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CAPÍTULO 1 

 
 
 

INTRODUCCIÓN 

 
 

 

     El término “seta” se emplea para nombrar a un hongo macroscópico con 

cuerpo fructífero distintivo y lo suficientemente grande como para ser visto a 

simple vista y recolectado con la mano. Desde este punto de vista, son los 

basidiomicetos,  y algunas especies de ascomicetos, los que pertenecen a 

esta denominación.  Se estima que existen  alrededor de 140 000 especies 

de hongos en la Tierra,  de las cuales sólo un 10% son conocidas; y muy 

pocas han sido estudiadas. 1 

 

     Los basidiomicetos también se conocen con el nombre de macromicetos, 

y se consideran los más evolucionados del reino Fungi. Presentan una gran 

variedad de tamaños y formas, así como de colores. (Figura 1)2    Crecen en 

materia orgánica muerta, ayudando a su descomposición, lo cual les da un 

gran valor ecológico, además de tener un gran valor nutricional: su contenido 

de proteínas puede variar del 10 al 40%; el de carbohidratos del 3 al 21%,  

del 3 al 35% de los cuales es fibra  (peso seco) y del 2-8%,  grasa.  

 

 

1 



 2 

                                

   A)                                                                          B)  

 

C) D) 

                                   

    E)        F) 

Figura 1. Aspecto de varias especies de basidiomicetos: A) Coriolus 

versicolor, B) Pleurotus ostreatus, C) Armillaria mellea, D) Lentinus edodes, 

E) Grifola frondosa, F) Ganoderma lucidum. 
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Metabolismo de los hongos. 

 

     El metabolismo primario de un organismo incluye una serie de reacciones 

químicas catalizadas por enzimas - degradativas y sintéticas – que proveen 

al organismo de su energía, intermediarios sintéticos y sus macromoléculas 

claves para el desarrollo, como el ADN y las proteínas. 

 

     Por otro lado, el llamado metabolismo secundario envuelve a todos 

aquellos procesos sintéticos en los que los productos finales - los 

denominados metabolitos secundarios - no juegan un papel fundamental en 

la economía del organismo. 

 

     Mientras que el metabolismo primario es esencialmente el mismo para 

todos los sistemas vivos, el metabolismo secundario está restringido a 

formas de vida inferiores y es especie - e incluso, individuo - específico. 

 

     Al respecto,  el crecimiento y metabolismo de un hongo en condiciones 

de cultivo acuoso pasa por una serie de fases. Inicialmente hay una etapa 

balanceada - denominada también trofofase -, en la que el organismo crece 

a una velocidad exponencial con el consumo correspondiente de nutrientes 

esenciales a una velocidad constante; la producción de metabolitos 

secundarios raramente se observa durante esta etapa. 

 

     Al término de esta primera fase, la fuente de nitrógeno está prácticamente 

agotada, y es aquí donde inicia la llamada idiofase, en la cual, debido al 
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agotamiento de nitrógeno, la replicación celular cesa y se llevan a cabo una 

serie de cambios metabólicos en las especies, lo que origina la producción  

de metabolitos secundarios. Ésta continúa hasta que la fuente de carbono se 

agota y comienza la autolisis. 

   

     Algunos de los cambios metabólicos sugeridos incluyen la acumulación 

de intermediarios que ocasionan la inducción de la síntesis de enzimas 

necesarias para formar compuestos nuevos, o bien, la activación de algunas 

enzimas producidas durante la trofofase. (Figura 3).      

 

 

     Figura 2. Fases del metabolismo de los basidiomicetos 

 

 

     Los metabolitos secundarios pueden ser obtenidos mediante extracción a 

partir del basidiomiceto recolectado en el campo (cuerpo fructífero), o bien, a 

partir de basidiomicetos cultivados in vitro como cuerpos fructíferos o 
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micelios; el cultivo in vitro de basidiomicetos permite controlar condiciones 

de crecimiento (como pH, humedad, temperatura y ciclos de luz-oscuridad) y 

eliminar posibles contaminantes que pudieran interferir con el desarrollo de 

estudios para evaluar su posible actividad biológica. Otra  ventaja del cultivo 

in vitro de basidiomicetos es la capacidad de estos hongos para producir 

metabolitos secundarios y secretarlos al medio de cultivo líquido, de donde 

pueden ser extraídos para realizar estudios químicos, bioquímicos y 

biológicos. 

 

     En cultivos líquidos, los metabolitos secundarios se acumulan tanto en el 

medio de cultivo como en el micelio del hongo. Para un mismo compuesto, la 

distribución entre el medio de cultivo y el micelio se encuentra 

correlacionado con la solubilidad en agua y con la facilidad de cada 

compuesto de atravesar las membranas celulares.3,4 

 

     Basidiomicetos y sus usos a lo largo de la historia. 

 

     Gran cantidad de hongos han sido, desde hace mucho tiempo, 

apreciados como alimentos muy nutritivos por diversas culturas en el 

mundo.1-13 

 

     Para los antiguos romanos y griegos, los hongos eran “el alimento de los 

Dioses”, y Aristóteles, Platón y Sófocles fueron algunos de los personajes 

que formaron parte de rituales en los que se les  consumía.  
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     Por otro lado, los egipcios los consideraban como un “regalo del dios 

Osiris”, y su uso era tan venerado que incluso acompañaban a los faraones 

en su viaje hacia la otra vida. 

 

     De la misma manera, para las culturas mesoamericanas, los hongos eran 

sagrados; éstos se empleaban en ceremonias sacramentales por sus 

propiedades psicoactivas y alucinógenas desde tiempos anteriores al 3000 

a.C. 

 

     Para la cultura oriental, los hongos eran vistos como “el elíxir de la vida”; 

éstos han formado la piedra angular dentro de su medicina tradicional desde 

hace miles de años, ya que se les reconoció como organismos con grandes 

beneficios para la salud.  El consumo de los basidiomicetos dentro de la 

cultura oriental es muy variado; se consumen como: extractos acuosos 

calientes, concentrados, licores o polvos empleados para formular tónicos, 

tinturas, tés, sopas y formulaciones herbales.    
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     Actualmente, el uso de los macromicetos se ha extendido alrededor del 

mundo; países como Corea, China y Japón en Oriente, así como Rusia, 

Estados Unidos y Canadá han incorporado el uso de estos hongos para el 

tratamiento de diversas enfermedades.14-16 

 

 

 

 

 

Hongos medicinales importantes en Asia Oriental 

Auricularia aurícula 

Lentinus edodes 

Ganoderma lucidum 

Coriolus versicolor 

Grifola frondosa 

Schizophyllum commune 

Hericium erinaceus 

Tremella fuciformis 

Poria cocos 

Tabla I. Algunos de los macromicetos medicinales más importantes en 
Asia Oriental. 
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 Estudios de actividad biológica de compuestos activos presentes en 

cuerpo fructífero, micelio y medio de cultivo de basidiomicetos 

medicinales. 

 

     Muchos de los basidiomicetos que se emplean alrededor del mundo 

pueden agruparse dentro de los hongos funcionales, es decir, que contienen 

un componente (sea nutriente o no) que afecta de manera positiva una o 

más funciones del cuerpo. Lentinus edodes, por ejemplo, es considerado un 

modelo de hongo funcional.   En la actualidad,  los basidiomicetos, entre la 

gran diversidad de organismos vivos, se consideran la mayor fuente de 

Efectos terapéuticos encontrados en basidiomicetos de Oriente 

Actividad inmunomoduladora 

Actividad antimicrobiana y antiviral 

Actividad antitumoral 

Actividad antiinflamatoria 

Hipocolesterolemiante 

Hipoglucemiante 

Hepatoprotector 

Actividad Antioxidante 

Tabla II. Principales efectos terapéuticos encontrados en basidiomicetos 
de oriente.15-19 
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productos naturales biológicamente activos, ya sean compuestos 

constitutivos del macromiceto, o bien, alguno de la gran cantidad de 

metabolitos secundarios que tienen capacidad de producir.20, 21 

 

     A la fecha se han aislado diversas substancias a partir de especies de 

basidiomicetos que crecen en oriente para las cuales se ha demostrado 

actividad antitumoral, inmunomoduladora, hipoglucemiante, 

hipocolesterolemiante y antioxidante, entre otras. 

 

     En este sentido algunos de los basidiomicetos más estudiados son:  

 

     Lentinus edodes. 

 

     Este basidiomiceto, también llamado Shiitake, es el segundo hongo 

comestible más comúnmente producido en el mundo. Además de ser una 

delicia culinaria, tiene una aplicación en medicina tradicional en Asia que 

data de hace más de 2000 años.  Tiene actividad antitumoral comprobada 

desde 1969, cuando Ikekawa observó que los extractos acuosos en caliente 

de este macromiceto inhibían el crecimiento del sarcoma 180 inducido en 

ratones; en este mismo año, Chihara y cols. aislaron un polisacárido 

antitumoral de este hongo y le denominaron lentina.22, 23 

 

     Se ha demostrado que uno de los principales mecanismos para la 

actividad antitumoral de este hongo consiste en su actividad potenciadora 

del sistema inmune.24 En 1984, Chihara y Hamuro comprobaron el aumento 
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en la producción de interleucina 1 y Factor Estimulante de Colonias (CSF), 

además de activación del sistema del complemento ocasionado por la 

lentina.   Así mismo, en 1987 describieron un aumento en la secreción de 

interleucina 12, lo que favorece la diferenciación de los linfocitos hacia 

células TH1, como uno de los principales mecanismos para el efecto 

antitumoral producido por este Basidiomiceto. 25, 26 

 

     Por otro lado, también se ha comprobado que la lentina estimula a las 

células NK y, en general, aumenta la actividad de los macrófagos. 

 

     Otra de las actividades farmacológicas reportada para este hongo es la 

actividad antimicrobiana y antiviral.   En 1999, Hirasawa y cols. fraccionaron 

extractos obtenidos a partir de cuerpo fructífero seco y obtuvieron tres tipos  

de sustancias con actividad contra Streptococcus spp, Actinomyces spp, 

Lactobacillus spp, Prevotella spp y otros microorganismos de origen bucal.27   

Estudios realizados por Hatvani, en 2001, con muestras de medio donde se 

cultivó este hongo, demostraron que tenía actividad bacteriostática contra 

Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus y Bacillus megaterium. 28  

En 2005, Hiroko y cols. demostraron diferencias significativas en la actividad 

antimicrobiana de filtrados de medio de cultivo de L edodes dependientes de 

la composición de nutrientes del mismo.29 

 

     Adicionalmente a estos efectos, se ha reportado que compuestos 

presentes en L. lepideus  producen efecto hepatoprotector, 

hipocolesterolemiante e hipoglucemiante.19, 29, 30 
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Ganoderma lucidum 

 

     Ganoderma lucidum es un basidiomiceto que ha sido empleado con 

propósitos medicinales desde hace cientos de años, especialmente en 

China, Corea y Japón, donde ha recibido distintos nombres como: Linghzhi, 

Youngzhi y Reishi, respectivamente, siendo este último el más conocido.31 

 

     Este hongo ha sido ampliamente investigado; Kim y cols., en 1993, 

observaron una importante actividad antimicrobiana contra bacterias Gram 

positivas producida por  extractos de biomasa de este hongo32; sin embargo, 

pocos estudios se han efectuado a partir de extractos del medio de cultivo. 

