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Propdsito y Método del Estudio: Las infecciones virales en humanos son causa de muerte, dafio y
pérdidas econdmicas a nivel mundial, responsables de multiples patologias. El virus del Herpes
constituye actualmente una causa importante y cada vez mas frecuente de infecciones transmitidas.
Para su tratamiento solo existen agentes antivirales que no erradican el virus del huésped, ademas se
ha registrado resistencia viral a farmacos anti-herpéticos. En el presente trabajo se evalud la
actividad antiviral del extracto obtenido del hongo filamentoso Cladosporium cladosporioides
aislado previamente a partir de semillas de Encino (Quercus ilex) en la comunidad de los Ramones,
Estado de Nuevo Ledn, México. Se corroboro la identidad del hongo por anélisis de crecimiento y
tinciones. La fermentacion se llevd a cabo utilizando un medio que consistia en 30 g de sacarosa, 3
g de NaNOs, 1 g de K,HPO,, 1 g de extracto de levadura, 0.5 g de KCI, 0.5 g de MgSO47H,0 y
0.01 g de FeSO,. La extraccién de los metabolitos secundarios en el micelio de C. cladosporioides
se extrajo con acetato de etilo y se concentr6 por medio de un evaporador rotativo. El extracto se
analiz6 mediante las técnicas de UV, IR y CCF. Los resultados se obtuvieron midiendo la
absorbancia a 600 nm en un lector de microplacas. Se evalu6 la citotoxicidad del extracto fungico
sobre células Vero empleando el método WST-1. El extracto de C. cladosporioides se sometié a
estudios in vitro para determinar su actividad anti-herpética contra VHS-1 mediante el ensayo de
reduccion de placas.

Contribuciones y Conclusiones: Se observé la presencia de un metabolito en el extracto fungico
con las pruebas de UV, IR y CCF. El extracto fungico de C. cladosporioides no mostrd efectos
citotoxicos en la linea celular Vero en el rango de las dosis ensayadas (6.25-200 pg/ml). El extracto
fangico tiene actividad antiviral desde la concentracion de 50 pug/mL, la cual reduce las Unidades
Formadoras de Placas liticas (UFP). Los resultados obtenidos en el trabajo de investigacion abriran
mas opciones para que en un futuro cercano sean utilizados antivirales de origen flngico con accién
eficaz y de menor toxicidad.

Directora de Tesis:

Dra. Pilar C. Morales San Claudio
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Las infecciones virales en humanos son causa de muerte, dafio y pérdidas
econdémicas a nivel mundial, responsables de multiples patologias. Los virus son
componentes genéticos de origen extracelular que solo pueden reproducirse por invasion de
celulas vivientes, es la Unica forma parasitaria en que se pueden activar. No poseen
actividades metabdlicas pero si tienen los elementos indispensables para dafiar a un

organismo (Bernstein D.I et al., 2013).

1.1 Herpes simplex virus

El Herpes simple es una enfermedad infecciosa inflamatoria de tipo virico, que se
caracteriza por erupciones que aparecen en puntos aislados de la piel, de muy distintas
formas, acompafiadas de comezon o escozor. Es causada por el virus Herpes simplex, o
virus Herpes hominis, de tipo | (VHS-1) que afecta cara, labios, boca y parte superior del
cuerpo (Barnabas & Celum, 2013). El virus del Herpes simplex forma parte de la
subfamilia Alphaherpesvirus de la familia Herpesvirus (Belshe et al., 2012). EI VHS-1
cuenta con baja especificidad de especie y un amplio rango de hospederos. Tiene la
capacidad sin precedente para infectar células humanas y no humanas de igual manera
(Barnabas & Celum, 2013).



El VHS-1 nunca se elimina del cuerpo; permanece latente y puede reactivarse, lo que causa
sintomas. En la actualidad no existe cura definitiva para el Herpes. Cabe mencionar que hay
varias formas de tratamiento disponibles para reducir los sintomas y acelerar el proceso de

curacion de las lesiones (Bernstein et al., 2013).

La prevalencia de la infeccion por el virus del Herpes en todo el mundo ha aumentado
en las ultimas décadas, lo que ocasiona un importante problema de salud publica. El
presente trabajo se enfoca de manera especifica al virus del Herpes simplex tipo 1 (VHS-1)

de la subfamilia Alfaherpesviridae. (Tabla 1).

Tabla 1. Especies de virus herpéticos que forman parte de la gran familia Herpesviridiae.

Familia Subfamilia Género Nombre comun
Herpesviridae  Alphaherpesvirinae Simplexvirus Virus herpes simple tipo 1
Varicellovirus Virus herpes Simple tipo 2
Virus varicela-zdster
Betaherpesvirinae Cytomegalovirus Citomegalovirus
Roseolovirus Virus herpes humano 6

Virus herpes humano 7
Gammaherpesvirinae  Lymphocryptovirus Virus de Epstein-Barr
Rhadinovirus Virus herpes humano 8

1.1.1 Prevalenciay caracteristicas de la infeccion por VHS-1

El Herpesvirus es reconocido desde la antigliedad, debe su nombre al
término griego herpein (£pnewv), que significa “reptar” o “arrastrar”, haciendo alusion a la
forma de serpiente de las lesiones cutaneas causadas por algunos de estos agentes

infecciosos microscopicos (Torres et al., 2013).

En los ultimos 50 afios, los avances sustanciales en nuestro conocimiento de la
biologia molecular del virus del Herpes han dado lugar a una vision de la patogénesis y
gestion de la enfermedad.



Estimaciones del 2015 realizadas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
mencionan que el equivalente a un 67% de la poblacion mundial de personas menores de
50 afios estan infectadas con el virus del Herpes simple tipo 1. La prevalencia estimada de

la infeccion era més elevada en Africa (87%) y mas baja en América (40%-50%).

1.1.2 Estructura del virus del Herpes simplex

Los miembros de las familias Herpesviridae poseen caracteristicas comunes en su

estructura y constan de cuatro subcompartimientos distintos (Figura 1 A):

A. Envoltura externa. Formada por porciones de membranas de la célula huésped, que
se separan cuando las particulas virales atraviesan el nlcleo para pasar al citoplasma
y por ultimo abandonar la célula. La membrana viral, la cual es una bicapa lipidica
contiene 11 diferentes glicoproteinas designadas como: gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl,
gJ, gK, gL, y gM, las cuales median la interaccion y penetracion del virus a la
células.
De todas las glicoproteinas cuatro (gD, gH, gL y gB) son esenciales para la entrada
del VHS a la célula animal (Whitley et al., 1998).

B. Tegumento. Es un ensamblaje aparentemente amorfo de las proteinas codificadas
del virus; algunas ayudan a iniciar el ciclo replicativo en el interior de las células
susceptibles, mientras que otras unen la envoltura a la nucleocapside. Contiene
aproximadamente 20 proteinas virales implicadas en las fases iniciales de la
infeccion y replicaciéon viral, como también en el transporte del ADN viral (Arduino
et al., 2008).

C. Nucleocapsida y ndcleo. Es un nacleo interno formado por proteinas, tiene un
diametro aproximado de 100 nm y estd formado por 162 capsémeros que forman
una estructura icosapentaédrica. Cada nucleocépsida contiene un nucleo denso de

nucleoproteinas enlazadas alrededor del ADN del virion.



