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RESUMEN

Q.B.P. Jesiis Abraham Diaz Pdez Fecha de Graduacion: Diciembre, 2014
Universidad Auténoma de Nuevo Le6n, Facultad de Medicina
Titulo del EVALUACION DEL EFECTO ANTIFUNGICO DE EXTRACTOS
Estudio: DE MACROMICETOS DEL NORESTE DE MEXICO CONTRA
: AISLAMIENTOS CLINICOS DE HONGOS OPORTUNISTAS
Numero de psdginas: 70

Candidato al Grado de MAESTRIA en CIENCIAS con Orientacién en Microbiologia
Meédica.

Area de estudio: Microbiologia Médica.

Propésito y Método de estudio: Durante las ultimas décadas, se ha observado un
evidente cambio en los agentes patégenos, los cuales suelen ser mas agresivos debido a
la implementaciéon de nuevas técnicas y tratamientos que ponen en peligro los
mecanismos de defensa del paciente y favorecen el establecimiento de infecciones, con
ello, incluso patégenos con escaza virulencia, ahora son capaces de causar serias
enfermedades; en este grupo de patdgenos, tenemos a los hongos causantes de micosis
oportunistas, entre los que destacan los géneros Candida, Cryptococcus y Aspergillus,
por su patogenicidad, frecuencia y mortalidad. A su vez, los tratamientos antimic6ticos
con los que se cuenta en la actualidad tienen multiples desventajas, como es la
resistencia intrinseca o adquirida, las deficiencias farmacocinéticas de los tratamientos y
la elevada toxicidad y/o costo de los mismos. Lo anterior ha hecho que la busqueda de
nuevas opciones terapéuticas, particularmente de origen natural, sea un campo de
creciente interés cientifico. En el presente estudio, se evalué el efecto antifiingico de
extractos de macromicetos del noreste de México contra aislamientos clinicos de hongos
oportunistas con el propésito de determinar su potencial como fuente de nuevas
moléculas con actividad antifiingica; se recolectaron cinco especies de macromicetos
(C. cyathiformis, G. applanatum, P. djamor, C. cibarius y L. amarus) que crecen en el
noreste de México, se cultivaron in-vitro y a partir de los cultivos se obtuvieron
extractos metanolicos y del medio, los cuales se evaluaron contra aislamientos clinicos
de hongos oportunistas de Candida, Cryptococcus y Aspergillus, mediante la técnica de
microdilucién en placa y en base a las normas M27-A3 y M38-A2 del CLSI, como
control se utilizaron las cepas ATCC 22019 de C. parapsilosis y ATCC MYA-3626 de
A. fumigatus. Ninguno de los extractos de las especies evaluadas demostrd tener
actividad antifiingica contra los hongos estudiados. Contribuciones y conclusiones: Si
bien diversas especies de macromicetos que crecen en otros paises han mostrado tener
actividad antifingica, las especies evaluadas en este estudio no presentaron ésta
actividad. Debido a que el uso de la mediciga tradicional es comun en México, la
evaluacién de la actividad biolégica de los profluctos naturales es muy importante para
establecer sus propiedades farmacolégicas o la pusencia de las mismas.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Los hongos han estado en contacto con el hombre desde su origen, en un inicio, es
posible que se hayan utilizado como ornato y/o alimento, llegandose a considerar como
“alimento sagrado” por algunas culturas. Hasta el siglo XVIII los unicos hongos
conocidos fueron los macromicetos o setas, pero gracias a la creacion del microscopio
por Leeuwenhoek, se nos ha permitido asomar al mundo no perceptible por el ojo
humano; con ello, se encontrd el vasto grupo de los hongos microscopicos, con los que
el hombre ha obtenido multiples beneficios (como algunos antibioticos), pero también,
se amplié el panorama hacia aquellos que son patdgenos para él, los animales, las
plantas y los insectos. En general, se pueden mencionar los siguientes grupos de hongos:
1) Ornamentales, 2) Alimenticios, 3) Toxicos, 4) Alucinégenos, 5) Medicinales, 6)
Contaminantes y 7) Patdgenos; en esta investigacion nos enfocaremos principalmente en

los grupos 5y 7 ©.

Se estima que en total existen mas de 1.5 millones de especies de hongos, de los cuales
solo entre aproximadamente 100 y 300 especies, se han asociado con enfermedades en el
humano, en su mayoria, como agentes causales de micosis raras, ya que pocos son

patégenos relativamente comunes 232,



1.1 Micosis oportunistas.

Durante las ultimas décadas, se ha observado un evidente cambio en los agentes
patogenos; los nuevos tratamientos con modalidades méas agresivas, suelen poner en
peligro los mecanismos de defensa, lo que favorece que incluso hongos con escaza
virulencia intrinseca, se introduzcan en el cuerpo y causen serias enfermedades. Los
hongos se comenzaron a ubicar entre los principales patdgenos, una vez que se
comenzaron a emplear las estrategias para combatir las infecciones causadas por
bacterias, los agentes etiologicos mas comunes; para el 2011, tanto levaduras como
hongos filamentosos se ubicaban entre los 10 patdgenos aislados mas comunmente de

pacientes de la Unidad de Cuidados Intensivos ©2.

Bonifaz (2010) clasifica las micosis en cuatro grupos principales: 1) Las micosis
superficiales, que afectan la piel y sus anexos (ufias y pelo); 2) Las micosis subcutaneas,
que afectan capas mas internas de la piel y algunos 6rganos; 3) Las micosis profundas o
sistémicas, que pueden llegar a afectar todo el organismo; y 4) Las micosis causadas por
hongos oportunistas, que son producidas por hongos saprobios inocuos, que en
condiciones normales no generan enfermedad. En este Ultimo grupo, se encuentran las
micosis causadas por especies de los géneros Candida, Aspergillus y Cryptococcus,
reportados por Horn y cols. (2012) como los géneros de hongos patdgenos mas

importantes.



1.1.1 Candidosis.

Candida se ha planteado como el prototipo del hongo colonizante, debido a que al
formar parte de las microfloras de la orofaringe, el intestino, entre otras, puede pasar
desapercibido; sin embargo, alteraciones en el equilibrio de estas microfloras (por
emplear antibidticos de amplio espectro, por ejemplo) pueden desencadenar un
crecimiento descontrolado de éstas levaduras, por lo que se ha convertido en el género

mas comun de hongos patdgenos y sigue siendo amenazador ©2.

Es cada vez mas aceptado que el intestino es la mayor fuente de candidosis diseminada,
Ilegando incluso a reconocer que la colonizacidn gastrointestinal es el factor de riesgo
mas importante para adquirir candidosis. Esta micosis, tiende a desarrollarse en etapas
tempranas de un tratamiento, por lo que solamente el 10 % de las infecciones surgen una

vez que el paciente ha salido del hospital ©?.

Como se menciond anteriormente, las levaduras de Candida son causa frecuente de
morbilidad y mortalidad en infecciones adquiridas dentro de nosocomios. Este género
ocupa el 4° lugar en aislamientos de sangre en los Estados Unidos, mientras que en
Europa se ubica entre el 4° y el 7° lugar. En multiples estudios llevados a cabo en Brazil
y México, se encontré que el 4% de las infecciones sanguineas nosocomiales eran
causadas por especies de éste género. Candida albicans es la especie mas comun,
seguida por C. glabrata en Estados Unidos, mientras que en América Latina las especies
mas importantes después de C. albicans son C. tropicalis y C. parapsilosis; C. tropicalis
es usualmente aislada de pacientes inmunocomprometidos, mientras que C. parapsilosis

se ha asociado principalmente a catéteres infectados debido a que tiene la facultad de
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formar biofilms, C. parapsilosis también ha cobrado una gran relevancia, inclusive por
arriba de C. albicans, como patégeno de neonatos en la unidad de cuidados intensivos.
Incluso en algunos reportes, se menciona que pese a que para los 80’s la principal
especie causante de fungemias era C. albicans, para los 90’s las especies no-albicans

fueron desplazando a este patogeno 73239,

Se han reportado tasas de mortalidad de alrededor de 40 % para las candidosis; en
reportes de Brazil, México, Argentina, Chile, Colombia y Costa Rica las tasas de
mortalidad fluctian entre el 20 y el 63 %. Inclusive, se han llegado a reportar tasas de
mortalidad mas bajas en brotes causados por C. parapsilosis; sin embargo, éstas varian
dependiendo de la edad, por ejemplo: 24-34 % en neonatos de cuidados intensivos, 43 %

en nifios menores de un afio, 23 % en nifios de 1-12 afios y 40-63 % en adultos .