 

     Del mismo modo, se ha visto que posee un importante efecto 

hepatoprotector;  Shieh y cols. reportaron en 2001 que el principal 

mecanismo para esta actividad es su gran capacidad de atrapar radicales 

libres33; por otro lado, Kabir y cols., en 1988, encontraron que al administrar 

extractos de este hongo a ratas producía  un importante efecto 

hipocolesterolemiante34.  Noguchi y cols., por otro lado, reportaron su 

actividad inhibitoria de la enzima 5α reductasa36.   Además, Song y cols., en 

2004, reportaron un importante efecto anti-angiogénico producido por 

extractos etanólicos de G. lucidum.  mediado por inhibición de la producción 

de óxido nítrico.    
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     A partir de este macromiceto se han aislado distintos componentes que 

incluyen polisacáridos (como el PS-G), proteoglucanos (como GLIS), 

proteínas (como la LZ-8) y terpenoides, entre otros. 

 

     Para la mayoría de los proteoglucanos y polisacáridos  se ha comprobado 

su  potente actividad antitumoral mediada principalmente por estimulación 

del sistema inmune36.   En 1993, Wang y cols. describieron el efecto 

antitumoral de PS-G como una estimulación de macrófagos y linfocitos T, lo 

que llevaba a un aumento en la síntesis y liberación de citocinas, entre las 

que se encontraban  IL-1β, IL-6, TNF-α, e IFN-γ37.  Zhang y cols., en 2002, 

reportaron una activación directa de los linfocitos B (activación, proliferación, 

diferenciación y producción de inmunoglobulinas) por GLIS, uno de los 

proteoglicanos activos provenientes del micelio o cuerpo fructífero de G. 

lucidum.38 

 

 

Armillaria mellea. 

 

     Este basidiomiceto, también conocido como Mi Huan Jun, ha sido usado 

como parte de la medicina tradicional en forma de tabletas para el 

tratamiento del mareo, cefalea, insomnio, y convulsiones en niños.   

Watanabe y cols. demostraron, en 1990, que metabolitos químicamente 

derivados de adenosina sintetizados por A mellea son los responsables de 

su efecto sobre la  actividad cerebral39.   En ese mismo año, Obuchi y cols. 

aislaron y caracterizaron químicamente el ácido armilárico, un compuesto 
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obtenido a partir de micelio de este macromiceto, el cual demostró tener 

importante actividad contra Micrococcus luteus y Staphylococcus  aureus, 

así como actividad contra Candida albicans.40 

 

     Por otro lado, Shamtsyan y cols., en 2004, demostraron que extractos 

acuosos obtenidos a partir de micelio y de cuerpo fructífero de este 

basidiomiceto tienen actividad inmunomoduladora y antitumoral.   En este 

estudio se observó que para lograr su efecto inmunoestimulante los 

extractos afectan a todas las células inmunocompetentes; producen un gran 

efecto mitogénico en las células linfoides, además de favorecer la síntesis de 

citocinas proinflamatorias en sangre periférica y promover a las células que 

participan en la respuesta inflamatoria.41 

 

Coriolus versicolor 

 

     También llamado Cola de pavo o Yun Zhi, de este basidiomiceto se han 

aislado ya varias fracciones como el coriolan, el PSP y el PSK (o Krestin), 

todas estas fracciones están compuestas por heteroglucanos unidos a 

proteínas. 

 

     Se ha reportado que estas fracciones tienen la capacidad de disminuir la 

glicemia y los niveles plasmáticos de colesterol, especialmente el coriolan.   

Además, Mau y cols., en 2002, comprobaron la actividad antioxidante de 

extractos metanólicos de C. versicolor, que si bien resultó inferior que la de 
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G. lucidum, demostró poseer una buena capacidad para atrapar radicales 

libres.41 

 

     Así mismo, se ha demostrado que la fracción D, aislada de este 

macromiceto, induce un incremento significativo en la producción de IL-1β, 

GM-CSF, y TNF-α, a partir de macrófagos de bazo de ratones, en un 

experimento realizado por Kodama y cols, en el 200142; éste ha sido sólo 

uno de los estudios efectuados para comprobar la actividad 

inmunoestimulante y antitumoral de C. versicolor. 43,44          

 

Grifola frondosa 

 

     Del cuerpo fructífero de este basidiomiceto, también conocido como 

Maitake, se han obtenido diversas fracciones, entre ellas  la fracción D, que 

aumenta la secreción de IL-1β efectuada por los macrófagos, además de 

incrementar la secreción de TNF-α e IFN-γ, elevando así la actividad de las 

células NK, así mismo, establece un predominio de las células TH1 sobre las 

TH2, lo cual aumenta la inmunidad celular.     Otra de las fracciones es el 

grifolan, la cual se ha observado que incrementa la producción de IL-1, IL-6 y 

TNF-α.   Una tercera fracción es el MD, fracción obtenida a partir de la 

purificación de la fracción D, que ha demostrado aumentar el crecimiento de 

las células de médula ósea y promover su diferenciación a CFU-GM, 

además de aumentar la producción de óxido nítrico sintasa.45,46 
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     Por otro lado, Shamtsyan y cols., comprobaron en 2004 que extractos 

acuosos provenientes del micelio de este macromiceto poseen una acción 

inmunoestimulante, que incluye la respuesta de todas las células 

inmunocompetentes.    

 

     Uno de los últimos polisacáridos unidos a péptido que ha sido aislado de 

micelio de este basidiomiceto es el GFPPS1b; en 2007, Cui y cols. 

demostraron que tiene la capacidad de inducir apoptosis en células 

tumorales SGC-7901.  

 

     Adicionalmente a estas propiedades farmacológicas, se ha descrito que 

los extractos de micelio o cuerpo fructífero poseen actividad antihipertensiva 

e hipoglucemiante  

          

     México es un país destacado por su alta diversidad biológica, 

determinada en gran parte por su ubicación geográfica y su compleja 

orografía, lo que da lugar a las más variadas condiciones de temperatura, 

humedad y presión atmosférica, aptas para una gran cantidad de 

organismos con necesidades diferentes. 

 

     Dadas las condiciones enunciadas anteriormente,  existen en el país 

alrededor de 200 000 especies de macromicetos,  de las cuales sólo cerca 

de 7000 se han estudiado y clasificado adecuadamente  y de éstas muy 

pocas han sido evaluadas en relación a su actividad biológica. 
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     Por este motivo, y considerando los antecedentes de actividad biológica 

encontrados en algunas especies de basidiomicetos que crecen en  oriente,  

se decidió realizar un estudio sistemático  de 10 especies de macromicetos  

originarias del noreste del país con el objetivo de evaluar su actividad 

biológica y determinar su utilidad como posibles fuentes de compuestos con 

potencial farmacológico.     

 

 En esta investigación se evaluó la actividad antioxidante, el efecto 

inmunomodulador, la actividad antimicrobiana y el efecto citotótoxico de 10 

especies de macromicetos del noreste de México, seleccionadas con base 

en criterios etnofarmacológicos y quimiotaxonómicos.  
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OBJETIVO GENERAL. 
 

 

 
          Investigar la producción de metabolitos secundarios 

farmacológicamente activos de macromicetos del noreste de México, 

cultivados in Vitro. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 18 

 

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 
 
 
 

1.- Cultivar los macromicetos en fase acuosa a partir de muestras obtenidas 
de cultivos en fase sólida in vitro. 
 
 
 
2.- Obtener muestras de medio donde se cultivó cada uno de los 
macromicetos a distintos tiempos de crecimiento. 
 
 
 
3.-Evaluar la actividad biológica (citotoxicidad, actividad antioxidante, 
antimicrobiana e inmunomoduladora) de las muestras obtenidas. 
 
 
 
4.-Realizar el fraccionamiento biodirigido de las muestras que presenten 
mayor actividad o que resulten de particular interés. 
 
 
 
5.- Evaluar la actividad biológica de las fracciones obtenidas 
 
 
 
6.- Realizar la caracterización química preliminar de la fracción que tenga la 
mayor actividad biológica. 
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CAPÍTULO 2 

 
 
 

MATERIAL Y MÉTODOS 

 
 

 

2.1 MATERIAL. 

 
 
 

2.1.1 MATERIAL BIOLÓGICO. 

 2.1.1.1 MATERIAL FÚNGICO. 

     Los basidiomicetos evaluados en este estudio provinieron de cultivos de 

carpóforos frescos de Ganoderma sp., Ganoderma applanatum, Ganoderma 

lobatum, Coriolus versicolor, Lentinus lepideus, Calvatia cyathiformis, Suillus 

luteus , Suillus lakei, Armillaria tabescens y Armillaria mellea; éstos fueron 

recolectados en bosques templados de coníferas y encinos de Galeana, N.L. 

en el año 2001. Los hongos fueron clasificados taxonómicamente, 

registrados y aislados en el Departamento de Silvicultura de la Facultad de 

Ciencias Forestales de la U.A.N.L., campus Linares. 
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 2.1.1.2 LÍNEAS CELULARES. 

     Se emplearon células de hígado de Chang para evaluar la citotoxicidad 

de las muestras, así como la actividad antioxidante.   La línea provino de la 

American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, VA, E.U.A. 

 

 2.1.1.3 MATERIAL MICROBIOLÓGICO. 

     Se emplearon las siguientes cepas de microorganismos, obtenidos de la 

ATCC y del Laboratorio Interdisciplinario de Investigación Dermatológica del 

Hospital Universitario “Dr José Eleuterio González”. 

a) Escherichia coli ATCC 25922.  

b) Staphylococcus aureus ATCC 25923. 

c) Candida albicans ATCC 90028 y LIID Z-83. 

d) Mycobacterium smegmatis LR-222 

e) Sporothrix schenkii LIID713 y LIID1458. 

 

2.1.1.4 ANIMALES. 

     Se utilizaron ratones machos de la cepa BALB/c entre las 8 y 12 semanas 

de edad, con un peso promedio de 35g, los cuales se obtuvieron del bioterio 

del Departamento de Farmacología y Toxicología de la Facultad de Medicina 

de la UANL.  Los animales se mantuvieron en jaulas de acrílico, con tapa de 

rejilla metálica, bajo las siguientes condiciones: ciclo de luz-oscuridad de 12 

horas, temperatura de 25ºC y con administración de agua y alimento ad 

libitum. 
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2.1.1.5. GLÓBULOS ROJOS DE CARNERO. 

     Los glóbulos rojos de carnero fueron obtenidos del Departamento de 

Inmunología de la Facultad de Medicina de la UANL. 

 

2.1.1.6. SUERO DE COBAYO. 

     El suero de cobayo se obtuvo de cobayos del bioterio del Departamento 

de Farmacología y Toxicología de la Facultad de Medicina de la UANL. 

 

2.1.2. MATERIAL Y EQUIPO. 

Aditamento metálico para aplicación de muestra. 

Asa bacteriológica de platino (Baxter). 

Autoclave Market Forge Sterilmatic. 

Balanza analítica Meltter-Toledo AB204. 

Balanza granataria Meltter-Toledo PB3002. 

Balanza granataria.  

Cajas de Petri 100 x 15mm desechables. 

Cámara de Neubauer. 

Campana de flujo laminar, Labconco. 

Campana de flujo laminar modelo NU-425-400, NUAIR. 

Centrífuga Spinchron KR, Beckman. 

Cubreobjetos.  

Embudo de separación de 250ml, Pyrex. 

Embudos de filtración talle largo, Pyrex. 

Espectrofotómetro Bio Assay Reader HTS7000, Perkin Elmer. 
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Espectrofotómetro UV-VIS DU-7500, Beckman. 

Espectrómetro de Luminiscencia LS50B, Perkin Elmer. 

Frascos de cultivo T25, Costar. 

Frascos de vidrio de 100, 250 y 500ml con tapón de rosca, Pyrex. 

Hisopos. 

Incubadora modelo 5410, NAPCO. 

Invertoscopio Axiovert 100, Calr Zeiss. 

Matraces Erlen-Meyer de fondo plano de 500ml y 2 litros, Pyrex. 

Membranas de filtración de 0.22 µm, Millipore. 

Liofilizador Freezemobile 12L modelo 6211-0120, VirTis; y viales para 

liofilización de 300ml, Labconco. 