D. Genoma viral. Molécula lineal de doble cadena que consta de 80 genes. El genoma
estd organizado en dos segmentos denominados region unica larga (UL) que es el
82% del genoma, una region Unica corta (Us) el 18%. Estas regiones estan

flanqueadas por regiones repetitivas no traducibles como se representa en la figura 1

B (Lehman & Boehmer, 1999).

A Envoltura
Tegumento

150-200 nm

Figura 1. A) Estructura del virion de VHS-1; B) Estructura del genoma de VHS-1; El genoma de
ADN codifica aproximadamente de 80 a 85 genes virales, que estan situados en la region Gnica
larga (UL) y Unica corta (US) dentro del genoma. Las posiciones de las regiones repetidas a, by ¢
dentro de las regiones terminales repetidas (TR, y TRgs), y los origenes de replicacién (oriL y oriS).

La posicion y transcripcion de los siete genes esenciales para la replicacién del ADN se indica con

flechas (Lehman et al., 1999).



1.1.3 Ciclo de replicacion viral

La entrada del VHS en la célula huésped es el resultado de la fusion entre la
envoltura viral y una membrana de la célula huésped. Es mediada y modulada por la accion
de las glicoproteinas gB, gC, gD, gH, gK, gL, y gM. Sin embargo, sélo cuatro de estas
glicoproteinas (gB, gD, gH, y gL) son necesarias y suficientes para permitir la fusion del

virus con la membrana plasmatica de la célula huésped (Karasneh y Shukla, 2011).

El primer paso en la entrada de VHS es la uniéon del virus a través de las
glicoproteinas de envoltura (gB y/o gC) a los proteoglicanos como heparan sulfato (HSPG)
que se encuentran en la superficie de la célula huésped (Manoj et al., 2004). Se cree que el
propdsito de esta interaccion es anclar el virus a las células con el fin de concentrar el virus

en la superficie celular (Connolly, Jackson et al., 2011).

Posteriormente se produce la interaccion especifica entre gD de VHS y un receptor
de gD (Shukla y Spear 2001). Esta interaccion permite el anclaje de la particula (virion) a la
membrana plasmatica de la célula huésped, acercando ambas membranas (Campadelli-
Fiume, Cocchi et al., 2000). La fusién requiere la formacion de un complejo multiproteico
(un complejo de fusién) compuesto de gD, gB,y gH/gL (Atanasiu, Whitbeck et al., 2007).

1.1.4 Diagnostico y tratamiento de la infeccion herpética

Actualmente no existe ningin tratamiento definitivo para el Herpes simple tipo 1.
Las formas leves no precisan tratamiento, requiriendo solo aplicacién de soluciones
astringentes. Si son mas graves, se utilizan antiviricos via oral, especialmente en la
primoinfeccion y cuando la afectacion es extensa (Newman et al. 2013). Cuando las
recurrencias son frecuentes, sobre todo en el caso del Herpes genital recidivante, se suele
pautar tratamiento profilactico con valaciclovir o instaurarse tratamiento supresor. Por lo

anterior es importante la identificacion de agentes antivirales efectivos.



El tratamiento mas comun para las diferentes formas de infecciones causadas por el virus
de Herpes simplex, es mediante el empleo de los farmacos Aciclovir (ACV) y Penciclovir
(PCV) (Kumar et al. 1993). EI ACV es el primer nucledsido purinico sintético, con una
actividad inhibitoria in vitro e in vivo de los virus de Herpes humanos incluyendo el VHS-1
y VHS-2, seguido por el VVZ, VEB y en menor medida por el CMV (Bacon et al. 2003).

1.2 Generalidades de los hongos

Los hongos son organismos eucari6ticos caracterizados por la formacion de hifas, que
son estructuras filamentosas constituidas por una sucesion de células intercomunicadas, que
en conjunto constituyen el micelio; son aerobios, macro o microscopicos, heterotrofos, la
nutricion la efectian mediante la secrecion de enzimas (exoenzimas) que digieren la
materia organica antes de ingerirla (absorcion) y es almacenada en forma de glucogeno,
poseen crestas mitocondriales en placa, membrana celular constituida por ergosterol,
quitina como principal componente de la pared celular y se reproducen por propagulos
denominados esporas (Guarro et al. 2011). Otra caracteristica importante de los hongos es

la produccion de metabolitos secundarios de interés en medicina y en biotecnologia.

1.3 Clasificacion taxonomica de Cladosporium cladosporioides

El género Cladosporium se caracteriza por tener especies que producen colonias de
color verde oliva a marrdon o negro, y con conidios pigmentados en forma oscura que se
agrupan en cadenas simples o ramificadas. Se estima que el género Cladosporium contiene

alrededor de mas de 772 especies.



Tabla 2. Clasificacién taxonémica de Cladosporium.

Reino Hongos
Filum Ascomycota
Clase Dothideomycetes
Orden Capnodiales
Familia Davidiellaceae
Género Cladosporium

Tomado de Dugan et al., 2004

1.3.1 Filum Ascomycota

El filo Ascomycota contiene méas de 30.000 especies de hongos, que viven de manera
independiente, y cerca de 60.000 especies, si se tienen en cuenta las que forman parte de los
liquenes. Los ascomicetos comprenden numerosos hongos, la mayor parte de las levaduras
y varios mohos azules, verdes, rosas y marrones. La caracteristica definitoria de este grupo
de hongos es el " ascus " (del griego : doxdc ( askos ), que significa "saco" o "bota de
vino"), una estructura sexual microscopica llamadas ascosporas (James et al. 2006). Sin
embargo, algunas especies de Ascomycota son asexuales, lo que significa que no tienen un

ciclo sexual y, por lo tanto, no forman ascos o ascosporas.

1.3.2 Clase Dothideomycetes

Dothideomycetes es la clase mas grande y mas diversa de hongos ascomicetos.
Comprende 11 6rdenes de 90 familias, 1300 géneros y mas de 19,000 especies conocidas
(Kirk et al., 2008).



Su modo de vida es muy variado, existen como hongos parasitos (de plantas, animales e
incluso de seres humanos) como saprofitos, endofitos y algunos que forman liquenes. Hay
Dothideomycetes que generan graves dafios agricolas, especialmente los fitoparasitos
necrotrofos, causantes de necrosis (en hojas, tallos y frutos) y otros fabricantes de

micotoxinas.

1.3.3 Orden Capnodiales

Los miembros de este orden, conocidos con el nombre de fumaginas, son hongos
folicolas, que desarrollan micelios superficiales, con hifas fuertemente pigmentadas y
dentro del ascoma, como elementos estériles. Un pequefio niUmero de estos hongos también

son capaces de parasitar a los seres humanos y animales (Crous et al., 2009).

1.3.4 Genero Cladosporium

Se menciona a Cladosporium como un ejemplo de un hongo con actividades
antivirales. Cladosporium es un hongo filamentoso, perteneciente al filo Ascomycota v al
grupo de los dematidceos, caracterizados por presentar una coloracion oscura (Manisha et
al., 2012). Microscopicamente presenta hifas finas, septadas, ramificadas de color hialino a
marron. Las hifas sostienen cadenas ramificadas de conidios unicelulares, elipsoides o
cilindricos, algunos con forma de escudo debido a las cicatrices de union entre ellos (Wu et
al., 2014).

