergido en
la cascada El Caracol y el cafién Las Ad-

antimicrobianos’

Mario Figueroa® e Itzel Rubi Yeverino

juntas, en Nuevo Leén, y en la cueva La
Puente, en San Luis Potosi. Algunos ex-
tractos fueron activos contra patdgenos
del grupo eskape y el estudio quimico de
los extractos permiti6 la obtencién de 23
productos naturales. De éstos, tres ciclo-
depsipéptidos fueron novedosos y activos
contra Acinetobacter baumannii, ademas
de presentar baja toxicidad en el modelo
de larvas de Galleria mellonella.

Palabras clave. Hongos de agua dulce, Sierra Madre Oriental, bioprospeccién, produc-

tos naturales; antibacterianos.

En las tltimas décadas, se ha observado una notable disminucién en la tasa de

desarrollo dC nuevos férmacos para tratar las iI‘lfCCCiOI’lCS por microorganismos

1 Proyecto PAPIIT IN203923: “Estudio quimico y bioldgico de microorganismos selectos
de hébitats inexplorados de México para el descubrimiento de principios biodindmicos. Parte 11”7

2 Departamento de Farmacia, Facultad de Quimica, UNAM. .

Se autoriza la copia, distribucién y comunicacién publica de la obra, reconociendo la au-
) toria, sin fines comerciales y sin autorizacién para alterar, transformar o generar una obra

derivada. Bajo licencia creative commons
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resistentes a los antibidticos convencionales. Para resolver este déficit, las uni-
versidades y centros de investigacién que realizan estudios en el drea de los pro-
ductos naturales han centrado sus esfuerzos en la aplicacién de las tecnologias
dmicas o la bioprospeccidn de fuentes naturales obtenidas de areas inexploradas,
como son los océanos profundos, dreas polares, volcanes, desiertos, manglares,
cuevas, humedales, entre otros, para el descubrimiento de nuevas entidades qui-
micas. En este proyecto nos enfocamos al estudio de hongos aislados a partir de
material vegetal en descomposicion sumergido en humedales de agua dulce y
cuevas en la Sierra Madre Oriental, como candidatos para la obtencién de me-
tabolitos secundarios novedosos con actividad antimicrobiana contra bacterias
de interés clinico.

Figura 1. Métodos para el descubrimiento de firmacos antimicrobianos a
partir de hongos de agua dulce.
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Fuente: Elaboracién propia.

Empleando técnicas microbioldgicas especificas para el aislamiento y propa-
gacién de hongos de agua dulce (figura 1) permitié la obtencion de 54 taxa, los
cuales fueron identificados mediante la secuenciacién de la regidn del espacia-
dor transcripto interno (ITS, por sus siglas en inglés) del ADN ribosomal (ADNT).
Luego se prepararon los cultivos en sustrato s6lido (arroz himedo estéril) de
todos los microorganismos, y al término del periodo de crecimiento, se obtuvie-
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ron sus correspondientes extractos organicos (figura 1) que fueron sometidos a
ensayos de actividad antimicrobiana contra patégenos de relevancia clinica del
grupo grupo ESKAPE (Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Klebsiella aero-
genes, K. pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Entero-
bacter cloacae) (tabla 1) y, posteriormente, a estudios quimicos empleado técnicas
cromatograficas y analiticas de vanguardia para la separacién e identificacién de
los compuestos activos.

Tabla 1. Resultados de actividad antimicrobiana de los extractos fingicos
selectos de la Sierra Madre Oriental

CR34 (sin identificar) + +

Neocurcubitaria sp. CR55 +++ +++ +4++

Orden Hypocreales CR98  ++ ++ ++ + +
Fusarium solani AJ2 + ++ ++ +++
Thelonectria sp. AJ28 ++++ ++++ 4+ -+
Oidiodendron sp. CG-3  ++++ +++++ +H+++ e+

4+ Inhibicién total a 200 pg/mLy 20 pg/mL

+H++ Inhibicién total a 200 pg/mLy parcial a 20 pg/mL

+++ Inhibicién total a 200 pg/mL

Inhibicién parcial a 200 pg/mLy 20 pg/mL
Inhibicién parcial a 200 pg/mL

Sin inhibicién
Fuente: elaboracién propia.