Papel filtro Whatman # 1. 

Placa de calentamiento con agitador magnético, Sigma.  

Placas de cultivo de 6 celdillas, Costar. 

Placas de cultivo de 96 celdillas, Costar. 

Pipetas automáticas y puntillas de: 10-100, 20-200, 100-1000 y 1000-5000µl, 

Eppendorf.  

Pipetas múltiples 50-300 µl, LabSystems. 

Pipetas lineales de 1, 5, 10 y 25 ml, Pyrex. 

Pipetas Pasteur de vidrio y desechables, Kimble. 

Pipeteador automático Pipet-aid, Drummond Scientific Co. 

Portaobjetos, Corning. 

Potenciómetro Ф320 pH meter, Beckman. 

Probetas de vidrio de distintas capacidades, Pyrex 

Raspador de células, Scientific Co. 
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Rotavapor 011 Büchi. 

Tubos para centrífuga de 15ml 430055, Corning. 

Tubos de ensayo de diversas capacidades, Pyrex.  

Varillas en L desechables 

Vasos de precipitado de distintas capacidades, Pyrex. 

Vórtex, American Scientific Products. 

 

2.1.3 REACTIVOS. 

 2.1.3.1 Reactivos para el cultivo in vitro de los macromicetos. 

Agar      DIFCO 

Agua bidestilada 

Cloruro de calcio    Merck 

Cloruro férrico    Sigma 

Cloruro de sodio    Sigma 

D-(+)-glucosa    Sigma 

Extracto de malta    Bioxon 

Extracto de levadura   Bioxon 

Fosfato de amonio    Merck 

Fosfato de potasio monobásico  Sigma 

Hidrocloruro de tiamina   Sigma 

Sulfato de magnesio heptahidratado PQM 

Ácido cítrico monohidratado  PQM 

Fosfato de sodio dibásico   Baker 
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 2.1.3.2 Reactivos para el fraccionamiento del medio de cultivo. 

Sulfato de sodio anhidro   Fermont 

Etanol      Fermont 

Hexano     Fermont 

Acetato de etilo    Fermont 

Butanol     Fermont 

 

 2.1.3.3 Reactivos para el cultivo celular, prueba de MTT, prueba 

de DCFDA y técnica de Cunningham. 

Acetona        Fermont 

Ácido acético glacial      J.T. Baker 

Ácido ascórbico       Sigma 

Ácido clorhídrico       Fermont 

Bromuro de 3- [ 4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio 

MTT         Sigma 

Diacetato de 2´,7´- diclorofluoresceína (DCFDA)  MP 

Cloruro de sodio       Sigma 

Cloruro de potasio       Sigma 

Éter etílico        PQM 

Fosfato de sodio monobásico     Sigma 

Fosfato de potasio dibásico     Sigma 

Fosfato de potasio monobásico     Sigma 

Hidróxido de sodio       PQM 

Isopropanol        PQM 
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Medio esencial mínimo (MEM)     Sigma 

Metanol        Fermont 

Parafina 

Suero fetal bovino       Sigma 

Tripsina        Sigma 

Xantina Oxidasa grado IV      Sigma 

 

 2.1.3.4 Reactivos para el cultivo microbiológico y prueba de 

actividad antimicrobiana. 

Agar bacteriológico # 1     Oxoid 

Agar Saburaud     DIFCO 

Caldo Müeller-Hinton    DIFCO 

Cloruro de calcio     Merck 

Cloruro de magnesio    Sigma 

Cloruro de sodio       Sigma 

Medio de conservación Skim Milk  Oxoid 

Sangre 

 

 2.1.3.5 Reactivos para realizar el rastreo fitoquímico preliminar. 

Ácido bórico     Sigma 

Ácido gálico     Sigma 

Ácido pícrico     Fermont 

Ácido sulfúrico    Sigma 

Ácido tartárico    PQM 
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Albúmina sérica bovina   Sigma 

Anhídrido acético    Merck 

Carbonato de sodio    Merck 

Cloruro de mercurio II   J.T. Baker 

Fenol      PQM 

Gelatina     Merck 

Nitrato de bismuto    Fermont 

Reactivo de Folin Ciocalteau  Sigma 

Sulfato de cobre    Sigma 

Tartrato de sodio y potasio  Sigma   

Yodo      Sigma 

Yoduro de potasio    Fermont 
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2.2 MÉTODOS. 

 

 

      2.2.1 Cultivo in vitro de macromicetos. 

2.2.1.1 Cultivo de macromicetos en medio sólido. 

     El cultivo de los macromicetos se realizó en condiciones de esterilidad, 

dentro de una campana de flujo laminar. A partir de cepas puras de 

Ganoderma sp., Ganoderma applanatum, Ganoderma lobatum, Coriolus 

versicolor, Lentinus lepideus, Calvatia cyathiformis, Suillus luteus, Suillus 

lakei, Armillaria tabescens y Armillaria mellea, se tomaron muestras de 

micelio con un bisturí estéril  y se colocaron en cajas Petri que contenían 

medio modificado de Melin- Norkrans, a pH 6.5; este medio de cultivo fue 

solidificado utilizando agar bacteriológico. Las cajas Petri sembradas se 

sellaron con parafilm y se incubaron durante 2 semanas a una temperatura 

de 25ºC y con ciclos de luz-oscuridad de 12 h.  

 

2.2.1.2 Cultivo de macromicetos en medio líquido. 

     Se utilizaron como inóculos discos provenientes de los cultivos en medio 

sólido de las 10 cepas de macromicetos; estos inóculos se sembraron en 
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matraces Erlen-Meyer que contenían 150ml de medio modificado de Melin-

Norkrans, a pH 6.5. Los matraces se dejaron incubar a 25ºC, con ciclos de 

luz-oscuridad de 12h, durante el tiempo establecido para la toma de cada 

una de las muestras a evaluar. 

 

2.2.2 Obtención de muestras de medio de cultivo a evaluar. 

     Las muestras a evaluar fueron aquellos medios de cultivo que 

cumplieron: 6 horas (muestra  de tiempo basal), 1 semana (muestra de 

tiempo corto), 1 mes (muestra de tiempo intermedio) y 2 meses (muestra de 

tiempo largo) de incubación. 

 

     Para obtener la muestra, se separó la biomasa del medio de cultivo 

mediante filtración; el medio de cultivo fue llevado a sequedad mediante 

liofilización y almacenado a -4ºC hasta su posterior evaluación. 

 

2.2.3 Evaluación de la actividad biológica de las muestras. 

2.2.3.1 Evaluación de citotoxicidad. 

 2.2.3.1.1 Cultivo en placas de 96 celdillas y mantenimiento de 

células de Chang.  

     Para la evaluación de la citotoxicidad de las muestras de medio de cultivo 

se emplearon células de hígado de Chang. Estas células se mantuvieron en 

crecimiento en frascos de cultivo utilizando como nutriente  medio esencial 

mínimo (MEM) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), a una 
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temperatura de 37ºC y una atmósfera de 95% aire/ 5% CO2, hasta la 

formación de  monocapa. 

 

     Las células que ya formaron monocapa fueron expuestas a 1 ml de 

tripsina al 0.25% durante 10 minutos con el objetivo de desprender la 

monocapa adherida al frasco de cultivo, posteriormente se añadió un 

volumen igual de MEM + 10% de SFB, para desactivar la tripsina; las células 

despegadas fueron homogeneizadas, y ajustadas a una densidad celular de 

1x104/ 0.1ml. Luego de ajustar la cuenta celular, se colocaron 0.1ml de la 

suspensión celular a cada celdilla de la placa de 96 pozos, se selló la placa y 

se incubó a 37ºC en atmósfera 95% aire / 5% CO2, durante 24-48hr hasta la 

formación de monocapa celular. 

 

2.2.3.1.2 Preparación de las muestras de medio de cultivo de las 

diferentes especies de macromicetos para la realización de la prueba 

del MTT y de DCFDA. 

     Se preparó una solución de 10mg/ml de cada una de las muestras de 

medio de cultivo liofilizado obtenidos a diferentes tiempos, disueltos en 

MEM; las muestras fueron esterilizadas por filtración a través de filtros 

millipore de 0.22 µm de tamaño de poro.  
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 2.2.3.1.3 Exposición de las células a las muestras de medio de 

cultivo. 

     Se retiró el medio de cultivo a la placa donde se encontraban las células, 

y se colocaron en cada pozo 0.2 ml de cada una de las 6 diluciones  

previamente hechas para cada muestra de medio a evaluar. La placa se 

incubó a 37ºC a una atmósfera de 95% aire / 5% CO2 durante 48 horas. Se 

emplearon 3 celdillas para cada una de las diluciones y en todas las placas 

se colocaron celdillas solo con MEM que fungieron como control. Cada 

experimento se repitió un mínimo de tres ocasiones por separado. 

 

      2.2.3.1.4 Medición de la citotoxicidad. 

     La citotoxicidad se evaluó mediante la técnica de MTT; esta técnica se 

basa en la capacidad de las deshidrogenadas succínicas mitocondriales de 

las células viables para lograr la reducción del metiltiazoltetrazolio a 

formazán de acuerdo al método de Mossman 47(Figura 3).   Ésta se realizó 

48 horas después de la exposición inicial de las muestras a evaluar. 

 

 

 

 

Figura 3. Reacción efectuada durante la técnica de MTT. 
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          Primero se efectuó una revisión morfológica de la citotoxicidad, 

mediante la observación a distintos lentes de aumento (20X, 40X y 100X) en 

un invertoscopio. 

 

     Posteriormente se retiró el medio de cultivo de cada celdilla y se 

agregaron 0.1ml de una solución de MTT (0.5 mg/ml) en cada celdilla y se 

dejó incubar por 3 horas a 37ºC, en una atmósfera de 95% aire / 5% CO2. 

Pasado este tiempo, se retiró la solución de las celdillas y se agregaron 

0.2ml de alcohol isopropílico acidificado, luego de esto, se dejó incubar la 

placa en oscuridad a 25ºC por 30 minutos. Se midió 

espectrofotométricamente a una λ de 570nm.    

 

     Se consideró como CT0 a aquella concentración cuya absorbancia de la 

celdilla correspondiente fuera igual a la del control y CT100 a aquella 

concentración en la que la celdilla diera una absorbancia igual a cero. 

 

2.2.3.2 Evaluación de la actividad antioxidante. 

2.2.3.2.1 Exposición de células de hígado de Chang a las 

muestras de medio de cultivo de los basidiomicetos. 

          Esta técnica se llevó a cabo de la siguiente manera: se sembraron 

placas de 96 celdillas con células de hígado de Chang, a una densidad 

celular de   1 x 104 células/ml en las condiciones antes descritas.   Ya que se 
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formó la monocapa celular, se procedió a realizar la medición 

correspondiente 

 

2.2.3.2.2 Medición de la actividad antioxidante. Método del 

DCFDA. 

     La evaluación de la actividad antioxidante de las muestras de medio de 

cultivo se efectuó mediante el método de Bass y cols.48    En esta técnica se 

emplea el diacetato de diclorofluoresceína (DCFDA) como indicador 

intracelular de la presencia de especies reactivas de oxígeno (ROS). 

        
 
                            DCFDA             DCF 
 
 

Figura 4. Reacción efectuada durante la medición de actividad antioxidante. 
 
 

     El DCFDA es desacetilado intracelularmente a diclorofluoresceína (DCF), 

compuesto que fluoresce, mediante una reacción de oxidación que se lleva a 

cabo en presencia de especies reactivas de oxígeno; por lo tanto, la cantidad 

de DCF producida es directamente proporcional a la cantidad de ROS 

presente en el medio. (Figura 4). 