Macroscopicamente forma colonias aterciopeladas, pulverulentas o vellosas, con
pliegues radiales, de color blanco o crema que tienden a oscurecerse en tonos verde oliva y,

a veces, gris verdoso o marrones (Manisha et al., 2012).



1.3.5 Especie cladosporioides

Georg Fresenius describio por primera vez a Cladosporium cladosporioides en 1850
y de acuerdo a sus estudios se sabe que es un moho de pigmentacion oscura que se
encuentra en todo el mundo en una amplia gama de materiales, tanto en el exterior como en
interiores. Es uno de los hongos mas comunes en el aire exterior donde sus esporas son
importantes en la enfermedad alérgica estacional. Si bien esta especie rara vez causa
enfermedades invasivas en los animales, es un agente importante de la enfermedad de las
plantas, atacando tanto las hojas como los frutos de muchas plantas. La reproduccién de
Cladosporium cladosporioides es asexual, se considera una especie exclusivamente
anamorfica. Las colonias son de color verde oliva a café oliva y tienen un aspecto
aterciopelado o pulverulento. En un medio de agar Patata y Dextrosa (PDA), las colonias
son de color gris oliva a verde apagado, aterciopeladas y con mechones. Los bordes de la
colonia pueden ser de color verde oliva a blanco y plumoso (Bensch et al., 2010). Las
colonias son difusas y los micelios forman esterillas y raramente crecen hacia arriba desde

la superficie de la colonia (Figura 2).
Esta especie produce esporas asexuadas en delicadas cadenas ramificadas que se

separan facilmente y flotan en el aire. Es capaz de crecer en condiciones de agua baja y a

temperaturas muy bajas.
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Figura 2: a) Caracteristicas macroscopicas de Cladosporium cladosporioides.

b) Caracteristicas microscopicas de Cladosporium cladosporioides.

Tomado de Sandoval-Denis et. al., 2015.



1.4 Justificacién

La infeccion por VHS-1 es muy contagiosa, frecuente y endémica en todo el mundo.
Se adquiere mayoritariamente durante la infancia y dura toda la vida, es decir, de una forma

persistente estableciéndose de forma latente.

Por lo anterior, es de gran importancia estudiar el efecto que podrian tener diversos
metabolitos bioactivos sobre el ciclo de replicacion viral del VHS-1 en un modelo de

infeccion in vitro.

La investigacion con potenciales actividades antivirales de los metabolitos del hongo
Cladosporium cladosporioides pretende dar a conocer un aporte cientifico novedoso, ya

que actualmente no se cuenta con una gran cantidad de informacion respecto a este tema.
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CAPITULO II

ANTECEDENTES

2.1.1 Uso de los hongos con actividad biolédgica

Histéricamente, el papel fundamental de los hongos en diferentes aspectos de la vida
humana es muy mencionado. Compuestos aislados de hongos provocan una variedad de
actividades bioldgicas, especialmente prometedores contra el cancer y las propiedades
antidiabéticas (Soheil et al. 2015). Sin embargo, también se han reportado otras actividades
farmacéuticas, incluyendo la inhibicion del ciclo celular, la inhibicion de la fosfatasa,
actividades antioxidantes, actividades neurogénicas, antiinflamatorias y antivirales (Krause
y Tobin 2013). El uso de tecnologias y la optimizacion de procesos han permitido que se

llegue a la caracterizacion de metabolitos aun en pequefias cantidades.

El descubrimiento de productos naturales ha jugado un papel importante en la
busqueda de nuevos medicamentos, y es la fuente mas potente para el desarrollo de nuevas
moléculas bioactivas. Los productos naturales son compuestos quimicos derivados de
organismos vivos. Los productores mas destacados de productos naturales se pueden
encontrar dentro de diferentes grupos de organismos que incluyen de gran medida a los
hongos. El descubrimiento de productos naturales implica aislamiento, elucidacion
estructural y el establecimiento de la ruta biosintética de los metabolitos secundarios. Esta
es un area de considerable interés para los cientificos debido a la diversidad estructural, la
complejidad y diversas bioactividades de compuestos aislados. Los productos naturales en
bruto se han usado directamente como medicamentos que son de bajo costo y son fuentes

importantes de medicamentos tradicionales.
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También proporcionaron la arquitectura quimica basica para obtener productos naturales
semisintéticos (Suryanarayanan et al., 2009). El papel de los productos naturales en el
descubrimiento de nuevos agentes terapéuticos puede ser demostrado por un analisis del
namero y las fuentes de agentes bioactivos. Hay al menos 200,000 metabolitos naturales
con diversas propiedades bioactivas (Bérdy 2005).

En comparacion con otros microorganismos, los hongos producen un gran nimero de
actividades secundarias (Zhang et al., 2006). Los hongos endéfitos aislados poseen fuertes
metabolitos fungicidas, bactericidas y citotdxicos (Wang et al., 2007). Producen enzimas
que se utilizan para diversas aplicaciones, como la degradacion y la biotransformacion de
compuestos orgénicos (Firdkova et al., 2007; Pimentel et al., 2011). Los componenetes
derivados de los hongos se usan en aplicaciones biotecnoldgicas (Tomita 2003) y poseen
una gran importancia en la ciencia farmacéutica debido a sus actividades antimicrobianas,
anticancerigenas y antivirales. (Selim et al., 2012). Desde el periodo de 2000 a 2005, se han
descrito aproximadamente 100 metabolitos de hongos marinos (Calonge et al., 2011) y
desde el periodo 2006 a 2010 se han reportado un total de 690 productos naturales

(Chaparpordi et al., 2012) como aislados de hongos en los habitats marinos.

En el area terapéutica han sido introducidos metabolitos de hongos medicinales con
actividades antitumorales y luego comprobados sus efectos sobre la inmunidad y también
los mecanismos de activacién de la respuesta inmune y la cascada de sefializacion. Ademas,
se ha demostrado su estructura molecular y su relacion con estas actividades. También se
introducen los casos importantes de estos metabolitos, junto con actividades antitumorales

de aislados de hongos medicinales putativos (Nong et al., 2014).
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A partir de estos estudios la mayoria de los compuestos (casi 50%) pertenecia a policétidos
y sus hibridos de isopreno, seguido de alcaloides, terpenos, y péptidos que contribuyeron al
14-20%. Estos nuevos compuestos se produjeron en su mayoria de miembros de los
géneros de hongos Penicillium y Aspergillus. Representantes de otros géneros menos
comunes fueron Acremonium, Emericella, Epicoccum, Exophiala, Paraphaeospaeria,

Cladosporium, Phomopsis y Halarosellinia (Imhoff et al., 2012).

En el futuro, los productos derivados de los hongos seran una fuente barata para las
industrias médica y agricola, entre otras. Es seguro que la investigacion sobre los hongos

conducira a aislar compuestos mas nuevos y con mejores rendimientos.