1.1.2 Criptococosis.

La criptococosis es una micosis causada por un complejo grupo de basidiomicetos
levaduriformes; éste complejo, conocido como Cryptococcus neoformans, esté integrado
por las variedades: 1) C. neoformans var neoformans, la cual es ubicua; 2) C.
neoformans var gattii, que es endémica de zonas tropicales y subtropicales y se observa
normalmente en pacientes inmunocomprometidos y 3) C. neoformans var grubii, la mas
comun causante de criptococosis. Es necesario mencionar que en algunos reportes, se

considera a la variedad gattii como una especie emparentada pero ajena al complejo ® 2

33)



Esta micosis, es la principal causa de meningoencefalitis fungica a nivel mundial y
afecta tanto a individuos inmunocompetentes como inmunocomprometidos; se ha
reportado como la cuarta infeccion mas comun en pacientes con SIDA. Ademas, puede
causar otros cuadros clinicos, como fungemia, neumonia, lesiones de hueso, de piel y de
tejidos blandos. En America Latina, la meningoencefalitis es la presentacion clinica mas
comun, con un 85% de los casos causados por C. neoformans y asociada a infeccion por

VIH en un 80% de los casos & 2233,

Datos epidemioldgicos recientes de la Organizacién Mundial de la Salud, indican que se
presentan mas de 1 millén de casos de infeccion criptococica cada afio en pacientes
infectados por VIH en Africa, lo cual desencadena la muerte de mas de 600,000

personas al afio %,

La incidencia de meningitis criptococica varia de acuerdo a la poblacion bajo estudio.
En Rio de Janeiro, la incidencia fue de 0.3 por cada 100,000 habitantes en 2002,
incrementandose para 2003 a 0.68. En Colombia, se determiné una incidencia de 0.24
por cada 100,000 habitantes, sin embargo, para pacientes con VIH fue de 3 por cada
100,000 habitantes. La prevalencia de meningitis en México se encuentra entre el 7 y el
11% en pacientes con VIH, con una tendencia a decrecer en los ultimos afios. Algunos
estudios reportan a Cryptococcus como la 42 o0 52 levadura mas comun en hemocultivos;

en algunos casos, mas comun que C. glabrata 2.

En un estudio Ibero-Américano multicéntrico llevado a cabo en 2003, se colectaron 340

cepas de humanos, animales y suelo, y se encontré que C. neoformans var grubii fue la
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mas comun (56-93.3%). Mientras que C. neoformans var neoformans fue la mas comun
en México, Guatemala, Venezuela, Brazil, Colombia, Pert, Chile y Argentina (con un
45-93.3%). La mayoria de los casos de criptococosis (75-95%) se presentan en hombres
jovenes (<40 afios) infectados por VIH. En este subgrupo, C. neoformans var grubii es el

patégeno encontrado mas frecuentemente 2.

La criptococosis es la segunda causa de muerte como resultado de una infeccion fangica
en América Latina. Es de interés mencionar que las tasas de mortalidad en Africa y
América Latina son inaceptablemente elevadas (31-75%) comparadas con un 20% para

los paises desarrollados ©2.

1.1.3 Aspergilosis.

Las infecciones causadas por hongos filamentos (IHF) se han descrito ampliamente en
pacientes con neoplasias sanguineas, trasplantes (especialmente de médula 0Gsea),
diabetes y pacientes bajo tratamientos crénicos con altas dosis de esteroides. En América
Latina, se ha descrito que las IHF son causadas, en mas del 90% de los casos, por
Candida y Aspergillus. Después de Candida, las especies de Aspergillus, Fusarium y los
agentes causales de la mucormicosis, son los patbgenos mas importantes en cuanto a
IHF se refiere. En América Latina, la aspergilosis broncopulmonar se ha reportado como

la tercera causa de micosis profundas %39,

Las especies de Aspergillus son patdgenos aéreos que se introducen por la cavidad nasal
hacia los senos paranasales para introducirse posteriormente hacia el sistema respiratorio

inferior, mismo que suele constituir el principal puerto de entrada de este patogeno ©2.
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Aspergillus es la causa mas comun de IHF en pacientes con trasplante de médula 6sea en
Ameérica Latina, y es la segunda mas comun en trasplantes de drganos. La especie mas
comudn en aspergilosis es A. fumigatus, con la presentacion clinica pulmonar como

predominante, seguida por sinusitis © 2.

La mortalidad por aspergilosis varia de un 30 a un 83%; sin embargo, en América Latina

es de mas del 70%, especialmente en pacientes con trasplante de médula 6sea 2.

1.2 Tratamientos antimicoticos.

La era de los tratamientos sistémicos antifingicos realmente efectivos, comenzé con la
introduccion del desoxicolato de Anfotericina B en 1958 por Squibb Laboratories, esto
después de exhaustivos intentos para desarrollar formulaciones orales biodisponibles a
partir de mas de 200 macrdlidos poliénicos producidos por el actinomiceto
Streptomyces. Este antimicético se mantuvo como el tratamiento estandar contra micosis
graves durante mas de 40 afios, pero debido a sus efectos adversos, se continud con la
busqueda de moléculas igual de efectivas pero menos téxicas que pudiesen ser
administradas tanto por via intravenosa como por via oral. Este objetivo se alcanz6 3
décadas después, en 1990, con la introduccion del Fluconazol, cuyas caracteristicas
farmacologicas y antifingicas lo posicionaron como el antimicotico mas prescrito contra
infecciones por levaduras; lamentablemente, éste antimicotico no es activo contra
hongos filamentosos, e incluso, existe resistencia intrinseca entre algunas especies del

género Candida (como C. glabrata y C. krusei) por lo que la necesidad de alternativas
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de amplio espectro seguia vigente. La introduccion del Itraconazol en 1992, resulto en
una solucion parcial a estas limitaciones del Fluconazol, aunque las formulaciones orales

posefan una absorcion erratica o efectos gastrointestinales adversos 2.

Con la introduccién del VVoriconazol (2002) y el Posaconazol (2006), triazoles de amplio
espectro, se transformd completamente el manejo de las micosis invasivas en pacientes
inmunocomprometidos. El Voriconazol demostré ser mucho mas efectivo que el
tratamiento convencional contra la aspergilosis invasiva (Anfotericina B) y ser un agente
atil contra la fusariosis; mientras que el Posaconazol tiene un espectro de actividad que
no sélo incluye a Aspergillus y Fusarium, sino también a los mucorales. Ademas, ambos
agentes pueden ser administrados por via oral, lo cual amplia su utilidad no solo para
tratar infecciones flngicas, sino también como agentes profilacticos en pacientes
severamente inmunocomprometidos. Desafortunadamente, el aumento en el espectro de
actividad de los triazoles, suele venir acompafiado de un incremento en la variabilidad
de su farmacocinética y en el riesgo de interacciones con otros farmacos. Nuevos
triazoles, como el Isavuconazol (actualmente bajo investigacion), al parecer cuentan con
un espectro de actividad similar al del Voriconazol y Posaconazol, pero con menos
variabilidad en cuanto a su farmacocinética y con menos interacciones. Por otra parte, se
encuentra el reciente descubrimiento en cuanto a tratamientos antimicéticos, las
equinocandinas; éstos lipopéptidos semisintéticos inhiben la sintesis de p-1,3-D-
glucano, con lo que se dafia la pared celular; éste mecanismo de accion, no afecta las
células de mamiferos, por lo que no se han observado efectos toxicos; sin embargo, las

equinocandinas carecen de actividad contra algunas levaduras oportunistas comunes