     La medición se realizó de la siguiente manera: una vez formada la 

monocapa, fue retirado el medio de cultivo y se le agregó a cada celdilla 

0.1ml de una solución de DCFDA 0.05 mg/ml y xantina oxidasa a 0.06 U/ml, 
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posteriormente, la placa se expuso a las muestras a evaluar en el mismo 

rango de concentraciones descrito para la prueba de citotoxicidad, 

añadiendo 0.1ml de cada dilución a cada celdilla.   La placa expuesta se 

incubó a 37ºC, y se llevaron a cabo mediciones espectrofotométricas a una 

λ= 485 nm de excitación y λ= 530 nm de emisión, cada hora durante las 

primeras 6 horas y al cumplir las 24 horas de exposición. Se emplearon 

como controles:  

a) DCFDA + MEM: como control negativo. 

b) DCFDA + Xantina oxidasa: como medida de la máxima capacidad 

oxidativa. 

c) DCFDA + Xantina oxidasa + Vitamina C: como punto de comparación 

en caso de encontrar efecto antioxidante, ya que éste es un 

compuesto del cual se ha estudiado ampliamente su capacidad para 

capturar especies reactivas de oxígeno.  

La evaluación se realizó en tres ocasiones diferentes en experimentos 

separados. 

 

2.2.3.3 Evaluación de la actividad antimicrobiana. 

2.2.3.3.1 Cultivo de los microorganismos. 

     Para la realización de esta prueba se emplearon microorganismos contra 

los cuales probar la actividad antimicrobiana de las muestras de medio de 

cultivo.   Los microorganismos que se probaron fueron: Escherichia coli 

ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Candida albicans ATCC 
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90028 y LIID Z-83, Mycobacterium smegmatis LR-222 y Sporothrix schenkii  

LIID-713 y LIID-1458.   Se empleó como medio de cultivo agar Saburaud. 

 

     Partiendo de una suspensión de conservación en congelación de cada 

uno de los microorganismos, se procedió a tomar una asada de la 

suspensión e inocularla en el agar correspondiente; se incubaron a 37ºC 

durante una semana.   Posteriormente a esto, se procedió a resembrar  a 

partir de estos cultivos en agar nuevo; una vez realizado esto, se incubó 

cada cultivo a 37ºC  durante 3 días antes de la preparación del inóculo para 

la prueba, en caso de efectuar el método de difusión en disco y durante una 

semana, en caso de realizar el método de microdilución en caldo.  

 

2.2.3.3.2 Preparación del inóculo. 

     El inóculo empleado en ambos métodos se ajustó de acuerdo con el 

número 1 del nefelómetro de MacFarland. Para preparar las suspensiones 

celulares se emplearon las colonias sembradas de los microorganismos y 

una solución estéril de NaCl al 0.9%. 

 

2.2.3.3.3 Preparación de la muestra. 

     El medio de cultivo previamente liofilizado, se pesó y se preparó una 

solución a una concentración de 8mg/ml en agua bidestilada, en caso de ser 

para el método de difusión en disco y en caldo Müeller – Hinton enriquecido 

con cationes, si es para el ensayo de microdilución en caldo; posteriormente, 
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se esterilizó por filtración al hacerlo pasar por una membrana de filtración 

con poros de 0.22 µm.   

      

2.2.3.3.4 Método de difusión en disco. 

     Esta técnica se basa en la medición de un halo de inhibición del 

crecimiento microbiano alrededor del lugar donde se colocó la muestra a 

evaluar; el poder antimicrobiano es directamente proporcional al tamaño de 

diámetro del halo de inhibición.49 (Figura 5). 

                                    .  

                                                                        

        

 

     La técnica se desarrolló de la siguiente manera: una vez preparado el 

inóculo, se procedió a colocar 0.4 ml del mismo sobre una caja Petri con 

agar Müeller-Hinton, se distribuyó uniformemente con una varilla en L, luego 

se colocó el aditamento para aplicar las muestras y en cada uno de los 

orificios se colocaron 0.1 ml de muestra.   Las cajas Petri se incubaron 

durante 48 horas a 37ºC, pasado este tiempo, se observó si existía o no un 

halo de inhibición del crecimiento alrededor del lugar donde se colocó la 

muestra y se procedió a medir el diámetro de este halo.   

 

 Halo de  
inhibición 

 No  
inhibición 

Figura 5. Resultado positivo obtenido mediante la técnica de difusión en 
disco. 
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2.2.3.3.5 Método de microdilución en caldo. 

     El método de microdilución en caldo es un ensayo en el que se mide la 

mínima concentración que se requiere del compuesto que se está evaluando 

para producir la inhibición del crecimiento microbiano.50   A diferencia del 

anterior, este método es cuantitativo. 

 

     Este método se llevó a cabo de la siguiente manera: luego de tener el 

inóculo preparado y la muestra en solución a una concentración de 8 mg/ml, 

se procedió a realizar diluciones seriadas con la muestra hasta tener un total 

de 9 diluciones más la muestra a la concentración original. Posteriormente 

se procedió a colocar en placas de 96 pozos 0.1 ml del inóculo y 0.1 ml de 

cada una de las diluciones en una disposición que permitiera probar todas 

las diluciones con cada uno de los inóculos.  Como control positivo se 

emplearon celdillas que contuvieran 0.1 ml de medio de cultivo y 0.1 ml del 

inóculo correspondiente y como control negativo se colocaron celdillas con 

0.2 ml de medio de cultivo. 

 

2.2.3.4 Evaluación de la actividad inmunomoduladora. 

2.2.3.4.1 Medición de la actividad inmunomoduladora in vivo. 

Técnica de Cunningham. 

     Para la evaluación del efecto de los extractos  sobre la respuesta del 

sistema inmune se utilizaron  ratones BALB/c.  Esta técnica de Cunningham 

se basa en la medición del aumento de células formadoras de anticuerpos-

IgM, luego de la inmunización de los ratones con un antígeno 
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timodependiente (glóbulos rojos de carnero) y de la administración de una 

sustancia capaz de aumentar la producción de este tipo celular.   Esto se 

evaluó de acuerdo con la técnica de Jerne modificada por Cunningham. 51 

 

2.2.3.4.1.1 Administración de muestras a evaluar e inmunización. 

     Se emplearon ratones de la cepa BALB/c machos, separados en grupos, 

con un n = 4 para cada grupo.   Una dosis única de 40 mg/kg de peso 

corporal de cada una de las muestra a evaluar, se administró mediante una 

sonda orogástrica a cada uno de los ratones, luego de un ayuno de 6 horas.   

Posteriormente, se procedió a inmunizarlos, administrando vía i.p. 0.2 ml de 

una solución al 10% de glóbulos rojos de carnero (ver apéndice B).    

 

     Se establecieron 2 grupos extras, que fungieron como control positivo y 

negativo.   Cada uno de ellos, fue tratado con: 

a) Control negativo: agua bidestilada p.o. y solución salina i.p. 

b) Control positivo: agua bidestilada p.o. y solución al 10% de eritrocitos de 

carnero i.p. 

 

2.2.3.4.1.2 Obtención de células de bazo. 

     Luego de 72 hrs. de la inmunización, los ratones se sacrificaron por 

dislocación cervical, posteriormente se realizó un corte en U en la porción 

superior izquierda del abdomen y se extrajo el bazo, sin tejido adiposo 

adyacente.   Cada bazo fue colocado en una caja Petri que contenía 5 ml de 

solución de Hanks, con pH de 7.4,  y fue disgregado con pinzas de cirugía.    
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     La suspensión celular obtenida fue disgregada por completo haciendo 

uso de una pipeta Pasteur, y el contenido de la celdilla fue transferido a un 

tubo cónico que estaba colocado en un baño de hielo. Posteriormente, el 

tubo con la suspensión celular se dejó sedimentar durante 5 min a 4ºC, con 

el objetivo de eliminar detritus celulares,  y se transfirió el sobrenadante a 

otro tubo.   Luego, este tubo fue llevado a centrifugar por 5 min a una 

temperatura de 4ºC a 2400 rpm.   Se descartó el sobrenadante y se 

resuspendió el botón celular en 10ml de solución de Hanks.   Se repitió el 

lavado por 3 veces.   Luego del segundo lavado, las células se 

resuspendieron en 10ml de la solución de Hanks y se tomaron 2 alícuotas de 

0.1ml del tubo.   La primera alícuota se colocó en 0.9 ml de azul de tripano al 

0.4% en solución salina para medir viabilidad celular; la segunda se empleó 

para mezclarse con 0.9 ml de una solución de ácido acético al 2%, se agitó 

en vórtex y se tomaron 10 µl para colocarlos en una cámara de Neubauer, 

con el objetivo de hacer un conteo celular.   La cámara con la muestra se 

dejó sedimentar por un minuto y se determinó la concentración celular.   La 

suspensión celular se volvió a centrifugar bajo las mismas condiciones 

anteriores; después del tercer lavado, el sobrenadante se descartó y las 

células se resuspendieron en 10ml de la solución de Hanks.   La densidad 

celular se ajustó a 5x106 cel/ml con medio RPMI suplementado al 5% con 

SFB. 
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2.2.3.4.1.3 Llenado de cámaras y conteo de CFA- IgM. 

     En un tubo de ensayo se colocaron 200µl de la solución de células de 

bazo previamente ajustadas a una concentración de 5x106 cel/ml, 

provenientes de los ratones inmunizados y que recibieron las muestras a 

evaluar, junto con los controles positivos y negativos; posteriormente se 

agregó a cada tubo 200µl del sistema indicador (apéndice A) para la 

determinación de CFA-IgM.  Cada tubo se agitó en vórtex y se tomaron 150 

µl de cada muestra para llenar cada cámara previamente etiquetada. 

 

     Cada cámara se selló por sus extremos con parafina derretida y se 

incubaron a 37ºC durante una hora; después de la incubación se contaron 

las placas hemolíticas haciendo uso de un microscopio de bajo poder de 

iluminación adaptado con una placa de vidrio cuadriculada para facilitar la 

cuenta. 

 

     La construcción de las cámaras de Cunningham  y los cálculos para la 

determinación del número de CFA-IgM se describe en el Apéndice A. 

 

     2.2.4 Obtención de las fracciones del medio de cultivo que mostró 

mayor actividad. 

     Ya que las muestras de medio de cultivo de las 10 especies a los 4 

tiempos de incubación fueron evaluadas, se seleccionó la cepa que mostró 

mayor actividad  para su fraccionamiento biodirigido. 
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     Luego de separar el medio de cultivo de la biomasa por filtración, se llevó 

a cabo el fraccionamiento mediante la utilización de solventes de distinta 

polaridad; se inició con una precipitación con etanol durante 24 h,  al cabo de 

este tiempo, se separó el precipitado del sobrenadante; el precipitado se 

dejó secar y ésta fue denominada fracción 1 (F1).52 

 

    Al sobrenadante se le realizaron extracciones sucesivas con distintos 

solventes: se inició con hexano, se continuó con acetato de etilo y finalmente 

se utilizó butanol. Las extracciones con cada solvente se realizaron tres 

veces y cada fase orgánica se hizo pasar a través de sulfato de sodio 

anhidro. Cada una de las 3 fracciones así obtenidas (F1, F2, F3) se llevó a 

sequedad en rotavapor, se recuperó con un solvente, se colocó en un tubo 

Eppendorf  y se llevó a sequedad con nitrógeno. La fracciones obtenidas se 

almacenaron a -4ºC mientras fueron evaluadas. (Figura 6).  
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     2.2.5 Evaluación de la actividad biológica de las fracciones FI, FII, 

FIII y FIV. 

 

     Para cada una de las fracciones se evaluaron los siguientes parámetros 

de actividad biológica: 

Actividad antioxidante: Mediante la prueba del diacetato de 

diclorofluoresceína (DCFDA). 

Actividad antimicrobiana: Mediante el método de microdilución en caldo. 

Actividad inmunomoduladora: Técnica de Jerne, modificada por 

Cunningham.  