2.1.2 Metabolitos con actividad antiviral

2.1.2.1 Actividad antiviral de Cladosporium cladosporioides

Hasta el afio 2006, se informo de un numero limitado de compuestos con actividad
antiviral, tal como fue revisado por Bhadury et., al. Sin embargo, durante la Gltima década,
numerosos compuestos con actividades antivirales prometedores contra varios virus fueron

aislados de hongos.
Estudios recientes demuestran la enorme capacidad que tienen los hongos para

producir compuestos activos, constituyendo una nueva via para la obtencion de diversos

precursores 0 moléculas novedosas de utilidad en medicina (Soheil et al., 2015).
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Por otro lado, hay muchos virus importantes en humanos que adn no se han estudiado, ya
que para la mayoria de las enfermedades virales no ha habido ningin tratamiento

terapéutico eficaz disponible hasta el momento (Megens y Laethem, 2013).

El descubrimiento de nuevos productos naturales y metabolitos aislados de hongos
que poseen alta eficacia y proponen un gran avance en investigaciones cientificas
(Zorofchian et al. 2014). Recientes publicaciones informaron nuevos agentes antivirales,
que generalmente inhiben el ciclo de replicacion del virus, lo cual es un factor importante
para la replicacion del virus y / o elementos virales (Lou et al. 2014). La accion antiviral de
estos hongos puede darse de forma indirecta, modificando la respuesta bioldgica y
estimulando la inmunidad mediante una inhibicion directa del desarrollo del virus (Calonge
etal., 2011).

Las propiedades de Cladosporium y el estudio de sus metabolitos secundarios de
diferentes especies mostraron actividades prometedoras, puede mencionarse a
Cladosporium sphaerospermum en el cual sus metabolitos (Cladosinas) presentaron
actividad antiviral contra el virus de la gripe AH1IN1 (Wu et al., 2014). Se han identificado
especies de Cladosporium (C. cladosporioides y C. pseudocladosporioides) como agentes
potenciales de control bioldgico contra diversas plagas tales como la roya blanca del
crisantemo (Torres et al., 2017) e igualmente el descubrimiento de alcaloides de indol
pertenecientes a Cladosporium sp. con propiedades anti-ifluenza (Peng J. et al. 2013), méas
sin embargo el uso de Cladosporium cladosporioides contra el VHS-1 no ha sido

reportado.
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2.2 APORTACION CIENTIFICA

Se pretende dar a conocer nuevos agentes antivirales provenientes del hongo
Cladosporium cladosporioides en base al estudio de sus metabolitos que tengan
propiedades para inhibir el ciclo de replicacion del virus del Herpes Simplex tipo 1 asi
como el estudio de posibles factores importantes para la replicacién del virus y/o elementos

virales.

2.3 HIPOTESIS

Los metabolitos fungicos aislados del hongo Cladosporium cladosporioides ejercen
actividad viricida contra particulas VHS-1 en un modelo de infeccion in vitro, aplicado a la

inhibicion de la transmision por VHS-1.
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2.4 OBJETIVOS

2.4.1 Objetivo general

Aislar metabolitos producidos por Cladosporium cladosporioides y analizar la

actividad antiviral contra el virus del Herpes Simplex tipo 1.

2.4.2 Objetivos especificos

» Activar e identificar de forma microscopica y macroscopica el hongo Cladosporium

cladosporioides obtenido a partir de semillas de encino (Quercus ilex).

» Aislar los metabolitos del hongo Cladosporium cladosporioides y evaluar sus

propiedades antivirales frente al virus del Herpes Simplex tipo 1 (VHS-1).

» Determinar la citotoxicidad del extracto crudo aislado del cultivo de Cladosporium
cladosporioides.

« Evaluar la actividad antiviral en un modelo de infeccién in vitro del virus del
Herpes Simplex tipo 1 (VHS-1).
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CAPITULO 111

MATERIALES Y METODOS

3.1 Material, Equipo y Reactivos
3.1.1 Material
3.1.1.1 Material de laboratorio

e Cajas Petri desechables de plastico Medegen 15 X 100 mm

e Embudos de separacion de 250 y 1000 mL Pyrex®

e Gradilla para tubos

e Microplacas estériles de poliestireno de 6 y 24 pozos de fondo plano Costar®
e Matraces Erlenmeyer Pyrex® de 250, 500 y 1000 mL

e Matraces bola de 250, 500 y 1000 mL con esmeril 24/40

e Puntillas 100 puL, 1000 pL, 200 pL estériles

e Pipetas automaticas Transferpette® y Eppendorf® de 1, 10, 200 y 1000 pnL
e Probeta de 10, 25 50, 100, y 250 mL

e Pinzas de diseccion

e Probetas de 10, 50, 250 y 500 mL

e Pipetas serolégicas de 5y 10 mL

e Pipetas Pasteur

e Pipetas seroldgicas desechables 1, 2, 5y 10mL Corning®

e Tubos de ensaye 13 X 100, 18 X 150 mm

e Tubos con tapdn de rosca 13 X 100 mm

e Tubos eppendorf de 0.6 y 2 mL

e Tubos conicos 15y 50 mL Corning®
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Viales de vidrio obscuros de 2y 5 mL

Vasos de precipitados

3.1.1.2 Material biologico y reactivos

Células epiteliales de rifion de mono verde africano Chlorocebus sabaeus (Vero

ATCC CCL-81) donadas por el Dr. Ernesto Torres Lopez, del departamento de

Inmunologia de la Facultad de medicina, UANL.

Aislado clinico de VHS-1 donado por el Dr. Ernesto Torres Lépez del

departamento de Inmunologia de la Facultad de Medicina, UANL

Cepa del hongo Cladosporium cladosporioides aislada a partir de semillas de

Encino (Quercus ilex) de la comunidad de los Ramones, Estado de Nuevo Ledn,

Meéxico, proporcionadas por la Dra. Ma. Elena Cantt Céardenas y M.C. Angel Josué

Arteaga Garcés del Laboratorio de Biotecnologia 1 perteneciente a la Facultad de

Ciencias Quimicas. UANL.

Suero Fetal Bovino (Biowest)

Aciclovir (Laciken)

Medio A-DMEM (Biowest)

Buffer Fosfato Salino (Biowest)
Inmunoglobulina Humana Normal (Grifols)
Tripsina 0.25% (Invitrogen)

L-glutamina (Biowets)

Colorante de Giemsa (Sigma aldrich)

Agar Patata y Dextrosa (BD DIFCO)

Agar Sabouraud Dextrosa (BD DIFCO)
WST-1 Cell Proliferation Reagent (Sigma aldrich)

18



3.1.2 Equipo

3.13

Autoclave MarketForgee Sterilmatic

Agitador de tubos eppendorf Ika MS1

Balanza analitica ANDe modelo GR-120

Colector Automatico de Muestras Bio Rade 2128

Centrifuga IECe Micro MB

Congelador Vertical Magic Chefe

Campana de Flujo laminar Marca ESCO. Modelo Labculture
Espectrofotometro Infrarrojo (IR) Marca Perkin EImer. Modelo Spectrum one
Espectrofotometro UV-Vis Marca GBC. Modelo Cintra 6

Microscopio optico (Marca Carls Zeiss, Modelo Primo Star, Serie: 3144003760)
Lector de microplacas modelo ELx800 BioTek