(como especies de Cryptococcus) y algunos hongos filamentosos menos comunes

(Fusarium, Scedosporium y mucorales) %2329,

En resumen, a pesar del considerable progreso que se ha observado desde el surgimiento
de la terapia antifingica sistémica en los 50’s, los tratamientos antifingicos actuales
estdn muy lejos de la perfeccion. Ningun agente antimicotico es apropiado para todos los
pacientes con micosis debido a las condiciones en las que se encuentra,
hipersensibilidades, riesgos de interaccion, inmunosupresion, sitio de infeccion y al
riesgo de infecciones con patdgenos que presenten una resistencia intrinseca o adquirida

al antimicotico @,

1.2.1 Tratamientos antimicéticos contra hongos oportunistas.

Las guias de tratamiento recomiendan que la candidosis se trate preferentemente con
Anfotericina B o Fluconazol y en algunos casos con Voriconazol. En América Latina, el
desoxicolato de Anfotericina B se mantiene como el tratamiento antifingico mas
comunmente utilizado para estas micosis, seguido por el Fluconazol. Mientras que las
equinocandinas y otras formulaciones de Anfotericina B son raramente utilizadas debido

a su alto costo @ 3%,

Con respecto a la meningoencefalitis criptocdcica, se recomienda el uso de Fluconazol,
Itraconazol o Anfotericina B combinado con Flucitosina; sin embargo, en Ameérica
Latina, el 80% de los pacientes son tratados con el desoxicolato de Anfotericina B en

combinacién con Fluconazol, apreciandose resultados aceptables @32,



Lamentablemente, la terapia contra la aspergilosis esta lejos de ser efectiva, debido tanto
a las dificultades para su diagnostico como a la falta de antimicoticos eficaces. El
Voriconazol se ha planteado como tratamiento de primera linea para la aspergilosis, ya
que ha mostrado mejores resultados que la Anfotericina B, aunque se indica que en
pacientes a quienes no se les pueda prescribir Anfotericina B o Itraconazol, se les
administre Caspofungina; pese a esto, el desoxicolato de Anfotericina B se sigue

utilizando en América Latina, por cuestiones econdmicas © 3%,

1.3 Resistencia.

Es importante distinguir entre la resistencia clinica y la resistencia microbiana. La
resistencia clinica se refiere al fracaso del tratamiento de una micosis con el
antimicético, ya sea por una deficiencia en el agente antimicético para arribar al sitio de
la infecciéon o a la incapacidad del sistema inmune para erradicar el patdgeno, cuyo
crecimiento se ha retardado por el antibiotico. Por otra parte, la resistencia microbiana se
refiere a la resistencia determinada por pruebas de susceptibilidad in-vitro; sus
resultados, se utilizan para predecir el posible éxito o fracaso al administrar dicho

tratamiento .

Con respecto a la resistencia a antimicaticos, para las especies de Candida, ésta varia de
1-6% para el Fluconazol; aunque en algunos estudios, se reporta que para C. albicans, C.
parapsilosis y C. tropicalis es menor a 3%. Por el contrario, para C. glabrata y C. krusei
se ha reportado mucho mas resistencia que para otras especies, ubicandose en un 30 y un

70% de resistencia, respectivamente. En el caso de las criptococosis, los estudios de
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susceptibilidad antimicrobiana a nivel global, han demostrado que mas del 99% de los
aislados de Cryptococcus son susceptibles a Anfotericina B, Fluconazol y Flucitosina;
sin apreciarse diferencia entre distintas regiones geograficas de América Latina. De
igual manera, para las aspergilosis, estudios recientes concuerdan con que A. fumigatus

suele ser susceptible a Itraconazol, Voriconazol y Anfotericina B ©2.

1.4 Productos naturales.

Desde la antigliedad, se han empleado productos naturales para tratar distintas
enfermedades humanas. La sociedad actual, ha devuelto la mirada hacia el desarrollo de
la “quimica verde” y el uso sustentable de productos de origen natural. Esta tendencia es
ain mas evidente en la busqueda de nuevas posibilidades biotecnoldgicas y
farmacéuticas, para lo cual es necesario el desarrollo de investigaciones
multidisciplinarias. En el campo de los productos farmaceéuticos, la sintesis quimica del
siglo veinte se ha perfeccionado gradualmente, aungque también gradualmente, se ha ido
reemplazando por aplicaciones biotecnoldgicas y ha regresado hacia la infinitamente

variable y compleja, quimica de la naturaleza @,

Los organismos en la naturaleza, producen metabolitos secundarios con el propdsito
especifico de adquirir ventajas evolutivas, como obtener un mayor espacio o adquirir
méas nutrientes. Durante la evolucion, se han desarrollado una gran variedad de
maquinarias enzimaticas que dirigen la biosintesis de diferentes estructuras moleculares;

estas moléculas, resultan de interés por sus distintas actividades bioldgicas .

11



Se estima que existen méas de 300,000 especies de plantas y probablemente cerca de 1.5
millones de especies de hongos, ademas de insectos, organismos marinos, entre otros,
que en conjunto hacen de la naturaleza un vasto reservorio de diversidad biologica y

quimica .

Los hongos son conocidos por su quimica tan peculiar, que difiere ampliamente tanto de
la quimica de los animales como de las plantas superiores. Los metabolitos secundarios
de los hongos son producidos para favorecer su establecimiento en los diversos nichos
ecologicos; muchos de estos metabolitos, han jugado roles importantes como
tratamientos farmacoldgicos; como ejemplos, tenemos a la Penicilina, que interfiere en
la sintesis de la pared celular bacteriana, asi como a la Ciclosporina, que es un agente

inmunosupresor ampliamente utilizado para evitar el rechazo de trasplantes de 6rganos

)

Los hongos conocidos como macromicetos, se han utilizado como remedios medicinales
desde hace mucho tiempo por los paises asiaticos; taxonémicamente hablando, al grupo
de los macromicetos, pertenecen principalmente los basidiomicetos, aunque algunas

especies de ascomicetos también entran dentro de éste grupo @*.

Los macromicetos se han asociado a una gran variedad de propiedades farmacoldgicas,
como son efecto antitumoral, inmonumodulador (estimulante, supresor, anti-alergéenico,
anti-inflamatorio),  citostatico, antiaterogénico, antioxidante, hipoglucemiante,
hepatoprotector, sobre sistema nervioso central y efecto antimicrobiano (contra hongos,

bacterias y virus) ¥,
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En Mexico, las propiedades farmacologicas de los macromicetos nativos no se han
estudiado tan ampliamente como en los paises asiaticos; se estima que en el pais existen
alrededor de 200,000 especies de macromicetos, de los cuales solo se han reportado
alrededor de 70 especies que se asocian con propiedades medicinales; sin embargo, son
pocos los reportes en los que se analizan dichas actividades > ®; es por esto, que el
Departamento de Farmacologia y Toxicologia inici6 una linea de investigacion
encaminada a evaluar la actividad bioldgica de los macromicetos que crecen en el pais.
Entre los reportes nacionales con los que se cuenta, esta el reporte de Gonzéalez y cols.
(2010) que evaluaron distintas propiedades farmacologicas de macromicetos del noreste
de Meéxico, demostrando que Suillus luteus, Lentinus lepideus y Suillus lakei
presentaban actividad antioxidante, S. lakei efecto inmuno-estimulante y Ganoderma
applanatum, Armillaria mellea y S. lakei actividad antimicrobiana; en otro reporte,
Tamez y cols. (2013) demostraron la actividad hipoglucemiante del extracto metandélico
de una cepa de L. lepideus del noreste de México en un modelo murino; y también se
cuenta con el reporte de Valencia y cols. (2008) quienes determinaron actividad

antibacteriana para el macromiceto Pleurotus djamor.

Con respecto a la actividad antimicrobiana, se sabe que los macromicetos requieren de
compuestos antibacterianos y antifungicos para sobrevivir en sus ambientes naturales;
por lo que no es sorprendente que compuestos con estas actividades puedan ser extraidos

de una gran variedad de macromicetos ?%.
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En un estudio llevado a cabo por Suay y cols. (2000), se evalué la actividad
antimicrobiana (contra patégenos clinicos y cepas control) de 317 aislados de
macromicetos, los cuales representaban a 204 especies diferentes colectadas en Espafia;
ellos encontraron que el 45% (109 especies) mostraron actividad antimicrobiana; en
general, determinaron que era mas comun la actividad antibacteriana que la antifingica,
ésta ultima, presente principalmente en las especies pertenecientes al orden de los
Agaricales; a su vez, observaron que habia diferencias en cuanto a dicha actividad a
nivel de género e incluso de especie, por lo que sugirieron que la habilidad de los
macromicetos para producir metabolitos con esta actividad no esta distribuida de forma

homogénea filogenéticamente hablando.

Por otra parte, Gerasimenya y cols. (2000) probaron distintas actividades para 14 cepas
del macromiceto Pleurotus ostreatus; con respecto a la actividad antimicrobiana, se
demostro que todas las cepas cultivadas en medio liquido poseian dicha actividad, pero
al obtener cuerpos fructiferos mediante cultivos en maiz, no se apreciaba actividad
antimicrobiana; a su vez, mientras que algunas cepas mostraban actividad antifungica
contra Aspergillus niger a partir del extracto del medio de cultivo, esta actividad no se

apreciaba a partir del extracto del micelio.