Etanol 

Hexano (2:1)  

Acetato de etilo (2:1) 

Butanol (2:1) 

Sobrenadante 

F. acuosa 

F. acuosa 

F. acuosa 

F1 

F2 

F3 

F4 

Medio de cultivo 

        Figura 6. Marcha para el fraccionamiento del medio de cultivo. 
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Citotoxicidad: Mediante la técnica del MTT. 

 

     La metodología utilizada para evaluar la actividad biológica de estas 

fracciones fue la misma que se describió anteriormente para la evaluación 

de las muestras de medio de cultivo de las 10 cepas de basidiomicetos. 

 

     2.2.6 Rastreo fitoquímico preliminar. 

2.2.6.1 Determinación de proteínas. 

     La medición de proteínas se efectuó mediante el método de Lowry.53   

Este método se basa en la formación de un complejo coloreado con las 

proteínas, que puede ser medido espectrofotométricamente a una λ de 750 

nm. 

 

     La reacción se lleva a cabo en dos etapas:  

a) Los iones Cu2+ , en medio alcalino, se unen a las proteínas, formando 

complejos con los átomos de nitrógeno de los enlaces peptídicos.   Esto 

provoca un desdoblamiento de la estructura tridimensional de la proteína, 

dando lugar a la exposición de los residuos fenólicos de tirosina que 

participarán en la segunda fase de la reacción.  

b) La reducción del reactivo de Folin-Ciocalteau, también en medio alcalino, 

por acción de los grupos fenólicos de los residuos de tirosina.   El principal 

constituyente de este reactivo es el ácido fosfomolibdotúngstico, que al ser 

reducido, forma una serie de óxidos azules de tungsteno y molibdeno. 
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2.2.6.1.1 Preparación de la muestra a analizar. 

     La muestra de medio de cultivo liofilizado se disolvió en agua a una 

concentración de 0.125 mg/ml. 

2.2.6.1.2 Medición de proteínas totales. 

     Se preparó una solución stock de albúmina a una concentración de 100 

µg/ml. Se prepararon la solución C y el reactivo de Folin-Ciocalteau (ver 

apéndice B).  Se elaboró una curva de calibración con distintas 

concentraciones de albúmina,  se preparó la muestra en otro tubo y se les 

añadió agua hasta completar 1ml; posteriormente, se agregó la solución C, 

se agitó en vórtex y se dejó reposar por 15 min.   Se añadió el reactivo de 

Folin a cada tubo, se agitó en vórtex y se incubó a temperatura ambiente por 

20 min; pasado este tiempo se leyó espectrofotométricamente a una λ de 

750 nm. 

      

2.2.6.2 Determinación de carbohidratos. 

     Para lograr la determinación del contenido de carbohidratos en la 

muestra, se llevó a cabo la técnica de fenol-sulfúrico.54 Esta técnica se basa 

en la formación de furfural, como consecuencia de la deshidratación de los 

carbohidratos en presencia de ácido sulfúrico y la posterior condensación 

con fenoles, dando como productos compuestos de color intenso que son 

medidos espectrofotométricamente  a una λ de 490 nm.  
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2.2.6.2.1 Preparación de las muestras a evaluar. 

    Se preparó una solución en agua a una concentración de 0.25 mg/ml de la 

muestra de medio de cultivo liofilizado. 

 

           2.2.6.2.2 Medición de contenido de carbohidratos. 

      Se preparó un estándar de glucosa a una concentración de 1 µg/µl y una 

solución de fenol al 5%.   Se preparó una curva de calibración con distintas 

cantidades del estándar de glucosa; se preparó un tubo con la muestra. A 

cada tubo se le añadió  agua –hasta completar 100 µl, 300 µl de fenol y 2.5 

ml de H2SO4 .   

 

     Posteriormente, se agitaron en vórtex y se dejaron reposar durante 30 

min. a temperatura ambiente y se procedió a efectuar la lectura en el 

espectrofotómetro a una λ de 490 nm. 

 

2.2.6.3 Determinación de fenoles totales. 

     Esta medición se realizó según el método de Folin- Denis descrito por 

Singleton. 55  Se basa en la reducción del reactivo de Folin-Ciocalteu, el cual 

está formado por una mezcla de ácido fosfotúngstico (H3HW12O40) y ácido 

fosfomolíbdico (H3PMo12O40), por acción de fenoles, y formando una mezcla  

de óxidos azules de tungsteno (W8O23) y de molibdeno(Mo8O23).   La 

coloración azul produce una absorbancia máxima a 750 nm. 
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2.2.6.3.1 Preparación de las muestras a evaluar. 

     La muestra se preparó en solución a una concentración de 5 mg/ml, 

antes de proceder a la medición. 

 

2.2.6.3.2 Medición de fenoles totales. 

     Se procedió a elaborar una curva de calibración con ácido gálico, con 

concentraciones que fueran de 0 a 500 µg/ml de ácido gálico. De cada 

estándar o de la muestra se tomaron 40 µl, se les agregó 3.16 ml de agua 

destilada y 200 µl del reactivo de Folin- Ciocalteu; se dejaron reposar por 2 

minutos, al cabo de los cuales, se agregaron 600 µl de una solución de 

Na2CO3 para alcalinizar; se agitaron en vórtex y se dejaron incubando a 

25ºC durante 2 horas.   Cumplido este tiempo, se procedió a efectuar la 

lectura espectrofotométrica a una λ de 765 nm.   El resultado se expresa 

como mg de equivalentes de ácido gálico por gramo de muestra. 

 

2.2.6.4 Rastreo fitoquímico cualitativo. 

     Dentro de este rastreo se efectuaron reacciones cualitativas que, 

mediante un cambio de coloración o la formación de un precipitado colorido, 

dieron un resultado positivo para indicar la presencia de un determinado 

grupo de compuestos.56 

 

     Las reacciones que se llevaron a cabo para cada grupo de sustancias 

fueron las siguientes: 
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 Alcaloides: 

     Se llevó a cabo la prueba de Dragendorff, Mayer y Wagner. 

 

 Flavonoides: 

     Se llevó a cabo la reacción de Shinoda (Mg y HCl). 

 

 Taninos: 

     Se efectuó la prueba con FeCl3 al 10% y la prueba de confirmación de la 

gelatina y sal. 

 

 Saponinas: 

     Se efectuó la prueba de formación de espuma. 

 

 Triterpenos y/o esteroides. 

     Se llevó a cabo la reacción de Liebermann-Burchard. 

 

     2.2.7 Análisis estadístico. 

     Los datos se analizaron mediante un análisis de varianza ANOVA y se 

estableció un valor de p< 0.05 para establecer una diferencia significativa. 
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CAPÍTULO 3 

 

 

RESULTADOS 

 

 

3.1 Material fúngico. 

 

     3.1.1 Obtención de cepas para el estudio. 

     La figura 7 muestra el aspecto de los carpóforos de las cepas evaluadas, 

a partir de los cuales  se aislaron y purificaron cada una de las cepas que se 

estudiaron; estas cepas fueron clasificadas taxonómicamente y registradas 

en el Departamento de Silvicultura de la Facultad de Ciencias Forestales de 

la U.A.N.L., campus Linares. 
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Figura 7. Aspecto de carpóforos de basidiomicetos: A. Ganoderma sp, B. G. 

applanatum, C. G lobatum, D. Coriolus versicolor E. Lentinus lepideus, F. 
Calvatia cyathiformis, G. Suillus luteus, H. Suillus lakei, I. Armillaria 
tabescens, J. Armillaria mellea. 

         G         H 

          I        J 

http://associazioni.monet.modena.it/grupponm/immagini.html
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3.2 Crecimiento in vitro de los basidiomicetos. 

 3.2.1 Crecimiento de cepas en medio sólido. 

     A partir del  cultivo puro, se procedió a la obtención de biomasa para 

inocular el medio líquido.   Cada una de las 10 cepas de estudio se dejó 

crecer aproximadamente 2 semanas en medio sólido modificado de Melin 

Norkrans.   El crecimiento bajo las condiciones de incubación fue óptimo 

para todas ellas; aunque cada una conservó sus características de 

desarrollo. (Figura 8).  

 

                              

 

 

                                

 

              a) Ganoderma sp                                         b) Ganoderma applanatum 

   c)Ganoderma lobatum                                         d) Coriolus versicolor 
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   e) Lentinus lepideus                                 f) Calvatia cyathiformis 

        g) Suillus luteus                                                h) Suillus lakei 

      i) Armillaria tabescens.                             j) Armillaria mellea. 

Figura 8. Aspecto del crecimiento de las cepas de basidiomicetos en 
medio sólido. 
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3.2.2. Crecimiento de cepas en medio líquido. 

     Las cepas se sembraron en medio líquido modificado de Melin Norkrans 

ajustado a pH de 6.5.   Bajo estas condiciones, se obtuvo un buen 

crecimiento de las diez especies de macromicetos. Las figuras 9-18  

muestran el aspecto, tanto de la biomasa como del medio de cultivo a los 4 

tiempos (basal, una semana, un mes y dos meses) en los que se tomaron 

las muestras para la evaluación de la actividad biológica. 

                 

 

                  

 

      

 

 

            A       B 

                C            D 

Figura 9. Aspecto del crecimiento de Ganoderma sp. Tiempos de crecimiento: 

A. Basal; B. Una semana; C. Un mes; D. Dos meses. 
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                 A              B 

                     C        D 

Figura 10. Aspecto del crecimiento de Ganoderma applanatum.  
Tiempos de crecimiento: A. Basal; B. Una semana; C. Un mes; D. Dos 
meses. 
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                       A           B 

                      C             D 

Figura 11. Aspecto del crecimiento de Ganoderma lobatum. Tiempos 

de crecimiento: A. Basal;  B. Una semana; C. Un mes; D. Dos meses. 
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Figura 12. Aspecto del crecimiento de Coriolus versicolor. Tiempos de 

crecimiento: A. Basal; B. Una semana; C. Un mes; D. Dos meses. 
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                C            D 

Figura 13. Aspecto del crecimiento de Calvatia cyathiformis. Tiempos de 

crecimiento: A. Basal; B. Una semana; C. Un mes; D. Dos meses. 
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              A                     B 

                      C              D 

Figura 14. Aspecto del crecimiento de Lentinus lepideus . Tiempos de 
crecimiento: A. Basal; B. Una semana; C. Un mes; D. Dos meses. 
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Figura 15. Aspecto del crecimiento de Suillus luteus. Tiempos de 

crecimiento: A. Basal; B. Una semana; C. Un mes; D. Dos meses. 
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                    A         B 

  C                      D 

Figura 16. Aspecto del crecimiento de Suillus lakei . Tiempos de crecimiento: A. 
Basal; B. Una semana;   C. Un mes; D. Dos meses. 
 



 60 

 

 

 

                 

 

 

 

 

                 

 

 

Figura 17. Aspecto del crecimiento de Armillaria mellea. Tiempos de 

crecimiento: A. Basal; B. Una semana; C. Un mes; D. Dos meses. 
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         A                       B 

       C                      D 

Figura 18. Aspecto del crecimiento de Armillaria tabescens. Tiempos de 
crecimiento: A. Basal; B. Una semana; C. Un mes; D. Dos meses. 
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3.3 Actividad biológica de las muestras de medio de cultivo. 

 

     Se evaluó la actividad biológica (citotoxicidad, actividad antioxidante y 

antimicrobiana) de las diez cepas de basidiomicetos obtenidas a cuatro 

tiempos distintos de crecimiento: basal, una semana, un mes y dos meses.    