Placa de Calentamiento digital Cimarec

Refrigerador Daewooe DFR N141D

Rotaevaporador marca Yamato modelo RE 200

Disolventes

Acetato de etilo grado analitico, Fermont®
Cloroformo, Aldrich®

Dimetil sulfoxido (DMSO), Fisher Scientific®
Etanol grado analitico, Fermont®

Eter de Petroleo, Fermont®

Metanol grado analitico, Fermont®

Tolueno, Fermont®

Agua destilada

19



3.2 Métodos

3.2.1 Caracterizacion de microorganismo seleccionado

La cepa de Cladosporium cladosporioides fue proporcionada por la Dra. Ma. Elena Cantu
Cardenas y el M.C. Angel Josué Arteaga Garcés del Laboratorio de Biotecnologia 1
perteneciente a la Facultad de Ciencias Quimicas. UANL. Los colaboradores del grupo de
trabajo aislaron la cepa del C. cladosporioides a partir de semillas de Encino (Quercus ilex)
en la comunidad de los Ramones, Estado de Nuevo Ledn. Para su aislamiento se colocaron
aproximadamente 5 g de semilla de encino en un matraz que contenia 100 mL de NaCl
0.85% estéril. Posteriormente llevaron a cabo la técnica de dilucion y siembra en placa,
utilizando un medio de cultivo selectivo para hongos (PDA) para la obtencion de cultivos

puros a partir de colonias aisladas.

3.2.1.1 Determinacion de las caracteristicas macroscépicas

Se realiz6 una siembra del material fingico (cepa de Cladosporium cladosporioides)
para la determinacion de las caracteristicas morfoldgicas, tales como la topologia, la
apariencia de las colonias, la textura y el color. La cepa del hongo se reactivé en medios
PDA (Agar Patata y dextrosa) y SDA (Agar Sabouraud) (Tabla 3) a 24 °C para la

identificacién y confirmacion de la clasificacion taxondmica.
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Tabla 3. Medios de cultivo para el hongo Clasdosporium cladosporioides.

AGAR PDA AGAR SDA

Patatas 3009 Pluripeptona 10 g/L
Dextrosa 20 ¢ Glucosa 40 g/L
Agar 159 Cloranfenicol 0.05 g/L
Agua destilada 1000 mL Agar 15 g/L

Con el fi

Tomado de Peng J. et al. 2013.

n de seleccionar el mejor medio de cultivo, se hicieron ensayos preliminares

con la cepa aislada (Clasdosporium cladosporioides).

1. Preparacion del medio PDA y SDA

2. Parala

materia

Se rehidraté 39 g del medio en un litro de agua destilada.

Se dejo reposar 10 a 15 minutos.

Posteriormente se calentd el medio agitando frecuentemente hasta el punto
de ebullicion durante un minuto para disolverlo por completo.

Se esteriliz6 en autoclave a 121°C (15 Ibs de presion) durante 15 minutos.

Se dejo enfriar aproximadamente a 45°C.

resiembra del hongo Cladosporium cladosporioides se tomé una muestra del

| fangico con la asa de siembra, previamente esterilizada en la flama del

mechero.

3. Secolo

cé el micelio en el centro de una caja de Petri con medio PDA y/o SDA por

inoculacion por picadura.

4. Seincu

bo las cajas de Petri a 28-30 °C para su crecimiento 6ptimo.
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3.2.1.2 Determinacion de las caracteristicas microscopicas

Se realizd tincién con azul de lactofenol utilizando la técnica de cinta adhesiva
(Apéndice 1) para observar las caracteristicas microscépicas del hongo Clasdosporium

cladosporioides. Se observo la forma, tamafio y color de las hifas y esporas.

Se utilizd la técnica de cinta adhesiva debido a que se conserva la yuxtaposicion
original de las esporas y segmentos de hifas. Ademas de permitir observar las estructuras
fungicas casi sin alteracion. Para su realizacion se tomé una tira de cinta de 4 cm, con el
lado adhesivo hacia fuera, presionando firmemente contra la superficie de la colonia del
hongo. Posteriormente, la tira de cinta fue colocada en un portaobjetos con una gota de azul

de lactofenol.

3.2.2 Crecimiento de Cladosporium cladosporioides y obtencion de sus metabolitos

La cepa crecida del hongo Cladosporium cladosporioides se inoculd en el medio de
cultivo PDA en tubos inclinados (siembra 1) por rasgadura y se incub6 a 28°C por 5 dias,
posteriormente se observaron sus caracteristicas macroscopicas y microscopicas para
finalmente inocular en cajas con medio PDA e incubar a 28°C por 10 dias. Se realizd una

resiembra de la caja de Petri a tubo inclinado con PDA (siembra 2).
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Se prepard una suspension de esporas de la siembra 1 colocando 1 mL de un tubo de 10 mL
con solucion salina al 0.85% en un tubo con crecimiento y se raspé la superficie del hongo
con un asa bacteriologica para suspender la mayor cantidad de esporas posibles al liquido,
el mililitro se regresé a su tubo original. Se realiz6 la cuenta de esporas con una cdmara de

Neubauer en un microscopio éptico.

Se llevé a cabo la fermentacion del hongo C. cladosporioides utilizando un medio
que consistia en 30 g de sacarosa, 3 g de NaNOgz, 1 g de K,HPO,4, 1 g de extracto de
levadura, 0.5 g de KCI, 0.5 g de MgSO4-7H,0 y 0.01 g de FeSO4en 1 L de agua. Se
inocularon 10 matraces Erlenmeyer (250 mL) que contenian 100 ml de medio con 1 ml de
las esporas de C. cladosporioides (6x10* esporas por mililitro). Los matraces se incubaron

estaticamente a 28°C durante 3 semanas en una incubadora microbiolégica convencional.

Una vez obtenida la biomasa ésta fue filtrada y separada y se procedi a la extraccion
de los metabolitos. La biomasa obtenida fue colocada en un embudo de separacion (250
mL) utilizando acetato de etilo (2x50 mL). Se agitd vigorosamente y se dejo reposar.
Posteriormente el extracto liquido obtenido fue evaporado a sequedad bajo presion reducida

a una temperatura de 40°C en un evaporador rotativo.

El residuo obtenido de la evaporacion del extracto se analiz6 por medio de
Espectroscopia Ultra Violeta — Visible (UV-Vis) mediante un Espectrometro GBC Modelo
Cintra 6 en un rango de 200 a 600 nm utilizando etanol como blanco, determinando los
méaximos de absorcion. Se hizo un analisis de éste por medio de un Espectrofotometro
Infrarrojo (IR) Marca Perkin Elmer, modelo Spectrum one. Se realiz6 una Cromatografia
en Capa Fina (CCF) al extracto fungico obtenido para el analisis de los metabolitos usando
etanol como eluyente, tomando en cuenta la cantidad de muestra aplicada, el volumen de
aplicacion, composicion del eluente, distancia recorrida por eluente y el tiempo de

saturacion.
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3.2.3 Preparacion del extracto de Cladosporium cladosporioides para la determinacion

de las actividades bioldgicas

Para las actividades biolégicas el total del extracto de C. cladosporioides (se disolvi6

en 10 mL de dimetilsulfoxido (DMSQ) para su almacenamiento en refrigeracion (4°C).