De forma paralela a los estudios bioldgicos, se realizé el andlisis metabolé-
mico de los extractos en la plataforma del Global Natural Products Social Mo-
lecular Networking (GNPs) a partir de los datos obtenidos por cromatografia
de liquidos de ultra eficiencia acoplado a espectrometrias de masas de alta re-
solucién en tindem masas/masas (Ultra-Performance Liquid Chromatography
[upLc]-High-Resolution-Mass Spectrometry [HRMS]-Tandem Mass Spectro-
metry [MS/Ms]) (figura 2). La red molecular global de los extractos, agrupados
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con base en las caracteristicas de los fragmentos (Feature-Based Molecular Ne-
tworking [FBMN]) obtenidos en los espectros de Ms/Ms, permiti6 identificar a
seis familias quimicas principales de moléculas presentes en los extractos: dcidos
grasos, glicerofosfolipidos, macrdlidas, compuestos organicos nitrogenados y
4cidos carboxilicos (figura 2).

Figura 2. Red molecular por FBMN de los extractos fiingicos selectos
de la Sierra Madre Oriental

Clasificacion quimica Clave de concordancia

/f\cidos carboxilicos y derivado Tamario de nodo- No. espectros
Acidos grasos -
Glicerofosfolipidos 2 L

@ Macrdlidas y analogos
@ Compuestos organicos nitrogenados

B
@ Piranos - = 3

Sin coincidencias
Hongos selectos: CG-3, CR34, CR55*, CR98, AJ2*, AJ28, AJ54

Tamario de arista-No. espectros

Fuente: elaboracién propia.

El estudio quimico biodirigido de los extractos activos permitié el aislamien-
toy caracterizacién inequivoca (anlisis e interpretacion de sus espectros de HR-
MS-MS/MS y resonancia magnética nuclear [RMN] mono y bidimensionales) de
los siguientes metabolitos secundarios®, a partir:

« De Oidiodendron sp. CG-3 se aislaron la dihidropiranona fuscina (1), una
micotoxina previamente identificada en otras especies de Oidiodendron
y en Potebniamyces gallicola, y el bis(2-etilheptil )ftalato (2), identificado
en plantas del género Dryopteris y de animales como el caballito de mar

Hippocampus kuda.
)
0
H
(1) Fuscina (2) bis(2-etillheptilftalato
3 Todas las estructuras quimicas fueron elaboradas con el programa ChemDraw Profes-

sional v.17 (PerkinElmer).
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+ Del hongo E solani Aj2 se obtuvieron a la lactona resorcilica monor-
dena A (3), aislada previamente a partir Chaetomium chiversii, Monoci-
llium nordinii y Pochonia chlamydospora y con actividad antineoplasica,
antibidtica y estimulante en el crecimiento capilar, y a las naftoquinonas
4-7, las cuales se encuentran distribuidas en plantas, algas, bacterias y
hongos como Fusarium spp., Cladosporium spp., y Chloridium sp. Las ac-
tividades descritas en la literatura para las naftoquinonas son antibacte-
rianas, antiﬁ’mgicas, antipahidica, citotdxicas, entre otras.

(3) Monorden A

OH O OH O
HO O~ “ O
OH O OH O
(4) Fusarubina (5) Anhidrofusarubina (6) Javanicina R=CHj

(7) Norjavanicina  R=H

 De Neocurcubitaria sp. CRS se aislé el compuesto mayoritario E-zeara-
lenona (8) y su derivado hidroxilado 8"-hidroxizearalenona (9). Estas
micotoxinas, identificadas también en Gibberella zeae y Fusarium spp.,
son altamente téxicas para el ser humano, ademas de poseer actividad
antimicrobiana in vitro contra Cryptococcus neoformans y S. aureus sensi-
ble y resistente a meticilina, y protectora contra las células B-pancrea-
ticas.