La actividad inmunomoduladora se evaluó en las dos cepas que presentaron 

mayor actividad, en el tiempo en el que se consideró podrían tener una 

mayor producción de metabolitos secundarios activos.  Los tiempos de toma 

de muestra fueron establecidos tomando en consideración el tiempo basal, 

tiempo en el cual no debe presentarse ninguna actividad, ya que el 

microorganismo apenas estará adaptándose al nuevo ambiente, una 

semana, tiempo corto en el que se podría presentar algún metabolito 

temprano, y uno y dos meses como tiempos largos, ya que el metabolismo 

del hongo durante la fase inicial se concentra en su propio crecimiento, y es 

hasta que se agotan los nutrientes, cuando se activan las enzimas que 

forman parte de las rutas metabólicas secundarias del organismo.  

 

3.3.1 Citotoxicidad. 

     Se evaluaron las 10 cepas de basidiomicetos, en los cuatro tiempos de 

crecimiento, en un rango de concentración de 10 mg/ml a 0.33 mg/ml.   

Ninguna de las muestra evaluadas fue citotóxica.   Solo Suillus lakei produjo 

una reducción del 20% de la viabilidad celular y esto únicamente con la 

concentración de 2.5 mg/ml. (Figura  19).  
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3.3.2 Actividad antioxidante. 

     La actividad antioxidante se evaluó cada hora durante seis horas en las 

muestras de las 10 cepas de basidiomicetos, en un rango de dosis de 10 

mg/ml a 0.313 mg/ml, a los cuatro tiempos de cultivo establecidos.   

 

     Con las muestras de medio de cultivo de tiempo basal no se observó 

diferencia significativa con respecto al control. 

 

     

Figura 19. Disminución de viabilidad celular (Prueba de reducción de MTT) 

producida por  la muestra de medio de cultivo de 2 meses de S lakei, a 

distintas concentraciones. 
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     Las muestras de medio de cultivo de una semana de crecimiento no 

produjeron actividad antioxidante.   La muestra de Ganoderma lobatum 

produjo un aumento en la actividad de xantina oxidasa de un 40% con 

relación al control. (Figura 20). 

 

     En las muestras que produjeron actividad antioxidante se observó que 

ésta inició a los 30 min. de exposición a las muestras de basidiomicetos y 

tuvo un incremento a la hora, para luego mantenerse constante durante las 

seis horas de evaluación. En todos los casos la actividad antioxidante fue 

directamente proporcional a la dosis.   La figura 21 muestra la actividad  

Figura 20. Actividad antioxidante de las muestras de medio de cultivo de 

una semana de crecimiento de las 10 cepas de basidiomicetos, a una 

concentración de 10 mg/ml. 
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antioxidante producida por Lentinus lepideus de dos meses de crecimiento,  

evaluada en seis concentraciones.   
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Figura 21. Actividad antioxidante de L lepideus en relación con el tiempo y 

con las distintas concentraciones evaluadas. 
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     En las muestras de medio de cultivo de un mes de crecimiento se 

observó una importante actividad antioxidante, al reducirse en un 25%, 40% 

y 80% la actividad oxidativa de la xantino oxidasa por las muestras de Suillus 

luteus, Lentinus lepideus y Suillus lakei, respectivamente.   Las muestras de 

Ganoderma applanatum y Calvatia cyathiformis produjeron una reducción 

del 20%. (Figura 22).   Para las muestras más activas se realizó la prueba  

de DCFDA comparando su actividad antioxidante contra la de un potente 

antioxidante ya conocido: la vitamina C, a la misma concentración que las 

muestras de medio de cultivo a evaluar.   Los resultados mostraron que S 

Figura 22. Actividad antioxidante de muestras de medio de cultivo de 

un mes de crecimiento de las 10 cepas de basidiomicetos a una 

concentración de 10 mg/ml. Los datos representan el promedio ± DE, 

n=3. * p< 0.05 

* 

* 

* 
* * 
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lakei produjo una actividad antioxidante más potente que la vitamina C a la 

misma concentración e incluso a concentraciones menores. (Figura 23).   

Por otro lado, la actividad antioxidante de L. lepideus fue casi igual a la de la 

vitamina C, al ser evaluada a la misma concentración. (Figura 24).   En el 

caso de S. luteus, éste tuvo actividad antioxidante, pero no fue más potente 

que la vitamina C. (Figura 25).  
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Figura 23. Actividad antioxidante de muestras de S lakei  de un 

mes de cultivo, comparada con la de la vitamina C, a las dos horas 

de incubación. Los datos representan el promedio ± DE, n=3. * p< 

0.05 
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Figura 24. Actividad antioxidante de muestras de L. lepideus de un 

mes de cultivo, comparada con la de la vitamina C, a las dos horas de 

incubación. Los datos representan el promedio ± DE, n=3. * p< 0.05 

 

Figura 25. Actividad antioxidante de muestras de S luteus  de un mes 

de cultivo, comparada con la de la vitamina C, a las dos horas de 

incubación. Los datos representan el promedio ± DE, n=3. * p< 0.05 

 

 

 

* 

* 

* 

* 

* * 



 69 

     En las figuras 26, 27 y 28 se muestra el comportamiento de la actividad 

antioxidante de S lakei, L lepideus y S luteus, y de la vitamina C. 
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Figura 26. Actividad antioxidante de muestras de S. lakei de un 

mes de cultivo. Los datos representan el promedio ± DE, n=3. * 

p< 0.05 

 

Figura 27. Actividad antioxidante de muestras de L. lepideus de 

un mes de cultivo. Los datos representan el promedio ± DE, n=3. 

* p< 0.05 
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     Las muestras de medio de cultivo de Suillus luteus, Armillaria mellea,  

Lentinus lepideus, y Suillus lakei de dos meses de crecimiento mostraron 

también tener actividad antioxidante significativa, al disminuir la actividad 

oxidativa de la xantino oxidasa en un 40, 45, 65 y 75%, respectivamente.   

En el caso de Armillaria tabescens, ésta redujo la actividad de xantino 

oxidasa en un 25%. (Figura 29). 

 

     Para A. mellea, L lepideus y S lakei se comparó la actividad antioxidante 

contra la de la vitamina C.   Al respecto se encontró que, al igual que para 

las muestras de un mes de crecimiento, las muestras de S lakei de dos 

meses de crecimiento produjeron un efecto antioxidante más potente que la 

vitamina C, a la misma concentración y aun a una concentración menor. 

(Figura 30). 

Figura 28. Actividad antioxidante de muestras de S. luteus de un 

mes de cultivo. Los datos representan el promedio ± DE, n=3. * 

p< 0.05 

 



 71 

0

20

40

60

80

100

120

%
 a

c
ti

v
id

a
d

 x
a
n

ti
n

a
 o

x
id

a
s
a

Xantina oxidasa C versicolor C cyathiformis Ganoderma sp

G lobatum G applanatum A tabescens S luteus

A mellea L lepideus S lakei

 

      

 

 

     En el caso de las muestras de dos meses de crecimiento de L. lepideus, 

la actividad antioxidante fue también mayor que la de la vitamina C; las 

muestras de A. mellea, por otro lado, tuvieron una actividad antioxidante 

igual a la de la vitamina C a la misma concentración. (Figuras 31 y 32).  

 

     El comportamiento de la actividad antioxidante de estas cepas fue similar 

al mostrado por las muestras de un mes de crecimiento, es decir, la actividad 

antioxidante se mantuvo constante a través de las seis horas de evaluación.  

 

 

Figura 29. Actividad antioxidante de muestras de medio de cultivo de 

dos meses de crecimiento de las 10 cepas de  basidiomicetos, a una 

concentración de 10 mg/ml. Los datos representan el promedio ± DE, 

n=3. * p< 0.05 
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Figura 31. Actividad antioxidante de muestras de Lentinus lepideus de 

dos meses de cultivo, comparada con la de la vitamina C, a las dos 

horas de incubación. Los datos representan el promedio ± DE, n=3. * 

p< 0.05 

 

 

Figura 30. Actividad antioxidante de muestras de Suillus lakei de dos 

meses de cultivo, comparada con la de la vitamina C, a las dos horas 

de incubación. Los datos representan el promedio ± DE, n=3. * p< 0.05 
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3.3.3 Actividad antimicrobiana. 

 

     En el caso de la evaluación de la actividad antimicrobiana, mediante la 

prueba de difusión en disco realizada para las muestras de los cuatro 

tiempos de cada una de las 10 cepas de basidiomicetos, ninguna de las 

muestras mostró poseer actividad antimicrobiana contra ninguno de los siete 

microorganismos probados.  

  

       Por lo anterior, se decidió evaluar las muestras utilizando la técnica de 

microdilución en caldo, reportada como de mayor sensibilidad.   Los 

Figura 32. Actividad antioxidante de muestras de Armillaria mellea de 

dos meses de cultivo, comparada con la de la vitamina C, a las dos 

horas de incubación. Los datos representan el promedio ± DE, n=3. * 

p< 0.05 

 

 

* 
* 

* 



 74 

resultados obtenidos de la actividad antimicrobiana con esta técnica fueron 

los siguientes:   ninguna de las muestras de tiempo basal o de una semana 

de crecimiento de las 10 cepas evaluadas tuvieron actividad antimicrobiana;  

las muestras de un mes de cultivo de Suillus lakei, de Ganoderma 

applanatum y de Armillaria mellea, resultaron activas, a la concentración 

más alta, contra Sporothrix schenkii LIID 1458. (Tabla III). 

 

Cepas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

E. coli ATCC - - - - - - - - - - 

S. aureus ATCC - - - - - - - - - - 

C. albicans ATCC - - - - - - - - - - 

C. albicans LIID  Z-83 - - - - - - - - - - 

M. smegmatis LR-222 - - - - - - - - - - 

S. schenkii LIID 713 - - - - - - - - - - 

S. schenkii LIID 1458 - - - + - - - + + - 

 

 

  

    

      De las muestras de dos meses de cultivo, la muestra de S. lakei resultó 

activa, a la concentración más alta, contra S. schenkii  LIID1458.   Así 

mismo, A. mellea resultó activa, a la concentración más alta, contra E coli, S 

aureus, M smegmatis y S schenkii  LIID1458.  (Tabla IV). 

 

 

Tabla III. Actividad antimicrobiana de muestras de dos meses de cultivo de:   

1.C versicolor; 2.L lepideus; 3.Ganoderma sp; 4.G applanatum; 5.G lobatum; 6.C 

cyathiformis; 7.S luteus; 8.S lakei; 9.A mellea 10.A tabescens . 
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Cepas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

E. coli ATCC - - - - - - - - + - 

S. aureus ATCC - - - - - - - - + - 

C. albicans ATCC - - - - - - - - - - 

C. albicans LIID Z-83 - - - - - - - - - - 

M. smegmatis LR-222 - - - - - - - - + - 

S. schenkii LIID 713 - - - - - - - - - - 

S. schenkii LIID 1458 - - - - - - - + + - 

 

 

 

 

3.3.4 Actividad inmunomoduladora. 

 

     Para esta actividad, se decidió evaluar los dos basidiomicetos que 

tuvieron la mayor actividad antioxidante, además de tomar en consideración 

los reportes previos acerca de actividad inmunomoduladora de muestras de 

biomasa de especies de Lentinus.   

 

     Al respecto, Suillus lakei incrementó un 124% la producción de células 

formadoras de anticuerpos (Efecto inmunoestimulador), comparada con el 

control. (Tabla V). 

 

Tabla IV. Actividad antimicrobiana de muestras de dos meses de cultivo 

de:   1.C versicolor; 2.L lepideus; 3.Ganoderma sp; 4.G applanatum; 5.G lobatum; 6.C 

cyathiformis; 7.S luteus; 8.S lakei; 9.A mellea 10.A tabescens . 
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Antígeno CFA/millón 

Solución salina al 0.85% (Control negativo) 0 

Glóbulos rojos de carnero al 10% (Control positivo) 54±3 

Lentinus lepideus 53±9 

Suillus lakei 121±31 

 

 

 

 

 

 3.4 Fraccionamiento biodirigido. 

 

     Dado que Suillus lakei fue la cepa que produjo mayor actividad 

antioxidante, además de mostrar efecto antimicrobiano y actividad 

inmunomoduladora, se decidió fraccionar las muestras de dos meses de 

esta cepa utilizando solventes de distinta polaridad. 