Por ultimo, otros estudios con respecto a la actividad antifingica han sido llevados a
cabo; entre ellos Coetzee y van Wyk (2009) mencionan que varias especies del género
Calvatia (C. cyathiformis, C. craniiformis, C. gigantea y C. utriformis) tienen la
capacidad de producir acido calvatico, molécula asociada con ésta actividad; Acharya

(2011) encontro actividad antifungica en el macromiceto Pleurotus djamor contra el
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hongo fitopatdgeno Magnaporihe grisea, posteriormente Giri y cols. (2012) demostraron
efecto antimicotico de esta misma especie de macromiceto contra la cepa MTCC CODE
183 de C. albicans; ademas, Nagaraj y cols. (2013) analizaron la actividad antifingica
de distintos extractos del macromiceto Ganoderma applanatum contra C. albicans
(MTCC 1637), C. indicum (MTCC 2831), T. rubrum (MTCC 3272) y M. gypseum
(MTCC 2829), para los cuales demostraron que el extracto metandlico fue el mas
efectivo; Dulger y cols. (2004) demostraron que extractos del macromiceto Cantharellus
cibarius presentaban actividad antifingica contra especies de Aspergillus, pero no contra
levaduras del género Candida, mientras que Eren y cols. (2013) demostraron que
extractos del macromiceto Leucopaxillus tricolor presentaban actividad antifingica

contra una cepa de Aspergillus fumigatus fitopatogena.
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CAPITULO 2

JUSTIFICACION

Debido a la creciente importancia de las infecciones fungicas oportunistas, asi como a
las deficiencias de los tratamientos antimicoticos con los que se cuenta en la actualidad
(como su elevada toxicidad, el alto costo de los mismos y la resistencia tanto clinica
como microbiana, ya sea intrinseca o adquirida), es de gran interés investigar nuevas
fuentes de moléculas con efecto antifingico, entre ellas, los macromicetos representan
una fuente natural, de bajo costo y de gran potencial farmacoldgico para la busqueda de
ésta actividad bioldgica. Es por esto, que en este proyecto nos planteamos evaluar si
extractos de cepas de macromicetos del noreste de Meéxico, presentan actividad
antifangica contra patégenos causantes de micosis oportunistas en la region y cepas

control.
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CAPITULO 3
HIPOTESIS
Los extractos de cultivos in-vitro de los macromicetos Calvatia cyathiformis,

Cantharellus cibarius, Ganoderma applanatum, Leucopaxillus amarus y Pleurotus

djamor del noreste de México tienen actividad antifungica contra hongos causantes de

micosis oportunistas en la region.
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CAPITULO 4

OBJETIVOS

4.1 Objetivo general.

Evaluar el efecto antifungico de extractos de cultivos in-vitro de los
macromicetos Calvatia cyathiformis, Cantharellus cibarius, Ganoderma
applanatum, Leucopaxillus amarus y Pleurotus djamor colectados en el noreste

de México contra aislamientos clinicos de hongos oportunistas.

4.2 Objetivos especificos.

1. Obtener los extractos metanolicos de la biomasa de cultivos in-vitro de los

macromicetos: Calvatia cyathiformis, Cantharellus cibarius, Ganoderma
applanatum, Leucopaxillus amarus y Pleurotus djamor.

Obtener los extractos del medio en donde se cultivaron los macromicetos:
Calvatia cyathiformis, Cantharellus cibarius, Ganoderma applanatum,
Leucopaxillus amarus y Pleurotus djamor.

Evaluar la actividad antifungica de cada extracto contra aislamientos clinicos de
Candida spp., Cryptococcus neoformans y Aspergillus fumigatus.

Fraccionar los extractos con mayor actividad antifingica y evaluar la

citotoxicidad de las fracciones mas activas.
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CAPITULO 5

MATERIAL Y METODOS

5.1. Colecta e identificacion de los macromicetos.

a. Los macromicetos Calvatia cyathiformis, Cantharellus cibarius, Ganoderma
applanatum, Leucopaxillus amarus y Pleurotus djamor fueron colectados e
identificados por el Ph. D. Fortunato Garza Ocafias de la Facultad de Ciencias
Forestales de la U.A.N.L.; posteriormente, se cultivaron durante un mes en
Agar Melin-Norkrans y ésos cultivos se entregaron al departamento de

Farmacologia y Toxicologia de la Facultad de Medicina de la U.A.N.L.

5.2. Obtencion e identificacion de los hongos oportunistas.

a. Se trabajo con aislamientos clinicos obtenidos e identificados por el
Laboratorio de Micologia del Centro Regional para el Control de
Enfermedades Infecciosas perteneciente al Departamento de Microbiologia de
la Facultad de Medicina de la U.A.N.L.

b. Para las pruebas, se utilizaron 2 aislamientos de Candida albicans, 2 de
Candida parapsilosis, 2 de Candida tropicalis, 2 de Cryptococcus neoformans
y 2 de Aspergillus fumigatus.

c. Ademés, como control para las pruebas de susceptibilidad, se utilizaron las
cepas ATCC 22019 de Candida parapsilosis y ATCC MYA-3626 de

Aspergillus fumigatus.
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5.3. Preparacion de soluciones para el medio de cultivo.
a. Solucion de cloruro de sodio 0.025 % m/v.
i. Se pesaron 0.125 g de cloruro de sodio.
ii. Se disolvieron en 100-200 mL de agua bidestilada.
iii. Se afadid agua bidestilada hasta completar 500 mL.
iv. Se homogeniz6 completamente.
v. La solucion fue almacenada en frasco transparente con tapon de rosca a
temperatura ambiente.
b. Solucion de cloruro de calcio 0.05 % m/v.

i. Se pesaron 0.25 g de cloruro de calcio dihidratado.

i. Se disolvieron en 100-200 mL de agua bidestilada.

iii. Se afadié agua bidestilada hasta completar 500 mL.

iv. Se homogeniz6 completamente.

v. La solucién fue almacenada en frasco transparente con tapon de rosca a
temperatura ambiente.

c. Solucion de sulfato de magnesio 0.15 % m/v.

i. Se pesaron 0.75 g de sulfato de magnesio heptahidratado.

i. Se disolvieron en 100-200 mL de agua bidestilada.

iii. Se afadi6 agua bidestilada hasta completar 500 mL.
iv. Se homogenizé completamente.
v. La solucion fue almacenada en frasco transparente con tapon de rosca a

temperatura ambiente.

d. Solucion de fosfato de potasio 0.5 % m/v.
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i. Se pesaron 2.5 g de fosfato de potasio trihidratado.
ii. Se disolvieron en 100-200 mL de agua bidestilada.
iii. Se afadid agua bidestilada hasta completar 500 mL.
iv. Se homogeniz6 completamente.
v. La solucion fue almacenada en frasco transparente con tapon de rosca a
temperatura ambiente.
Solucion de fosfato de amonio 0.25 % m/v.
i. Se pesaron 1.25 g de fosfato monobésico de amonio.
ii. Se disolvieron en 100-200 mL de agua bidestilada.
iii. Se afadi6 agua bidestilada hasta completar 500 mL.
iv. Se homogeniz6 completamente.
v. La solucion fue almacenada en frasco transparente con tapon de rosca a
temperatura ambiente.
Solucion de tricloruro de hierro 1 % m/v.
i. Se pesaron 2.5 g de tricloruro de hierro.
ii. Se disolvieron en 50-100 mL de agua bidestilada.
iii. Se afadid agua bidestilada hasta completar 250 mL.
iv. Se homogeniz6 completamente.
v. La solucion fue almacenada en frasco ambar con tapén de rosca a
temperatura ambiente.
Solucion de tiamina 0.1 % m/v.
i. Se pesaron 0.5 g de tiamina.
ii. Se disolvieron en 100-200 mL de agua bidestilada.

iii. Se afadi6 agua bidestilada hasta completar 500 mL.
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iv. Se homogeniz6 completamente.
v. La solucion fue almacenada en frasco ambar con tapon de rosca a
temperatura ambiente.
h. Solucion de fosfato dibasico de sodio 0.5 M.

i. Se pesaron 35.49 g de fosfato dibasico de sodio anhidro.

i. Se disolvieron en 100-200 mL de agua bidestilada.

i. Seafor6a500 mL.

i
iv. Se homogeniz6 completamente.
v. La solucion fue almacenada en frasco transparente con tapon de rosca a
temperatura ambiente.
i.  Solucion de &cido citrico 0.5 M.
i. Se pesaron 52.54 g de &cido citrico monohidratado.
ii. Se disolvieron en 100-200 mL de agua bidestilada.
iii. Seaforé a 500 mL.
iv. Se homogeniz6 completamente.
v. La solucién fue almacenada en frasco transparente con tapon de rosca a

temperatura ambiente.