(0]
(8) Zearalenon R
(9) 8-Hidroxizearalenona R

=H

=OH

« Del hongo CRr34 se aislaron los ciclodepsipéptidos Sch 217048 (10) y
Sch 378161 (11),los andlogos novedosos 12-14 y el dcido azelaico (15).
Algunos ciclodepsipéptidos descritos en la literatura poseen actividad
citotdxica, antimicrobiana, antiviral, antihelmintica, antipaladica y fi-
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totoxicidad. Los compuestos 10y 11 han sido evaluados también como
antagonistas de los receptores de neurotaquinina NK1 y NK2. En el caso
de 15, este producto es ampliamente utilizado como cosmético en tra-
tamientos dermatoldgicos de rosicea, acné, melasma, entre otros.

cly
MeVal
o;\N/\f
NH2

MeG\n
MeGlu \H\i

(10) Sch 217048

Proy

MeVal

MeGIn
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Proz

11) Sch 378161
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(14

« De Thelonectria sp. AJ28 se aislaron a las antraquinonas przewalsqui-
nona B (16), alantoina (17) y 5-cloroemodina (18) y a las biantronas
trans- y cis-emodina-fiscion diantronas (19 y 20) y emodina-diantronay
meso-emodina-diantrona (21y 22). Este tipo de metabolitos representa
una familia de policétidos sumamente conjugados que se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza, principalmente en plantas,
liquenes (Parmelia spp.) y hongos de los géneros Aspergillus, Penicillium y
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Microsporum. Las actividades bioldgicas de este tipo de compuestos son
diversas, encontrindose potencial como agentes citotdxicos (activos en
lineas celulares de leucemia, carcinoma colonorectal, cervicouterino,
melanoma, entre otros), antimicrobianos (contra S. aureus, Chlamydia
psittaci y P. aeruginosa), antiparasitarios (Plasmodium falciparum), anti-
rretrovirales y purgantes.

(16) Przewalsquinona B Ry=OH, Rp=H, R3=0CH;
(17) Alatonina R4=0H, Ry=H, R;=OH
(18) 5-Cloroemodina R4=Cl, R,=OH, R;=H

- R . f '
trans-Emodina-fiscion Ry=0CHy "y=H; HU-10/H-10' 0 Hp10/HU-10
cis-Emodina-fiscion R{=0CHj' Rp=H; HO-10/HU-10' 0 HU-10/HO-10"
(£) Emodina diantrona R4/R,=H
meso-Emodina diantrona  R4/R,=H

+ De hongo crg8 (Orden Hypocreales) se obtuvo a la decalina NBRI
17671 (23), la cual ha mostrado antimicrobiana contra S. aureus.

(23) NBRI 17671

Una vez caracterizados a todos los compuestos, se evalué su actividad anti-
microbiana in vitro contra el panel de bacterias ESKAPE, empleando el ensayo de
microdilucién en pacas de 96 pozos. Los resultados de aquellos compuestos que
a mostraron actividad contra al menos una de las cepas de prueba se muestran
en la tabla 2.
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Tabla 2. Actividad antimicrobiana de los compuestos aislados.
Porcentajes de inhibicién mostrados >50.0% (excepto A. baumannii).

1 75.0 93.7 80.0 8o0.0

3 74.2

4 56.2 59.1 559

6 54.9 68.3

8 65.3

10 13.3 LI 3
11 6.7 3.3
15 76.8 82.7

17 58.5 54.2 69.1

18 89.6 85.9 82.2 82.8

23 50.0 64.4 75.3 83.6 97.5

CMlIa 3.8° 162.5° 0.1¢ 2.5° 3.8° 5.0¢

*Concentraciones de prueba en pg/mL. *Concentracién minima inhibitoria de los con-
troles positivos en pg/mL; *vancomicina; “ampicilina; ‘gentamicina.

Fuente: elaboracién propia.