      

     Se obtuvieron 4 fracciones: la fracción I, que correspondió a la obtenida 

por precipitación con etanol; la fracción II, que fue la fracción hexánica; la 

fracción III, obtenida con acetato de etilo y la fracción IV, obtenida por 

extracción con butanol.    

 

 

Tabla V. Número de células formadoras de anticuerpos producidas por 

la administración de 40 mg/kg de las muestras de S lakei y L lepideus a 

ratones BALB/c. 
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3.5 Actividad biológica de las fracciones. 

 

3.5.1 Citotoxicidad. 

 

     Al igual que para la muestra de medio de cultivo completa, ninguna de las 

cuatro fracciones obtenidas de S lakei fue citotóxica, aun a las 

concentraciones más altas. (1 mg/ml de cada fracción). 

 

3.5.2 Actividad antioxidante. 

     La fracción que mostró una mayor actividad antioxidante fue la fracción 

butanólica (FIV), la cual redujo la actividad oxidativa de la xantino oxidasa en 

un 60%; la fracción FIII también mostró una importante actividad antioxidante 

al disminuir en un 45% la actividad de la xantino oxidasa. (Figura 33). 
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     Las fracciones FIII y IV fueron evaluadas comparando la actividad  

antioxidante de la muestra con la de la vitamina C, a la misma 

concentración.   Ambas fracciones mostraron una actividad antioxidante 

mayor que la de la vitamina C, a la misma concentración y aun a la 

concentración de 0.5 mg/ml. (Figuras 34 y 35).  

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Actividad antioxidante de las cuatro fracciones obtenidas a 

partir de S lakei de dos meses de cultivo. Los datos representan el 

promedio ± DE, n=3. * p< 0.05 

 

* 
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Figura 34. Actividad antioxidante de la fracción FIII de S lakei, comparada 

con la de la vitamina C. Los datos representan el promedio ± DE, n=3. * p< 

0.05 

 

Figura 35. Actividad antioxidante de la fracción FIV de S lakei, comparada 

con la de la vitamina C. Los datos representan el promedio ± DE, n=3. * p< 

0.05 

 

* 

* 

* 

* 

* 

* 



 80 

 

3.5.3 Actividad antimicrobiana. 

 

     Para esta evaluación, se realizó la técnica de microdilución en caldo, 

encontrando que la fracción FI fue activa contra todos los microorganismos 

probados, a la concentración más alta (1 mg/ml) y fue efectiva contra S. 

schenkii 1458, aun a la concentración de 500 µg/ml; la fracción FII no resultó 

activa contra ninguno de los microorganismos; la fracción FIII fue activa 

contra E. coli, S. aureus, C. albicans Z-83, M smegmatis y los dos Sporothrix 

a la concentración más alta evaluada, además fue activa contra S. schenkii 

1458 a la concentración de  500 µg/ml.   Finalmente, la fracción FIV resultó 

activa contra todos los microorganismos a la concentración de 1 mg/ml, a 

excepción de S. schenkii 713. (Tabla VI). 

 

Cepas FI FII FIII FIV 

E. coli ATCC + - + + 

S. aureus ATCC + - + + 

C. albicans ATCC + - - + 

C. albicans LIID- Z-83 + - + + 

M. smegmatis LR-222 + - + - 

S. schenkii LIID-713 + - + - 

S. schenkii LIID- 1458 ++ - ++ + 

 

 

 

Tabla VI. Actividad antimicrobiana mostrada por las fracciones obtenidas 

de Suillus lakei de dos meses de cultivo. 
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3.5.4 Actividad inmunomoduladora. 

 

          De las fracciones obtenidas, se encontró que  la más activa fue la 

fracción FIV, que produjo un incremento de hasta 200% en la producción de 

células formadoras de anticuerpos, comparada con el control (efecto 

inmunoestimulante); la fracción FI también mostró un aumento en el número 

de células formadoras de anticuerpos del 50%, al compararla con el control.   

La fracción FIII mostró  una disminución del número de células formadoras 

de anticuerpos (cerca de 50%). (Tabla VII).  

 

Antígeno CFA/millón 

Solución salina al 0.85% (Control negativo) 0 

Glóbulos rojos de carnero al 10% (Control positivo) 29±6 

Fracción I 45±9 

Fracción II 33±9 

Fracción III 18±3 

Fracción IV 87±11 

 

 

 

 

 

 

Tabla VII. Actividad inmunomoduladora mostrada por las fracciones 

obtenidas de Suillus lakei de dos meses de cultivo. 
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3.5.5 Rastreo fitoquímico preliminar. 

      

     Para la realización del rastreo fitoquímico se eligió la fracción más activa, 

de acuerdo con los resultados de la evaluación biológica, siendo ésta la 

fracción FIV, correspondiente a la fracción obtenida por extracción con 

butanol.   A esta fracción se le cuantificó el contenido de proteínas, 

carbohidratos y fenoles totales; además de realizarse un rastreo cualitativo y 

un espectro IR. 

 

     La fracción FIV tiene 13% de proteínas, 57% de carbohidratos y 25g de 

ácido gálico por 100g de muestra de fenoles totales.   Al realizarse el estudio 

cualitativo, se encontró que FIV dio positivo para alcaloides y taninos 

condensados; al encontrarse un precipitado naranja y verde, 

respectivamente. (Tabla VIII). 

 

Prueba FI FII FIII FIV 

Alcaloides - - - + 

Flavonoides - - - - 

Saponinas - - - - 

Taninos - - - + 

Sesquiterpenlactonas - - - - 

Terpenoides - - - - 

 

 
Tabla VIII. Resultados del rastreo fitoquímico realizado a la fracción 

butanólica. 
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     El espectro IR de la fracción butanólica mostró una señal intensa y ancha 

a 3449cm-1 , característica de grupos funcionales hidroxilo e imino, así como 

una banda a 1719cm-1 donde están presentes los grupos carbonilo.   

Además presenta una señal en 1653 y 1638cm-1 , que se debe a la 

presencia de enlaces C=C del tipo aromático.   Las bandas entre 110 y 1200 

de mediana intensidad corresponden a estiramientos C-O.  (Figura 36). 

     La mayoría de los grupos funcionales están relacionados con compuestos 

polares de naturaleza glucosídica; además de cumplir con los grupos 

funcionales que se esperarían en caso de tener la presencia de moléculas 

del tipo de los alcaloides. 

 

      

 
 
 

Figura 36. Espectro IR de la fracción butanólica obtenida de Suillus 

lakei de dos meses de cultivo. 
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CAPÍTULO 4 
 
 
 
 

DISCUSIÓN 

 
 
 

     Existe una gran variedad de basidiomicetos que crecen en nuestro país y 

a la fecha, el potencial de los mismos como posible fuente de metabolitos 

secundarios con actividad farmacológica no ha sido evaluado para la 

inmensa mayoría de ellos. Los resultados obtenidos en este estudio 

demuestran  que al igual que los basidiomicetos que crecen en oriente, para 

los que se ha demostrado que son fuente de compuestos con potencial 

farmacológico (actividad antitumoral e inmunomoduladora entre otras),  

algunas cepas de basidiomicetos que crecen en nuestro país tienen 

compuestos con potencial farmacológico ya que poseen actividad 

antioxidante, inmunomoduladora y antimicrobiana, además de no ser 

citotóxicos.  

  

     En este estudio se realizó la evaluación de diez  cepas de Basidiomicetos 

originarios del noreste del país. La actividad biológica evaluada incluyó su 

efecto antioxidante, inmunomodulador, actividad antimicrobiana y 

citotoxicidad. . 
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Las cepas estudiadas en este trabajo fueron: Coriolus versicolor, Lentinus 

lepideus, Ganoderma sp, Ganoderma applanatum, Ganoderma lobatum, 

Calvatia cyathiformis, Suillus luteus, Suillus lakei, Armillaria tabescens y 

Armillaria mellea. Las cepas fueron cultivadas in vitro, lo que permitió 

controlar las condiciones de crecimiento en cuanto a temperatura, pH  y 

fuente y cantidad de nutrientes, entre otros, además de poder evaluar la 

producción y secreción  de metabolitos secundarios mediante la evaluación 

de muestras del medio de cultivo donde crecieron estas cepas, recolectadas 

a diferentes tiempos. 

 

     Ninguna de las cepas evaluadas fue citotóxica. Este hallazgo concuerda 

con  los reportes de diversos autores, quienes han evaluado la actividad 

antitumoral de especies de Basidiomicetos que crecen en Oriente y han 

encontrado que esta actividad está directamente  relacionada con su efecto 

inmunomodulador más que con una acción citotóxica directa.57-59   Kobayashi 

y cols. encontraron un importante efecto antitumoral y antimetastásico del 

PSK -polisacárido unido a proteínas obtenido del micelio de Coriolus 

versicolor – mediado por una estimulación del sistema inmune, sin 

producción de citotoxicidad, así mismo, Shamtsyan et al, reportaron que la 

actividad antitumoral de varias especies de Basidiomicetos que crecen en 

Rusia era producida por un estimulación de las células monocíticas que 

sintetizan citocinas.   La falta de citotoxicidad de la mayoría de los 

basidiomicetos evaluados a la fecha sugiere que los compuestos presentes 

en ellos podrían tener ciertas ventajas con respecto a compuestos con 

actividad antitumoral empleados en la actualidad, ya que no producirían los 
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efectos tóxicos relacionados con la citotoxicidad tanto  hacia células 

tumorales  como benignas. 

 

     En cuanto a la actividad biológica evaluada, es sabido que las especies 

reactivas de oxígeno (anión superóxido, radical hidroxilo, peróxido de 

hidrógeno, entre otros), producidas por los rayos del sol, radiación ionizante, 

o procesos metabólicos se han relacionado fuertemente con una gran 

variedad de estados patológicos, entre los que se encuentran enfermedades 

autoinmunes (como la artritis reumatoide), ateroesclerosis y cáncer, todas 

relacionadas con el daño oxidativo sufrido por la célula, en el  momento en el  

que se desequilibran los sistemas de defensa naturales del organismo contra 

la oxidación. 60,61 

 

En este estudio se demostró que cinco de las diez cepas de 

Basidiomicetos evaluados tuvieron una importante actividad antioxidante, 

siendo Suillus lakei  el más activo. De particular interés fue el hecho de que 

esta actividad fuera incluso mayor que  la  de la vitamina C, al ser evaluados 

a la misma concentración; lo anterior resulta interesante si consideramos 

que esta cepa fue evaluada como extracto y no como compuesto puro.  La 

actividad antioxidante de cepas de Basidiomicetos que crecen en Oriente ha 

sido reportada por varios autores.62-65   Liu et al, reportaron en 1996, que 

muestras de micelio, cuerpo fructífero y medio de cultivo de C versicolor, L 

edodes, G lucidum y Tricholoma lobayense, mostraron actividad antioxidante 

producida por la  captura de  radicales hidroxilo y superóxido.66 De la misma 
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manera, Mau et al, publicaron en 2002, que varias cepas de basidiomicetos  

originarias de Taiwán, poseían una actividad antioxidante relevante.67    

 

 La actividad antitumoral de compuestos aislados a partir de medio de 

cultivo de  Basidiomicetos  que crecen en otros países ha sido reportada por  

varios autores.68,69    Como ejemplo está el caso del compuesto llamado 

PSPC (polysaccharide-protein complex) aislado del medio de cultivo de 

Tricholoma lobayense.   Existen, además, múltiples reportes de actividad 

antitumoral in vitro e in vivo producida por compuestos aislados de micelio o 

cuerpo fructífero de Basidiomicetos que crecen en Oriente, en la mayoría de 

los casos esta actividad ha estado mediada por la estimulación del sistema 

inmune.70-78   Este es el caso de la lentina, compuesto aislado del micelio y 

del cuerpo fructífero de L. edodes  que fue patentado por su actividad 

antitumoral mediada por estimulación del sistema inmune.79, 80   Así mismo 

se demostró que los β-D- glucanos obtenidos de Ganoderma lucidum deben 

su actividad antitumoral a un aumento en la liberación de citocinas por 

macrófagos activados (IL-1β, IL-6, TNF-α)  y linfocitos T (IFN-γ); se 

comprobó que esto se encuentra mediado por la activación del factor 

transcripcional NF-κB, el cual está envuelto en la regulación de la 

transcripción de muchos mediadores de la respuesta inmune.   Además de 

esto, pueden producir una activación de los linfocitos B, produciendo un 

incremento en su tamaño, número y producción de anticuerpos.78, 79  

  

     Con relación a la evaluación de la actividad inmunomoduladora, el 

aumento significativo del número de células formadoras de anticuerpos 
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producido por S lakei indica que posee un importante efecto 

inmunoestimulante y considerando que para los Basidiomicetos que han 

demostrado poseer actividad antitumoral se ha reportado que  ésta está 

mediada por activación del sistema inmune, se sugiere que esta cepa 

pudiera  tener compuestos con potencial efecto antitumoral, lo cual será 

motivo de estudios posteriores.    