3.2.4 Cultivos y condiciones de crecimiento de las células

Se trabajé con la linea de células epiteliales de rifibon de mono verde africano
Chlorocebus sabaeus (Vero, ATCC CCL-81) donadas por el Dr. Ernesto Torres Lopez, del

departamento de Inmunologia de la Facultad de Medicina, UANL.

Las células Vero fueron cultivadas en monocapa a una confluencia 80-90% a 37 °C,
en una atmdsfera de 5% de CO, y 95% de humedad relativa y en medio advanced-DMEM
suplementado con suero fetal bovino al 2%, glutamina, aminodcidos esenciales,

estreptomicina y penicilina al 1%.

3.2.4.1 Ensayo de citotoxicidad del Extracto de Cladosporium cladosporioides en la

linea celular Vero

El ensayo de citotoxicidad del Extracto de C. cladosporioides se realizo en la linea
celular Vero. Se utilizaron cultivos confluentes de la linea celular para obtener una

suspension de células, utilizando tripsina al 0.5%.
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Las células se colocaron en un tubo eppendorf, se centrifugaron a 1000 rpm por 10 minutos
a 25 °C, se elimino el sobrenadante, y se resuspendio la pastilla celular con medio (MEM)
suplementado con suero fetal bovino al 10%. Se contaron las células en un invertoscopio.
Una vez conocido el nimero total de células, se prepar6 una suspension celular para
colocar 5000 células en cada uno de los pozos (100 pL por pozo) de una microplaca de 96
pocillos. La placa asi preparada se incubd por 24 horas a 37 °C, bajo una atmdsfera de CO,
al 5% en una incubadora con CO; modelo MCO-17AC (INCUSAFE SANYO).
Posteriormente se adicionaron a las células, diferentes concentraciones del extracto flngico
a probar (200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 pug/mL) y se incubaron por 24 horas bajo las mismas
condiciones. Una vez transcurrido este tiempo, se colocaron 10 pulL del reactivo WST-1 [2-
(4-1odofenil)-3-(4-nitrofenill)-5-(2,4-disulfofenill)-2H-tetrazolio] a cada uno de los pozos y
se incubo la microplaca por 120 minutos a 37 °C en atmdsfera al 5% de CO2 y finalmente,
se realizd la lectura de la densidad 6ptica a 450 nm con un lector de microplacas modelo
ELx800 (BioTek).

Para preparar las distintas diluciones a probar del extracto fangico, se prepard una
solucion “stock” de 8 mg/mL en dimetilsulfoxido (DMSO) y se diluyé a 15.5 mL con
medio de cultivo MEM.

Como control positivo (0% de viabilidad) se utiliz6 tritdn X-100 al 1% en PBS y
como blanco de reaccion medio MEM y WST-1 (Figura 3). Se probo el extracto en la
microplaca llevando a cabo cuatro repeticiones independientes bajo las mismas condiciones

de estudio.

La técnica utilizada para la determinacion de la viabilidad celular fue la de WST- 1, la
cual se fundamenta en la reaccién de reduccion del reactivo WST-1 por enzimas
deshidrogenasas mitocondriales, lo que da lugar a la formacién de formazén y es

directamente proporcional al porcentaje de células viables.
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Figura 3. Representacion de la placa de 96 pozos para el ensayo de viabilidad de la linea celular
Vero. Con las concentraciones del Extracto de Cladosporium cladosporioides y los controles

utilizados.

3.3 Cuantificacion de las particulas virales por titulacion viral

La cuantificacion de las particulas virales fue determinada mediante la técnica de
neutralizacién de placas (KOS, ATCC VR-1493) y se trabajé con el VHS-1 proporcionado
por Dr. Ernesto Torres LoOpez, del departamento de Inmunologia de la Facultad de
medicina, UANL.

En condiciones de esterilidad se realizd un titulo viral mediante diluciones seriadas

logaritmicas base 10 a partir de un concentrado del VHS-1.
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En los tubos seriados se adicion6 una solucion de PBS-glucosado 0.1% (1:10) los cuales se
manejaron a 4°C. Cada uno de los tubos seriados fue homogenizado y 1 mL fue transferido

con una pipeta serologica estéril a cada tubo.

Se sembraron 2 placas de cultivo de 6 pozos con células Vero (aproximadamente
0.5x10° células por pozo). En los pozos fueron colocados 1 mL de cada uno de los tubos de
las diluciones y posteriormente se incub6 en agitacion a 60 rpm a 37°C durante 1 hora. A
continuacion, el sobrenadante se desechd y se adicion6 medio fresco advanced-DMEM
suplementado (0.32% de 1gG). Las células se incubaron por 48 h a 37°C con 5% de CO, y

como controles de crecimiento celular se utilizaron células sin presencia del virus.

Finalizando el periodo de incubacion se desechd el medio, posteriormente las células
fueron fijadas con 2 mL de metanol por 5 minutos y tefiidas con 1 mL de colorante Giemsa
por 10 minutos. Se lavaron las placas con agua y se dejaron secar para observar las
UFP/mL (Unidades Formadoras de Placa por mililitro). Se realiz6 un conteo de las zonas
liticas de cada uno de los pozos (células lisadas a causa de la infeccion por parte del VHS-
1) para la determinacion de las UFP/mL de las diluciones correspondientes (Morales-San
Claudio, 2013).

NN N N N N N N NN
- = = = = - = = = =

‘a 9mL 9mL 9mlL 9mL 9mL 9mL 9mL 9mL 9mL 9mL
I £ S

Solucién Stock
del VHS-1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 4. Distribucion de los tubos utilizados para las diluciones logaritmicas del stock viral.
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Se determinara la concentracion de UFP/mL mediante las siguientes formulas:
e UFP contadas en el pozo / UFP del titulo= Concentracién de UFP/mL.

e 100 UFP/ El numero de UFP contadas= VVolumen necesario para las UFP

3.3.1 Determinacion de la actividad antiviral del Extracto de Cladosporium

cladosporioides

La determinacion de la actividad antiviral se realiz6 mediante el ensayo de reduccion
de placas liticas. Se sembré 1x10° células Vero por pozo en medio fresco advanced-DMEM
suplementado en una placa de 24 pozos 24 h antes de realizar la infeccion. Se infecté con
20 UFP a cada pozo de la placa de cultivo. Se incub6 en agitacion por 1 h a 37°C en

agitacion a 60 rpm.

Posterior al tiempo de incubacién se desecho la solucién viral y se adicionaron 0.5
mL de medio fresco advanced-DMEM suplementado (2.5% Suero Fetal Bovino). Como
control positivo se utilizaron las células tratadas con Aciclovir (ACV) Laciken 8.8 uM
(Figura 5). Se preparo el extracto fangico en medio de cultivo 0.5% DMSO vy se realizaron
diluciones seriadas del mismo a las concentraciones de 200, 100, 50, 25, 12.50 y 6.25

pg/mL, se incubd la placa a 37°C con 5% de CO; por 48 h.

Transcurrido el periodo de incubacion se removio el sobrenadante y se fijaron las
células con 1 mL de metanol por 10 minutos, se procedié a realizar una tincién con 1 mL
de colorante Giemsa para posteriormente contar y evaluar la capacidad de reduccién de

placas liticas.
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Figura 5. Distribucién de las concentraciones del Extracto de Cladosporium cladosporioides y los

controles utilizados.