5.4. Preparacion de Caldo Melin-Norkrans (preparacion para 1 L).
a. Se pesaron 500 mg de extracto de levadura.
b. Se pesaron 3 g de extracto de malta.
c. Se pesaron 10 g de d-glucosa anhidra.
d. Se disolvio el extracto de levadura, el extracto de malta y la d-glucosa en 500

mL de agua bidestilada.
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e. Después se agregaron 10 mL de cada una de las soluciones de trabajo de
cloruro de sodio, cloruro de calcio, sulfato de magnesio, fosfato de amonio,
fosfato de potasio y tiamina.

f. Se afadié 1.2 mL de la solucion de trabajo de tricloruro de hierro.

g. Seagreg6 20 mL de la solucidn de trabajo de fosfato dibasico de sodio.

h. Seafadio 2 mL de la solucion de trabajo de acido citrico.

i. Secompleté alL con4l17 mL de agua bidestilada.

j.  Encaso de que el pH no fuese de 6.50 £ 0.01, se ajusto con las soluciones de
trabajo de fosfato dibasico de sodio o acido citrico hasta alcanzar dicho valor.

k. Se vertieron aproximadamente 200 mL del medio liquido en matraces
Erlenmeyer de 500 mL.

I.  Ademas de la torunda, se coloco una capucha de papel aluminio.

m. Se esterilizo en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

n. Se dejo reposar hasta alcanzar la temperatura ambiental y se utilizaron para

sembrar.

5.5. Preparacion de Agar Melin-Norkrans (preparacion para 1 L).
a. La preparacion del medio solido fue idéntica a la preparacion del medio
liquido del paso “a” al “4”, excepto que en un principio también se pesaron 15
g de agar bacteriologico, los cuales se disolvieron junto con el extracto de
levadura, el de malta y la d-glucosa.

b. Una vez ajustado el pH del medio, este se esterilizo a 121 °C durante 15

minutos.
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c. Al finalizar la esterilizacion, se agito hasta ver a contraluz que el agar se habia
disuelto completamente (evitando que se botara el tapdn del recipiente).

d. Se dejé atemperar hasta aproximadamente 45 °C o hasta que alcanz6 una
temperatura que se soportaba al tacto (sin que solidificara).

e. Se vacio el medio en las placas de Petri estériles.

f.  Se permitié que se solidificara el medio.

g. Las placas se colocaron boca abajo hasta su uso, cuando no se utilizaron
durante las préximas 24 horas, se refrigeraron a aproximadamente 4 °C hasta

Su uso.

5.6. Cultivo de los macromicetos en Agar Melin-Norkrans.

a. A partir de cultivos en placas con agar Melin-Norkrans de los macromicetos
Calvatia cyathiformis, Cantharellus cibarius, Ganoderma applanatum,
Leucopaxillus amarus y Pleurotus djamor, se tomo el indculo para propagar
en mas placas con el mismo medio bajo condiciones asépticas.

b. Con ayuda de un bisturi, se cortaron cuadros de aproximadamente 0.5 x 0.5
cm de los cultivos de cada macromiceto.

c. Esos cuadros de indculo se transfirieron a otra placa con agar Melin-Norkrans,
procurando que la superficie con el micelio del macromiceto quedara en
contacto con el agar de la nueva placa. Para este paso, se evitd tomar cuadros
de inoculo en donde no se apreciara crecimiento o micelio del hongo a simple
vista.

d. Se inocul6 cada placa con 3 0 4 cuadros lo mas distanciados posibles el uno

del otro, pero lejos del borde de la placa.
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€.

f.

Las placas se sellaron con parafilm.

Se incubaron durante 1 mes a temperatura ambiente.

5.7. Cultivo de los macromicetos en Caldo Melin-Norkrans.

a.

A partir de cultivos en placas con agar Melin-Norkrans de los macromicetos
Calvatia cyathiformis, Cantharellus cibarius, Ganoderma applanatum,
Leucopaxillus amarus y Pleurotus djamor, se tomo el indculo para los
matraces con Caldo Melin-Norkrans.

Bajo condiciones asépticas, cada cultivo en agar Melin-Norkrans se partio en
12 triangulos concéntricos del mismo tamafio con ayuda de un bisturi.

Cada matraz con Caldo Melin-Norkrans, se inocul6 con 3 triangulos de
cultivo del macromiceto correspondiente (la cuarta parte del cultivo de una
placa).

Una vez inoculado el matraz, se sellé6 con la capucha de aluminio y con
parafilm.

Los matraces inoculados se incubaron durante 2 meses a temperatura

ambiente.

5.8. Obtencién de biomasa y medio liquido.

a.

Al concluir la incubacion de los macromicetos en medio liquido, se extrajo la
biomasa de los matraces y se filtr6 con ayuda de papel filtro grado 617.
El medio de cultivo restante se filtré también con papel filtro grado 617 y se

colectd en un vaso de precipitados.
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c. La biomasa se dejo secar bajo flujo de aire en campana durante 48 h o hasta
quedar completamente seca, una vez seca, se peso y se almacend protegida de
la luz a temperatura ambiente hasta su extraccion.

d. El medio de cultivo filtrado se esterilizé por filtracion y se almaceno a

temperatura ambiente en matraces Erlenmeyer estériles hasta su liofilizacion.

5.9. Extraccion metandlica de la biomasa.

a. Labiomasa seca se moli6 hasta obtener fragmentos de aproximadamente 1 cm
de didmetro como maximo.

b. Una vez molida, se colocd en un vaso de precipitados cubierto y tapado con
papel aluminio.

c. Se afiadieron 30 mL de Metanol HPLC por cada gramo de biomasa seca.

d. Se extrajo durante 24 h en estado de reposo.

e. El sobrenadante de la primera extraccion se decant6 y reservd en un matraz
Erlenmeyer cubierto con papel aluminio a temperatura ambiente.

f.  Nuevamente se agregaron 30 mL de Metanol HPLC por gramo de biomasa
seca.

g. Esta extraccion se mantuvo a agitacion constante de 100 rpm durante 24 h a
temperatura ambiente.

h. Se decant0 el sobrenadante y se reservé en el mismo matraz en donde se
colecto el de la primera extraccion.

i. Nuevamente se agregaron 30 mL de Metanol HPLC por cada gramo de
biomasa seca.

J-  Se mantuvo en agitacion a 100 rpm durante 72 h a temperatura ambiente.
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k. Se decantd el sobrenadante y se mezclé con el de las dos extracciones

anteriores.

I. El extracto se evapord a sequedad en el rotavapor a 40 °C y 60 rpm.

m. Se pesO y almacend en oscuridad a -4 °C.

5.10. Extraccion del medio de cultivo de macromicetos.

a. Una vez esterilizado por filtracion, el medio de cultivo se congel6 durante 12

horas aproximadamente, en los recipientes para liofilizar.

b. Se sometid a liofilizacion hasta quedar completamente seco.

c. Se almacend en oscuridad a -4 °C.

5.11. Pruebas de susceptibilidad.

a. Activacion y obtencion del indculo de los aislamientos clinicos y controles.

48 h antes de llevar a cabo las pruebas de susceptibilidad, se sembraron
en PDA (Agar Papa Dextrosa) los aislamientos clinicos y las cepas
control.

Las levaduras se incubaron a 35 °C y los hongos filamentosos a 30 °C,
ambos durante 48 h.

Una vez transcurrido este tiempo, se ajusté el indculo a 0.5 en la escala de
McFarland en tubos con solucion salina al 0.85 %, a una longitud de onda
de 530 nm.

A partir de esos tubos, se llevo a cabo una dilucion 1:50 con medio RPMI
1640 para los hongos filamentosos y 1:100 para las levaduras.

Estas ultimas diluciones se tomaron como las soluciones de trabajo.
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Disolucion de los extractos.

i. Se pesd 0.1 g de cada extracto en un tubo de 15 x 150.

ii. Se disolvio en 1 mL de etanol y se agitd vigorosamente.

iii. Posteriormente, se afiadieron 9 mL de medio RPMI 1640 y se agitd
vigorosamente.
iv. Se mezcld 4 mL de la solucion anterior con 6 mL de medio RPMI 1640.

v. Se agitd vigorosamente y se reservd hasta su uso (Solucién de trabajo
4,000 pg/mL).