Se destaca que la mayoria de los compuestos presenté actividad contra los
organismos Gram positivos S. aureus sensible y resistente a meticilina y E. faecalis
sensible y resistente a vancomicina. También resalta la actividad, aunque mar-
ginal, de 10 y 11 los tinicos productos activos, contra las cepas sensibles y multi-
rresistentes de A. baumannii. Ante este escenario, se decidi6 probar su toxicidad
in vitro empleando el modelo animal de Galleria mellonella (figura 3). Se observa
que 10 (100 pg/mL, DMSO 2 %) no disminuye la sobrevivencia de G. mellonella en
comparacioén con los vehiculos de referencia, mientras que 11 presenta una ligera
toxicidad (10 %) al cuarto dia de ensayo, lo cual pudo deberse a que 11 presenta
mayor solubilidad en dimetilsulféxido [DMSO] a 2 % y 10 %. Actualmente se

55

5.0

3.6
3.6

6400.0°
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espera recibir un nuevo lote de larvas de G. mellonella para realizar la actividad in
vivo de estos dos compuestos.

Figura 3. Ensayo y resultados de toxicidad in vivo en G. mellonella de 10 y 11.
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Fuente: elaboracién propia.

Labioprospeccién en la Sierra Madre Oriental permitié el aislamiento de 54 taxa
fangicos los cuales fueron identificados mediante la secuenciacién de la regién
its del adrr. Los extractos orgénicos de seis cepas mostraron un potencial anti-
microbiano significativo contra organismos del grupo eskape. El estudio qui-
mico-biodirigido de los extractos de los hongos CR34, Neocurcubitaria sp. CRss,
Orden Hypocreales CRr98, E solani Aj2, Thelonectria sp. Aj28, y Oidiodendron sp.
CG-3, mediante técnicas cromatograficas de vanguardia, permiti6 la obtencién
de 23 metabolitos secundarios caracterizados empleando andlisis de sus espec-
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tros de HRMS-MS/MS y RMN. De estos, tres ciclodepsipéptidos fueron novedosos
y la mayoria de los compuestos puros evaluados presenté actividad contra los or-
ganismos Gram positivos S. aureus sensible y resistente a meticilina, y E. faecalis
sensible y resistente a vancomicina. En particular, dos ciclodepsipéptidos fueron
activos contra cepas sensibles y multirresistentes a antibiéticos de A. baumannii'y
no téxico en el ensayo de G. mellonella. Finalmente, a nuestro saber, este proyecto
representa el primer estudio de bioprospeccién de hongos de agua dulce en Mé-
xico, y en particular de ascomicetos de la Sierra Madre Oriental.

Este trabajo formé parte de la tesis de doctorado de la doctora Itzel Rubi Yeve-
rino*y fue publicado en la revista Acs Omega 10: 5087-5096,° gracias al financia-
miento otorgado por Universidad Nacional Auténoma de México a través del
proyecto Direccién General de Asuntos del Personal Académico (DGAPA) PAPI-
IT IN203923 y al presupuesto otorgado por la Facultad de Quimica (PAIP 5000-
9145), ambos bajo la responsabilidad del doctor Mario Figueroa. Itzel Rubi Ye-
verino agradece al Consejo Nacional de Humanidades Ciencias y Tecnologias
(cvu niim. 817283) por la beca otorgada para sus estudios de doctorado.

4 Itzel Rubi Yeverino Sinchez. “Hongos de agua dulce como fuente potencial para el de-
sarrollo de nuevos agentes antimicrobianos”. Tesis doctoral (2025).

5 Itzel Rubi Yeverino Sinchez, Tania Paola Bocanegra Sosa, Laura Aguilar-Vega, Ro-
dolfo Garcia-Contreras, José L. Magafia-Gonzélez y Mario Figueroa. “New antimicrobial cyclo-
depsipeptides from a freshwater fungus from the Sierra Madre Oriental in Mexico”. Acs Omega 10
(2025): 5087-5096.
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