La ICsq se determin6 como la concentracién en la que se observo reduccion del 50%

de la formacion de UFP comparado contra el 0% de reduccién del control negativo, el

ensayo se realizo por triplicado.

3.4 Andlisis estadistico

Las diferencias significativas fueron determinadas empleando un analisis de varianza

(ANOVA), considerando una p<0,05.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1 Caracterizacion de microorganismo seleccionado

4.1.1 Determinacion de las caracteristicas macroscopicas

La morfologia macroscépica fue diferente en cada medio, asi mismo el tiempo en el
cual se alcanz6 el maximo crecimiento. Se observd que la morfologia macroscopica
constaba de la formacion de colonias color amarillo grisaceo con pigmentacion no
uniforme, de apariencia rugosa y aterciopelada a los 7 dias de incubacion. A los 14 dias de
incubacion se observo la formacién de colonias color grisdceo obscuro con pigmentacion

no uniforme, de apariencia ligeramente rugosa, aterciopelada y algodonosa (Figura 6 a y c).

Mientras que en el Medio SDA el micelio desarrollado era abundante, en PDA por el
contrario, era menor. EI medio SDA generé un crecimiento abundante y que a la vez

permitio la toma de muestra para los inoculos (Figura 6 b y d).
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d)

Figura 6. Morfologia macroscépica del hongo Cladosporium cladosporioides. a) Crecimiento del
hongo en medio agar PDA con 7 dias de incubacion a 24 °C. b) Crecimiento del hongo en medio
agar SDA con 7 dias de incubacion a 24 °C. ¢) Crecimiento del hongo en medio agar PDA con 14
dias de incubacion a 24 °C. d) Crecimiento del hongo en medio agar SDA, con 14 dias de

incubacion a 24 °C.

4.1.2 Determinacion de las caracteristicas microscopicas

Para ambos medios utilizados (PDA y SDA) se observo una morfologia microscopica
caracteristica del hongo Cladosporium cladosporioides, tales como la formacion de hifas
gruesas, septadas, dematiaceas, células conidiégenas indiferenciadas, conidias dematiaceas

y en cadenas (Figura 7).
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Figura 7. Morfologia microscépica del hongo Cladosporium cladosporioides después de 14 dias de
incubacion a 24° C. a) Azul de lactofenol, 40x. Agar PDA. b) Azul de lactofenol, 40x. Agar SDA.

4.2 Obtencion del Extracto de Cladosporium cladosporioides

La produccion de la biomasa obtenida a partir de la fermentacion de los 10 matraces
Erlenmeyer (250 mL) que contenian 100 ml del medio (30 g de sacarosa, 3 g de NaNOg, 1
g de K;HPOQy, 1 g de extracto de levadura, 0.5 g de KCI, 0.5 g de MgSO4-7H,0 y 0.01 g
de FeSO, en 1 L de agua) adicionado con las esporas del hongo C. cladosporioides (6x10*
esporas por mililitro) fue de 11.361 g (Tabla 4). Finalmente a partir de la extraccion con
acetato de etilo (2 X 50 mL) por medio de un evaporador rotativo se obtuvo un residuo
color blanquecino con un peso de 2.577 g (Figura 7).

Tabla 4. Cantidad en gramos de la biomasa total y del extracto obtenido del hongo Cladosporium
cladosporioides.

Extracto de Cladosporium cladosporioides

Peso total de la biomasa 11.361 g
Peso total del Extracto fungico 2.577¢
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Figura 8. Obtencién del Extracto de Cladosporium cladosporioides. a) Incubacién de matraces
Erlenmeyer (250 mL) a 28°C durante 3 semanas. b) 2.577 g del extracto concentrado del hongo

Cladosporium cladosporioides bajo presion reducida, a una temperatura de 40 °C.

En la técnica de CCF del extracto de Cladosporium cladosporioides se visualizé una

banda definida con un factor de retencion (Rg) de 0.76 (Figura 9).

0.76

Figura 9. Cromatografia en Capa Fina del Extracto de Cladosporium cladosporioides. Se visualizo

una banda defina con un R de 0.76.
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Se obtuvo un espectro de absorcion UV/Vis del extracto de Cladosporium cladosporioides.
Se pudo observar que existe un pico de maxima absorcién (0.187) a una longitud de onda
de 265 nm (Figura 10).
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Figura 10. Espectro UV/Vis del Extracto de Cladosporium cladosporioides a una longitud de onda
de 265 nm.

El espectro IR del extracto presentd un comportamiento similar a las lactonas, debido
a que se visualizaron bandas de grupo éster y bandas alquilo correspondientes a alcanos
ciclicos (1330-1050 cm™), algunas bandas adicionales observadas en el espectro
corresponden a alquenos (3000-2975 cm™), ademas se observa una banda de alcohol
(3650-3580 cm™) y una banda correspondiente a ésteres ciclicos (1750-1715 cm™), por lo
que la estructura puede tratarse de un éster ciclico con dobles enlaces y sustituyentes OH
(Figura 11).
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Figura 11. Espectro de IR del Extracto de Cladosporium cladosporioides.

4.3 Citotoxicidad del Extracto de Cladosporium cladosporioides en la linea celular

Vero

Se determind la citotoxicidad del extracto de Cladosporium cladosporioides por
medio de la técnica WST-1 sobre la linea celular Vero a las concentraciones de 200, 100,
50, 25, 12.5, 6.25 pg/mL. Se obtuvieron los resultados del porcentaje de viabilidad de las 6
concentraciones probadas sobre la linea celular Vero con sus respectivas desviaciones
estandar (Tabla 5).

Tabla 5. Promedio y desviacion estandar del porcentaje de actividad citotdxica en células Vero. Se
probaron concentraciones de de 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 ug/mL del extracto de Cladosporium

cladosporioides.

Concentracion  Porcentaje DE
(ng/mL) de viabilidad

200 93,05 2,81

100 91,67 5,50

50 95,06 9,27

25 92,93 4,90

12,5 88,73 5,52

6,25 90,15 4,93
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La figura 12 muestra los resultados de la citotoxicidad obtenidos, graficando la viabilidad

celular en porcentaje y las concentraciones del extracto fungico en la linea celular Vero.

Yo de Viabilidad celular

6,25 12,5 25 50 100 200
Dosis pg/ml

Figura 12. Citotoxicidad del Extracto de Cladosporium cladosporioides en la linea celular Vero a

las 24 h. Ensayo realizado por triplicado.

A las 24 h del ensayo se determind que a la menor concentracion de 6.25 pg/mL del
extracto fangico hay un 90.15% de viabilidad celular y a la mayor concentracién de 200
pug/mL la viabilidad celular es de 93.05%. En todas las concentraciones se observa una
actividad prometedora debido a que muestran un porcentaje por arriba del 85% de
viabilidad celular, lo cual indica que el extracto de Cladosporium cladosporioides no

ocasiona un dafio en el crecimiento celular (Vero).
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Se visualizé el control (células Vero) contra la mayor concentracion del extracto empleada,
la cual fue de 200 pg/mL. El crecimiento del control de las células Vero presentd una
morfologia de células pleomérficas poligonales o elongadas, tipo fibroblasto con nicleos
definidos, presentando una monocapa confluente al 90%. En comparacion a las células
tratadas con la concentracion de 200 pg/mL del extracto fungico que presentaron
aproximadamente un 85% de confluencia, las células presentaron un desprendimiento bajo

en la monocapa sin cambios morfoldgicos aparentes (Figura 13).