Pruebas de susceptibilidad.

I. Las pruebas de susceptibilidad se llevaron a cabo conforme a las normas
M27-A3 y M38-A2 del CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute).

ii. Para cada extracto se utilizaron dos placas de 96 pocillos con fondo en
forma de U.

1. Enlaplaca 1 se probaron los 6 aislamientos clinicos de las 3 especies
del género Candida y se utiliz6 como control positivo la cepa ATCC
22019 de C. parapsilosis.
2. En la placa 2 se probaron los 2 aislamientos clinicos de C.
neoformans y los 2 de A. fumigatus, asi como las cepas control
(contra el extracto), para esta placa el control positivo fue la cepa
ATCC MYA-3626 de A. fumigatus.
iii. Los controles positivos se sometieron al antimicético Anfotericina B a

concentraciones de 0.03 a 16 upg/mL, las MIC se compararon con las
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Vi.

Vil.

viil.

establecidas en las normas M27-A3 y M38-A2 para comprobar que el
resultado fuese el correcto.

Las concentraciones probadas de cada extracto fueron diluciones seriadas
de 2,000 a 3.9 pug/mL.

Para cada prueba se dejo un control de viabilidad (sin extracto) y un
control de esterilidad (medio RPMI 1640 sin indculo y sin extracto).

Las placas se incubaron a 35 °C durante 72 h, con lecturas a las 24, 48 y
72 h.

Una vez comprobado que el control positivo arrojo los resultados
esperados, que si se present6 crecimiento en el control de viabilidad y que
no estd contaminado el control de esterilidad, se procedié a leer las
pruebas.

La concentracion minima inhibitoria (MIC) seria aquella en la que no se
apreciara crecimiento (botdén o turbidez) y la concentracion minima
fungistatica seria aquella en la que se apreciara una disminucion

(comparado contra el control de viabilidad) del 50%.
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CAPITULO 6

RESULTADOS

Una vez colectados e identificados por el Ph. D. Fortunato Garza Ocafas, se sembraron
aproximadamente 15 placas de Agar Melin-Norkrans con los macromicetos Calvatia
cyathiformis, Cantharellus cibarius, Ganoderma applanatum, Leucopaxillus amarus y
Pleurotus djamor si a lo largo del mes de incubacion, se apreciaba contaminacion en
alguna de las placas, ésta era desechada. A partir de esas placas, los macromicetos se
sembraron en matraces Erlenmeyer con aproximadamente 200 mL de Caldo Melin-
Norkrans, si durante el transcurso de la incubacion se apreciaba contaminacion en
alguno de los cultivos, éste era desechado; en la Tabla No. 1 se indica la cantidad de
matraces cultivados para cada especie de macromiceto, mientras que en las Figuras No.
1y 2 se aprecian las morfologias obtenidas tanto para cultivos in-vitro en medio sélido

como en medio liquido.

Cantidad
de Especie de macromiceto
matraces
50 Calvatia cyathiformis
52 Ganoderma applanatum
51 Pleurotus djamor
47 Leucopaxillus amarus
40 Cantharellus cibarius

Tabla No. 1.- Cantidad de matraces cultivados durante 2 meses para cada una de las
especies de macromicetos analizadas.
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Figura No. 1.- Morfologias obtenidas para Calvatia cyathiformis (imagen superior
izquierda), Ganoderma applanatum (imagen superior central), Pleurotus djamor
(imagen superior derecha), Leucopaxillus amarus (imagen inferior izquierda) y
Cantharellus cibarius (imagen inferior derecha) después de ser cultivados durante un
mes a temperatura ambiente en Agar Melin-Norkrans.

Figura No. 2.- Morfologias obtenidas para Calvatia cyathiformis, Ganoderma
applanatum, Pleurotus djamor, Leucopaxillus amarus y Cantharellus cibarius
(izquierda a derecha) después de ser cultivados durante dos meses a temperatura
ambiente en Caldo Melin-Norkrans.

A partir de estos cultivos, se extrajo en primera instancia el medio liquido, el cual fue

liofilizado y almacenado, por otra parte, se obtuvo la biomasa, la cual se seco, tritur0 y
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sometid a extraccién con metanol, en la Tabla No. 2 se indica la cantidad de biomasa

obtenida para cada macromiceto, el volumen de metanol utilizado para cada extraccion y

el volumen final de extracto obtenido.

. Volumen de .

Especie de macromiceto Slomasasecd metanol por MOIIMERTINAtGe

@ extraccion (mL) extracto (ML)
Calvatia cyathiformis 9.76 300 900

Ganoderma applanatum 29.04 900 2,700
Pleurotus djamor 28.04 900 2,700
Leucopaxillus amarus 31.02 950 2,850
Cantharellus cibarius 14.31 450 1,350

Tabla No. 2.- En esta tabla se muestra la cantidad en gramos de biomasa seca obtenida
para cada especie de macromiceto, el volumen de solvente utilizado en cada extraccion y
el volumen de extracto obtenido después de las 3 extracciones.

A continuacion, en la Tabla No. 3, se presentan los gramos de extracto metandlico

obtenidos para cada especie de macromiceto con sus respectivos rendimientos:

Rendimientos

Especie de macromiceto UL
p metandlico (g) 9 de extracto por g de extracto por
g de biomasa matraz

Calvatia cyathiformis 4.41 0.45 0.09
Ganoderma applanatum 2.95 0.10 0.06
Pleurotus djamor 3.04 0.11 0.06
Leucopaxillus amarus 2.86 0.09 0.06
Cantharellus cibarius 1.23 0.09 0.03

Tabla No. 3.- En esta tabla se muestra la cantidad en gramos de extracto metandlico que
se obtuvo para cada especie de macromiceto; asi como la cantidad, en gramos, de
extracto que se obtuvo por gramo de biomasa y por matraz cultivado.
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Como se aprecia en la Tabla No. 3, los mejores rendimientos, en cuanto a cantidad de
extracto metandlico obtenido por gramo de biomasa seca y por matraz, fueron para el
macromiceto Calvatia cyathiformis; mientras que el macromiceto Cantharellus cibarius
fue el que presentd la menor cantidad de extracto metanolico por cada matraz cultivado.
Ademas, es pertinente indicar que mientras algunos extractos eran polvos
completamente solidos (Ganoderma applanatum), otros extractos fueron sumamente

viscosos (Leucopaxillus amarus y Cantharelus cibarius), ver Figura No. 3.

Figura No. 3.- Extractos metandlicos de los macromicetos Calvatia cyathiformis,
Ganoderma applanatum, Pleurotus djamor, Leucopaxillus amarus y Cantharellus
cibarius (izquierda a derecha), en esta imagen se muestra que los extractos de Calvatia
cyathiformis, Leucopaxillus amarus y Cantharellus cibarius resultaron sumamente
Viscosos u oleaginosos.

Como se menciono6 anteriormente, las pruebas de susceptibilidad para cada extracto se
llevaron a cabo en 2 placas, en las Tablas No. 4 y 5 se indica qué cepa se inoculd y qué

concentracion de extracto o antimicotico se evalud en cada pocillo de las placas; por otra

parte, en las Figuras No. 4-13 se pueden observar los resultados obtenidos para cada
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extracto a las 48 h (estos resultados coinciden con los obtenidos a las 72 h, mientras que

a las 24 h ain no eran legibles las pruebas), los cuales se resumen en la Tabla No. 6.