 

     Con relación a la actividad antimicrobiana, además de los estudios 

realizados con Basidiomicetos en modelos in vivo, en los cuales el principal 

mecanismo de acción es debido –al igual que la actividad antitumoral- a la 

estimulación del sistema inmune del huésped,  se ha reportado actividad de 

fracciones o compuestos aislados a partir de micelio contra diversos 

microorganismos en ensayos realizados in vitro.80-82   Anchel et al, en 1948, 

fue de los primeros en realizar evaluaciones de este tipo, al demostrar que 

muestras de medio de cultivo de Coprinus similis y Lentinus degener contra 

Staphylococcus aureus. tenían actividad antimicrobiana.82 En este estudio 

las cepas de Ganoderma applanatum, Armillaria mellea y Suillus lakei 

demostraron tener actividad antimicrobiana. 

 

     Con relación a la gran actividad antimicrobiana encontrada en el medio 

de cultivo de Armillaria mellea, este hallazgo concuerda con lo reportado por 

Obuchi y cols., quienes lograron el aislamiento del ácido armilárico y otros 

compuestos a partir del micelio de una cepa de Armillaria mellea que crece 

en China, y reportaron que estos compuestos poseen actividad 

antimicrobiana importante contra Micrococcus luteus ATCC9341, 
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Staphylococcus aureus 209PJC, Bacillus subtilis 6633 y Candida albicans 

NHL4019. 38  

 

     En este estudio se seleccionó la cepa de Suillus lakei para su 

fraccionamiento biodirigido debido a que resultó ser el Basidiomiceto con 

mayor actividad antioxidante, además de poseer actividad antimicrobiana y 

producir estimulación del sistema inmune in vivo. La evaluación de la 

actividad biológica de las cuatro fracciones mostró que la fracción butanólica 

fue la más activa en cuanto a propiedades antioxidantes e 

inmunomoduladoras,  además de tener actividad antimicrobiana contra E 

coli, S aureus, C. albicans  y S schenkii 1458.    

 

     El hecho de que la mayor actividad se haya concentrado en la fracción 

butanólica indica que los compuestos presentes en esta fracción son 

compuestos polares.   La presencia de carbohidratos y proteínas 

encontrados en el rastreo fitoquímico corroboran este hecho, al igual que el 

espectro IR realizado para  esta fracción en el que se observaron  señales 

intensas que indican compuestos con gran cantidad de grupos hidroxilo, 

carbonilo y enlaces carbono-carbono, que sugieren la presencia de 

compuestos de naturaleza glucosídica.    

 

     Al respecto, existen numerosos reportes de que los compuestos activos 

que poseen propiedades inmunomoduladoras, y parte antioxidantes, son 

compuestos del tipo de polisacáridos o complejos polisacáridos-proteína.   

Los polisacáridos normalmente son β-D-Glucanos que están  conformados 
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por cadenas largas de monómeros repetitivas y pueden encontrarse con 

ramificaciones 1-6 a partir del polímero 1,3.   Los complejos polisacáridos-

proteína están constituidos por un 25-38% de residuos de proteína y se 

dividen en dos porciones: la del polisacárido, formada por monosacáridos 

con uniones glucosídicas α- (1,4) y β- (1,3), y la porción proteína tiene gran 

predominio de aminoácidos del tipo del ácido glutámico y aspártico.  

 

     Los resultados obtenidos acerca de la actividad antioxidante, 

inmunoestimulante y antimicrobiana  de muestras de medio de cultivo de 

basidiomicetos cultivados in vitro, constituyen el primer reporte de actividad 

farmacológica de metabolitos secundarios secretados al medio de cultivo por 

basidiomicetos originarios del noreste del país.    
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CAPÍTULO 5 

 
 
 

CONCLUSIONES 

 
 
 

1. Ninguna de las muestras de las especies evaluadas resultó ser 

citotóxica. 

 

2. Calvatia cyathiformis, Armillaria mellea, Suillus luteus, Lentinus 

lepideus y Suillus lakei mostraron tener actividad antioxidante, siendo 

Lentinus lepideus y Suillus lakei los más activos. 

 

3. Ganoderma applanatum, Armillaria mellea y Suillus lakei  mostraron 

tener actividad antimicrobiana. 

 

4. . Suillus lakei fue la cepa con mayor actividad antioxidante. 

 

5. Suillus lakei mostró tener actividad inmunoestimulante 

 

6. La fracción butanólica de Suillus lakei fue la que tuvo mayor actividad 

antioxidante e inmunomoduladora; la fracción etanólica fue la que 

mostró mayor actividad antimicrobiana. 
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PERSPECTIVAS 

 
 
 
 
1. Lograr el aislamiento del o los compuestos responsables de las 

actividades farmacológicas descritas. 
 
 
 
2. Evaluar el potencial de estos compuestos para las actividades 

farmacológicas descritas. 
 
 
 
3. Continuar con la evaluación de la actividad farmacológica de otras 

cepas de Basidiomicetos que crecen en el noreste de México. 
 
 
 
4. Modificar las condiciones de crecimiento de los Basidiomicetos para 

incrementar la producción de los metabolitos secundarios de interés. 
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APÉNDICE A. 
 
 
 

Técnica de Cunningham. 
 
 
 
 

I. Preparación de la solución de glóbulos rojos de carnero al 10%. 

     La sangre de carnero, una vez extraída, se dejó madurar por una 

semana; pasado este tiempo, los eritrocitos se sometieron a centrifugación a 

3000rpm durante 5 minutos para separar el material celular.   Se retiró el 

sobrenadante y el material celular se sometió a 3 lavados con solución salina 

al 0.85%.   Una vez lavados los eritrocitos, se elaboró la solución al 10% 

(v/v) de eritrocitos de carnero en solución salina al 0.85%. 

 

II. Obtención del suero de cobayo adsorto. 

     El suero de cobayo se obtuvo de cobayos sanos, mediante punción 

intracardiaca, administrando anestesia al animal antes de la punción.   Una 

vez obtenida la sangre, se permitió la formación del coágulo manteniendo la 

muestra durante 20 minutos a 4ºC; posteriormente, se centrifugó a 3000rpm 

a 4ºC, durante 5 minutos y se recuperó el suero sobrenadante.   Una vez 

obtenido, el suero se coloca en incubación a 4ºC con eritrocitos de carnero, 

previamente lavados con solución salina al 0.85%; esta operación tiene la 

función de adsorber en la superficie de los eritrocitos de carnero, cualquier 
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anticuerpo natural que pudiera encontrarse en el suero.   Una vez hecho 

esto, el suero se centrifuga a 3000 rpm a 4ºC durante 5 minutos, para 

separar el suero de los eritrocitos; se recupera el suero y se mantiene a 4ºC 

hasta su utilización.     

 

III. Preparación del Sistema Indicador. 

     El sistema indicador estuvo compuesto por: 

a) 200 µl de la solución de eritrocitos de carnero al 10%. 

b) 200 µl de suero de cobayo previamente adsorto. 

c) 2 ml de medio RMPI 1640 suplementado con SFB al 5%. 

 

IV. Tratamiento de los portaobjetos. 

     Los portaobjetos se colocaron en canastillas metálicas para portaobjetos, 

se sumergieron en un recipiente con agua bidestilada y se sometieron a 

ebullición durante 20 min.   Posteriormente, se les cambió el agua y se 

pusieron en ebullición con agua y extran durante 20 min.   Se sacaron las 

canastillas y se enjuagaron con agua corriente hasta que quedaron 

totalmente libres de espuma.   Luego se colocaron de nuevo en agua 

bidestilada y se sometieron otros 20 min. a ebullición.   En seguida se 

sacaron y se dejaron secar por evaporación, para colocarlos en un recipiente 

con alcohol-acetona (v/v)  durante 20 min, con el objetivo de desengrasarlos.   

Finalmente se dejaron secar durante 15 min. antes de proceder a la 

construcción de las cámaras de Cunningham. 
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V. Construcción de cámaras de Cunningham. 

     Una vez que los portaobjetos fueron desengrasados y cuidando de no 

engrasarlos de nuevo, las cámaras se elaboraron colocando un portaobjetos 

junto al otro, en sentido horizontal; posteriormente, se colocó en la unión de 

ambos portaobjetos, cinta biadherente.   De la misma manera, se colocó 

cinta bihaderente en el extremo exterior de uno de los portaobjetos.   

Posteriormente, se colocó un portaobjetos justo encima del otro, ejerciendo 

presión para que quedaran bien adheridos.   La cámara ya lista para 

emplearse, se llenó con el sistema indicador y la muestra; el espacio que se 

llenó es aquel que quedó entre los dos portaobjetos. 

      

VI. Cálculo para la determinación de CFA/millón. 

     Los cálculos para obtener el número de CFA-IgM/millón se hicieron de la 

siguiente manera: 

 

CFA-IgM 

  En 1000µl están contenidas ----------5x106 células 

  En 200µl -------------------------------------X 

    X = 1x106 células. 

 

  200 µl de células + 200 µl de SI = 400 µl 

  400 µl------------------1x106 células 

  *150 µl-----------------X 

   X = 0.375x106 células. 
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*Volumen colocado en la cámara 

  En 0.375x106 células----------No de CFA que se contaron 

  En 1x106 células-----------------X 

   X = No. De CFA-IgM/millón. 
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APÉNDICE B. 
 
 
 

Método de Lowry. 
 
 
 
 

I. Preparación de la solución C. 

Ia. Preparación de la solución A: 

     Se colocan 20 g de Na2CO3 en con 4 g de NaOH y se aforan a 1l con 

agua libre de iones. 

 

Ib. Preparación de la solución B: 

     Se prepara una solución de 0.78 g de Cu2SO4 en 20 ml de agua libre de 

iones.   Por otro lado, se prepara una solución con 1.34 g de tartrato de 

sodio y potasio disueltos en 20 ml de agua libre de iones. 

 

     La solución B se prepara mediante la mezcla de las dos soluciones 

anteriores, una vez mezcladas, se afora a 1l con agua libre de iones.   

 

Ic. Preparación de la solución C: 

     Se mezclan 50 ml de la solución A con 1 ml de la solución B. 

 

II. Preparación del reactivo de Folin-Ciocalteau. 

Se mezclan 10 ml del reactivo de Folin con 19 ml de agua libre de iones. 
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