PLACA 1

Cal | Cal [ Cal Cal [ Cal |Cal Cal | Cal Cal | Cal | Cal | SI
+ + + + + + + + + + + +

2000 | 1000 500 | 250 | 125 625 313 156 78 | 39 O 0

Ca2z | Ca2 1 Ca2 | Ca2 | Ca2 | Ca2 | Ca2 | Ca2  Ca2 | Ca2 | Ca2 | SI
+ + + + + + + + + + + +
2000 | 1000 H 500 | 250 | 125 | 625 313|156 | 7.8 | 3.9 0 0
Cpl Cpl Cpl Cpl Cpl Cpl Cpl Cpl Cpl Cpl Cpl SI
+ + + + + + + + + + + +
2000 | 1000 H 500 | 250 | 125 | 625 313|156 7.8 | 3.9 0 0

Cp2 | Cp2 Cp2 | Cp2 | Cp2 | Cp2 Cp2 | Cp2 | Cp2 | Cp2 Cp2| SI
+ + + + + + + + + + + +
2000 | 1000 | 500 | 250 | 125 | 62.5/31.3|156 | 78 | 39 | O 0
Ct1 Ct1 Ct1 Ctl1 [ Ct1 Ctl1 Ctl | Ct1  Ctl  Ctl | Ct1 @ SI

+ + + + + + + + + + + +

2000 | 1000 500 | 250 125 | 625 313 156 78 | 39 | O 0

Ct2 | Ct2 | Ct2 | Ct2 | Ct2 | Ct2 Ct2 | Ct2  Ct2 | Ct2 | Ct2 | SI

+ + + + + + + + + + + +

2000 | 1000 | 500 | 250 | 125 | 625313156 78 | 39 | O 0

Sl Sl Sl SI | SI Sl SI | Sl Sl SI | SI | Sl

+ + + + + + + + + + + +

2000 | 1000 500 | 250 125 625 313 156 78 | 39 | O 0

C1 cL c1,/cL|cC1|]C1L cC1 | C1 C1L|C1 cC1]sl

+ + + + + + + + + + + +

16 8 4 2 1 | 05 /025|013 0.06 003| O 0

Tabla No. 4.- Conformacién de la Placa 1 para las pruebas de susceptibilidad; los

nimeros que muestran en la parte inferior corresponden a las concentraciones (ug/mL)

de extracto para cada posillo, excepto para la fila H, para la cual corresponden a las

concentraciones (ug/mL) de Anfotericina B; las abreviaciones de los indculos son las

siguientes: Cal = Aislamiento 1 de Candida albicans, Ca2 = Aislamiento 2 de Candida

albicans, Cpl = Aislamiento 1 de Candida parapsilosis, Cp2 = Aislamiento 2 de

Candida parapsilosis, Ctl = Aislamiento 1 de Candida tropicalis, Ct2 = Aislamiento 2
de Candida tropicalis, C1 = Candida parapsilosis ATCC 22019, SI = Sin Inéculo.
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PLACA 2

Cnl [ Chl Cnl|Cnl Cnl|Cnl Cnl|Cnl | Cnl| Cnl Cnl SI
+ + + + + + + + + + + +

2000 | 1000 500 | 250 | 125 625 313 156 78 | 39 O 0

Ch2 | Ch2 Ch2|Ch2 | Ch2|Cn2  Ch2|Ch2|Cn2|Cn2 Cnh2| SI
+ + + + + + + + + + + +

2000 | 1000 | 500 | 250 | 125 | 62.5 /313|156 | 78 | 39 | O 0

Afl | Afl | Afl | Afl | Afl  Afl  Afl  Afl | Afl | Afl  Afl | SI
+ + + + + + + + + + + +

2000 | 1000 500 | 250 | 125 625 313 156 78 | 39 | O 0

Af2 | Af2 | Af2 | Af2 | Af2 | Af2 | Af2 | Af2 | Af2 | Af2 | Af2 | SI
+ + + + + + + + + + + +
2000 | 1000 | 500 | 250 | 125 625 313 /156 78 | 39 | O 0
C1 cCiL|CcCt1|cCcL|C1|CL|C1|CL1 | C1|C1 | C1]|sI

+ + + + + + + + + + + +

2000 | 1000 500 | 250 125 | 625 313 156 78 | 39 | O 0

c2 c2 | C2 | c2|C2|cCc2 cCc2 | cCc2 c2|cCc2| 6 c2]sl

+ + + + + + + + + + + +

2000 | 1000 | 500 | 250 | 125 | 625313156 78 | 39 | O 0

Sl Sl Sl SI | SI Sl SI | Sl Sl SI | SI | Sl

+ + + + + + + + + + == ==

2000 | 1000 500 | 250 125 625 313 156 78 | 39 | O 0

c2 c2 C2 | C2 | C2 | C2 | cCc2 c2|cCc2|cz2|c2]sl

+ + + + + + + + + + + +

16 8 4 2 1 | 05 /025|013 0.06 003| O 0

Tabla No. 5.- Conformacién de la Placa 2 para las pruebas de susceptibilidad; los

nimeros que se muestran en la parte inferior corresponden a las concentraciones

(ug/mL) de extracto para cada pocillo, excepto para la fila H, para la cual corresponden

a las concentraciones (ug/mL) de Anfotericina B; las abreviaciones de los indculos son

las siguientes: Cnl = Aislamiento 1 de Cryptococcus neoformans, Cn2 = Aislamiento 2

de Cryptococcus neoformans, Afl = Aislamiento 1 de Aspergillus fumigatus, Af2 =

Aislamiento 2 de Aspergillus fumigatus, C1 = Candida parapsilosis ATCC 22019, C2 =
Aspergillus fumigatus ATCC MYA-3626 y Sl = Sin Indculo.
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Figura No. 4.- Pruebas de susceptlbllldad para el extracto metandlico de Calvatla
cyathiformis. Placa 1 en la parte superior y placa 2 en la parte inferior.
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Figura No 5.- Pruebas de susceptlbllldad para el extracto del medio de cultivo de
Calvatia cyathiformis. Placa 1 en la parte superior y placa 2 en la parte inferior.

37



Y s .
. t.. sv'-.;n”.. ]

,\\ 4\\/ .‘«v».%v}-:
k%%&ywv

7 =_g'o__‘__—-____ -——-3’__—.‘,‘ e ,-._g_,_, /

N4 <\/§,‘R\?‘;WW
dssm(w 4,;%;)* o,
e xufx % &\a\/v\.ﬂw%’ VI

.'E

Figura No. 6.- Pruebas de susceptibilidad para eI extracto metanélico de Ganoderma
applanatum. Placa 1 en la parte superior y placa 2 en la parte inferior.
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Figura No. 7.- Pruebas de susceptibilidad para eIextracto del medio de cultivo de
Ganoderma applanatum. Placa 1 en la parte superior y placa 2 en la parte inferior.
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Figura No. 8.- Pruebas de susceptlbllldad para el extracto metanollco de Pleurotus
djamor. Placa 1 en la parte superior y placa 2 en la parte inferior.
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Flgura No. 9.- Pruebas de susceptibilidad para el extracto del medlo de cultlvo de
Pleurotus djamor. Placa 1 en la parte superior y placa 2 en la parte inferior.
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Figura No. 10.- Pruebas de susceptlbllldad para el extracto metanélico de ( Cantharellus
cibarius. Placa 1 en la parte superior y placa 2 en la parte inferior.
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Figura No. 11.- Pruebas de susceptibilidad para el extract del medio de cultivo de
Cantharellus cibarius. Placa 1 en la parte superior y placa 2 en la parte inferior.
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Flgura No 12.- Pruebas de susceptlbllldad para eI extracto metanollco de Leucopaxﬂlus
amarus. Placa 1 en la parte superior y placa 2 en la parte inferior.
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Figura No. 13.- Pruebas de susceptibilidad para el extracto del medio de cultivo de
Leucopaxillus amarus. Placa 1 en la parte superior y placa 2 en la parte inferior.
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Tabla No. 6.- Resumen de resultados de las pruebas de susceptibilidad. EM = Extracto
metandlico, EC = Extracto del medio de cultivo, (-) = Sin actividad antifungica.

Como se aprecia en las Figuras No. 4-13 y en la Tabla No. 6, no se encontré actividad
antiflngica para ninguno de los extractos analizados; pese a que en algunos casos no se
presentd la formacién del boton como en el control de viabilidad (Columna 11), era
evidente el crecimiento del microorganismo, por lo que el resultado se consideré como
negativo. En ningln caso se presentd contaminacion en el control de esterilidad y en
todas las pruebas los controles de cepas ATCC mostraron los valores de MIC esperados

segun las normas M27-A3 y M38-A2 del CLSI.
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CAPITULO 7

DISCUSION

En investigaciones previas llevadas a cabo en el Departamento de Farmacologia y
Toxicologia de la Facultad de Medicina de la U.A.N.L., las propiedades farmacoldgicas
descritas en reportes internacionales para las especies de macromicetos también
presentes en el noreste de México, se conservaban al probarse bajo las condiciones de
cultivo in-vitro descritas en este proyecto de investigacion % %) sin embargo, en el
presente estudio no fue asi; aunque las condiciones de cultivo pudieran ser un factor
determinante para la produccion de los metabolitos secundarios que poseen actividad
antifangica, existen otros factores que pudieran estar involucrados en que los
macromicetos evaluados en este proyecto, no presentaran dicha actividad. Por ejemplo,
Suay Yy cols. (2000) reportaron no haber encontrado diferencias significativas entre
ordenes o familias de macromicetos (con respecto a su actividad antimicrobiana), sin
embargo, si encontraron diferencias a nivel de género e incluso entre distintas cepas de
la misma especie, lo que sugiriere que la produccién de metabolitos con actividad
antimicrobiana no esta distribuida de forma homogénea y que incluso se puede deber a
diferencias genéticas infra-especie. Por lo tanto, pese a que en reportes internacionales
se haya asociado con actividad antifungica a las especies de macromicetos evaluadas en
este estudio, es probable que las cepas del noreste de México, no presenten esta
actividad debido a caracteristicas genéticas que los diferencian de las cepas analizadas

en otros reportes.
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Por otra parte, Coetzee y van Wyk (2009) llevaron a cabo una revision de las
propiedades farmacoldgicas y biotecnologicas de las especies del género Calvatia; en su
articulo, mencionan que las especies C. cyathiformis, C. carniiformis, C. gigantea y C.
utriformis son capaces de producir p-carboxifenilazoxicianida (cominmente conocida
como acido calvatico) y que dicho compuesto ha demostrado actividad antibacteriana y
antifangica, entre otras; Motib y cols (2013) también reportan actividad antimicrobiana
para C. craniiformis; sin embargo, también hay reportes que demostraron lo contrario, al
igual que en esta investigacion, Suay y cols. (2000) no encontraron actividad
antibacteriana ni antifungica para C. cyathiformis; Suay y cols., como nosotros,
evaluaron la actividad antimicrobiana de extractos metandlicos de cultivos in-vitro del
macromiceto y aunque utilizaron condiciones de cultivo in-vitro distintas, sus resultados
concuerdan con nuestros hallazgos, por lo que es necesario evaluar si bajo ambas
condiciones de cultivo se produce el acido calvatico, asi como corroborar si éste

compuesto presenta actividad antifingica.

Como lo mencionan Nagaraj y cols. (2013), existen pocos reportes referentes a la
actividad antimicrobiana de las especies del género Ganoderma; al respecto, Yamag¢ y
Bilgili (2006), investigaron a la especie Ganoderma carnosum contra bacterias y la cepa
ATCC 10259 de C. albicans, demostrando actividad antibacteriana pero sin encontrar
actividad antifangica; por otra parte, Nagaraj y cols. (2013) evaluaron distintos extractos
del macromiceto Ganoderma applanatum y éstos poseian actividad tanto antibacteriana
como antifungica (contra Candida albicans MTCC 1637 y Chrysosporium indicum

MTCC 2831) siendo el extracto metanolico el mas activo; asi mismo, Muhsin y cols.
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(2011) también encontraron actividad antibacteriana para Ganoderma applanatum, pero
éste no poseia actividad antifungica contra las especies de Microsporum y Trichophytum
evaluadas; en el presente estudio, se analizé la actividad antifungica de Ganoderma
applanatum contra aislamientos clinicos de Candida albicans y otras especies de hongos
oportunistas, pero no se logré demostrar actividad antifungica para este macromiceto

contra ninguno de los microorganismos.

Como lo mencionan Patel y cols. (2012), extractos metandlicos de las especies del
género Pleurotus han demostrado la inhibicion del crecimiento de especies de bacterias
(B. megaterium, S. aureus, E. coli, K. pneumoniae) y hongos (C. albicans, C. glabrata y
especies de Trichophyton y Epidermophyton); entre ellas, para la especie Pleurotus
djamor, Valencia y cols. (2008) también reportan actividad antibacteriana, mientras que
Acharya y cols. (2011) demostré la actividad antifingica de extractos etandlicos de éste
macromiceto contra el fitopatogeno Magnaporihe grisea; Giri y cols. (2012) evaluaron
la actividad antimicrobiana de extractos metandlicos de P. djamor contra distintos
microorganismos, entre ellos, la cepa MTCC CODE 183 de C. albicans, contra la cual
demostraron actividad antifangica; sin embargo, a diferencia de éstos reportes, en el
presente estudio no se encontrd actividad antifingica en la especie P. djamor contra

ninguno de los hongos patgenos evaluados.

En algunos reportes, los extractos etandlicos y metanolicos del macromiceto
Cantharellus cibarius han demostrado poseer actividad antifungica, Ozen y cols. (2011)
demostraron la actividad antifingica de extractos metandlicos de éste macromiceto

contra varias levaduras, entre ellas C. albicans; Aina y cols. (2012) también encontraron
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actividad antifangica contra una cepa de Candida albicans tanto en extractos
metanolicos como etandlicos; sin embargo, Dulger y cols. (2004) demostraron actividad
antifangica contra algunas especies del género Aspergillus, pero no contra la cepa ATCC
10231 de C. albicans, al igual que Ramesh y Pattar (2010) quienes no encontraron
actividad antifangica significativa contra la cepa ATCC 60192 de C. albicans; nosotros,
al igual que Dulger y cols. (2004) y Ramesh y Pattar (2010), pero contrario a los
hallazgos de Ozen y cols (2011) y Aina y cols (2012), en la presente investigacién no
encontramos actividad antifingica contra los aislamientos clinicos de C. albicans
probados, sin embargo, también contrario a lo reportado por Dulger y cols. (2004) no fue
posible demostrar actividad antifingica para Cantharellus cibarius contra los
aislamientos clinicos de A. fumigatus, ni contra la cepa ATCC MYA-3626 de ésta

especie.

Aparte, Barros y cols. (2007) reportaron que las especies del género Leucopaxillus han
sido utilizadas por la industria quimica para la extraccion de clitocibina, una
isoindolinona que ha sido relacionada con actividad antimicrobiana, entre otras; sin
embargo, debido a cuestiones taxondmicas de los géneros Leucopaxillus y Clitocybe, no
se cuenta con una gran cantidad de literatura cientifica con respecto a éstos géneros; en
su investigacion, Barros y cols. (2007), determinaron la actividad antimicrobiana de
Leucopaxillus giganteus contra bacterias y levaduras, encontrando que éste
macromiceto, en condiciones de cultivo muy similares a las utilizadas durante ésta
investigacion, no presentaba actividad antifungica contra C. albicans ni contra C.
neoformans; por otra parte, Eren y cols. (2013) analizaron la actividad antifangica de

Leucopaxillus tricolor contra Aspergillus fumigatus fitopatdgenos, encontrando que

50



extractos etandlicos y de acetona si poseian actividad antifingica contra este
microorganismo. En el noreste de México, contamos con la especie Leucopaxillus
amarus, para la cual se evalud la actividad antifingica, sin encontrar esta propiedad

farmacologica.

Por ultimo, cabe sefialar que debido a las caracteristicas culturales de la sociedad
mexicana, que suele recurrir a productos naturales para remediar algunas enfermedades,
es de suma importancia evaluar las propiedades farmacoldgicas de éstos productos,
sobre todo en el caso de los productos obtenidos a partir de macromicetos, ya que, como
es evidente en este estudio, pese a que en reportes internacionales se mencionan
actividad antifungica para todos los macromicetos evaluados, en ninguno de ellos se

encontré dicha actividad.
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CAPITULO 8

CONCLUSIONES

Bajo las condiciones de cultivo empleadas en esta investigacion, fue posible
obtener extractos metandlicos y de medio de cultivo de los macromicetos
Calvatia cyathiformis, Cantharellus cibarius, Ganoderma applanatum,
Leucopaxillus amarus y Pleurotus djamor para la evaluacion de su actividad
antifungica.

Los extractos metandlicos y de medio de cultivo de los macromicetos Calvatia
cyathiformis, Cantharellus cibarius, Ganoderma applanatum, Leucopaxillus
amarus y Pleurotus djamor no presentaron actividad antifingica contra los

aislamientos clinicos y cepas control analizadas.
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CAPITULO 9

PERSPECTIVAS

Evaluar otras propiedades farmacologicas de los macromicetos Cantharellus
cibarius y Leucopaxillus amarus del noreste de Meéxico, ya que estas no han sido
ampliamente investigadas.

Emplear condiciones de cultivo similares a las reportadas por la literatura
cientifica para cada macromiceto, para determinar si éstas fueron un factor
determinante para que no se presentara actividad antifungica en los
macromicetos aqui evaluados.

Comparar las cepas aqui analizadas contra las cepas reportadas en otras
publicaciones, bajo las mismas condiciones de cultivo, para determinar qué
factor influyo en los resultados encontrados.

Determinar la produccion de acido calvatico y clitocibina para los macromicetos
Calvatia cyathiformis y Leucopaxillus amarus bajo éstas y otras condiciones de

cultivo y evaluar sus actividades antimicrobianas.
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