La actividad citotoxica presentd una p<0.05 la cual fue de 0.02, lo que indica que es

un ensayo estadisticamente significativo (Tabla 6).

Figura 13. Monocapas de células Vero. a) Control de células Vero. b) Células Vero

tratadas con 200 pg/mL del extracto fungico.

Tabla 6. Analisis de varianza (ANOVA) de la actividad citotdéxica del extracto del hongo

Cladosporium cladosporioides en la linea celular Vero. Valor de p <0.05.

Origen de las Suma de Grados de Promedio de F Probabilidad Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F
Entre grupos 200,3300458 2  100,1650229 5,13835848  0,02121126 3,738891832
Dentro de los 272,9101768 14 19,49358406

grupos
Total 473,2402226 16
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4.4 Cuantificacion de las particulas virales mediante la titulacion del VHS-1

A partir del stock del VHS-1 se realiz6 la cuantificacion de las particulas virales por la
técnica de formacion de placas liticas. En la tabla 7 se muestra los pozos correspondientes a
las diferentes diluciones trabajadas. Puede observarse el efecto de lisis celular causada por
la infeccion del VHS-1 (10, 107, 107, 10™) debido a la alta concentracion del mismo, en
donde se definen algunas zonas de infeccion. Conforme se va aumentando las diluciones se
pueden visualizar UFP liticas definidas (10 y 10°®). A diluciones mayores se observa la

monocapa sin UFP liticas ya que la concentracion viral es menor (107, 102, 10° y 10%9).

De acuerdo a las distintas diluciones utilizadas las células manifestaron cambios
morfoldgicos tales como hinchamiento y pérdida de adherencia hasta llegar a una lisis
celular. En las diluciones mayores existe un menor dafio citopatico y puede observarse la

monocapa sin zonas liticas (Tabla 7).

Tabla 7. Unidades Formadoras de Placas liticas (UFP) en la titulacion viral a las diferentes
diluciones y efecto citopético de las células Vero a las diferentes diluciones antes de la tincién con

Giemsa observado a 10X.

Células control UFP Monocapa celular

VERO
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4.5 Actividad antiviral del extracto de Cladosporium cladosporioides en la linea

celular Vero en un modelo de infeccion con el VHS-1

La evaluacion de la actividad antiviral se realizé en la linea celular Vero (ATCC CCL-
81) mediante el método de reduccion de placas liticas. Fue utilizado Aciclovir con 8.8 uM
(farmaco usado en el tratamiento contra el VHS-1) y células Vero como control, en la que
se visualiza una monocapa completa sin presencia de UFP para ambos (Figura 14). La
concentracion inhibitoria al 50% (ICsp) se determino por analisis de regresion lineal la cual
fue de 16.48 pg/mL. Se observO en los resultados de la relacion de las Unidades
Formadoras de Placas (UFP) respecto a la concentracion del extracto (Figura 15) que entre
mayor es la concentracion del extracto fungico (Cladosporium cladosporioides) mayor es
la reduccion de placas liticas, tal como se analiza en la concentracion de 200 ug/mL en la
que no existen UFP, para la concentracion de 100 ug/mL se obtuvo un promedio de 1 UFP.
Para las concentraciones de 50, 25 y 12.5 pg/mL se obtuvieron un promedio de 4, 5y 11 de
UFP respectivamente. Para la concentracion menor de 6.25 pg/mL se obtuvo la mayor
cantidad de UFP con el promedio de 19 unidades (Tabla 8). De acuerdo a lo anterior se
determind que a partir de la concentracion de 50 ug/mL se reducen aproximadamente un
80% las UFP.

Analizando los resultados obtenidos de la actividad antiviral con la prueba estadistica
ANOVA se obtuvo una p<0.05 la cual fue de 0.01 lo que indica que el ensayo es

estadisticamente significativo (Tabla 9).
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Figura 14. Formacion de las Unidades Formadoras de Placa (UFP) del Extracto de Cladosporium
cladosporioides contra el VHS-1.

Tabla 8. Promedio de las Unidades Formadoras de Placas liticas (UFP) del Extracto de
Cladosporium cladosporioides contra el VHS-1.

Concentracion Promedio de

(ng/mL) UFP
200 0
100 1
50 4
25 5
12,5 11
6,25 19
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Figura 15. Actividad antiviral del Extracto de Cladosporium cladosporioides contra el VHS-1 a 48
h. A mayores concentraciones del extracto fangico se observa una disminucién de las Unidades

Formadoras de Placa.

Tabla 9. Analisis de varianza (ANOVA) de la de la actividad antiviral del Extracto de
Cladosporium cladosporioides en la linea celular Vero. Valor de p <0.05.

Origen de las Suma de Grados de Promedio de F Probabilidad Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F
Entre grupos 17805,56641 1 17805,56641 8,3295524 0,011966269 4,600109908
Dentro de los 29926,92969 14 2137,637835

grupos
Total 47732,49609 15
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CAPITULO V

DISCUSION

En el presente trabajo se seleccion6 a la cepa del hongo Cladosporium
cladosporioides aislado a partir de semillas de Encino (Quercus ilex) en la comunidad de

los Ramones, Estado de Nuevo Leon.

Dada la gran biodiversidad fungica del pais, es de suma importancia la investigacion
en la busqueda de nuevos medicamentos con capacidad antiviral promisoria. En los Gltimos
afios, investigaciones han demostrado el enorme potencial de los hongos como fuente
prometedora para desarrollar nuevos farmacos antivirales contra diferentes virus de

importancia, incluidos el virus del Herpes simplex tipo 1 (Soheil et al. 2015).

El género Cladosporium es considerado por muchos especialistas como uno de los
géneros fangicos predominante en el mundo (Levetin 2002), puesto que puede aislarse,
tanto del aire, como de diferentes soportes. Su nombre latino se deriva del griego y quiere
decir «esporas encadenadas formando ramas» (Payam y Ramanathan, 2004). Se han
descrito alrededor de 500 especies (Abbott, 2002). A nivel de laboratorio, se caracteriza por
un crecimiento rapido en los medios de cultivo para hongos como agar Patata Dextrosa y

agar Sabouraud.
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Cladosporium cladosporioides en los medios PDA y SDA posee una morfologia
macroscopica que consta de la formacion de colonias color amarillo grisaceo con
pigmentacion no uniforme, de apariencia rugosa y aterciopelada a los 7 dias de incubacion.
A los 14 dias de incubacién se observo la formacion de colonias color grisaceo obscuro con
pigmentacion no uniforme, de apariencia ligeramente rugosa, aterciopelada y algodonosa.
Las caracteristicas microscépicas presentes fueron la formacion de hifas gruesas, septadas,
dematiaceas, células conididgenas indiferenciadas, conidias dematiaceas y en cadenas, lo

que concuerda con las caracteristicas reportadas por Zhan et al., (2014).

Para la produccion de la biomasa de C. cladosporioides se utilizO un medio de
cultivo que consistié en 30 g de sacarosa, 3 g de NaNOg, 1 g de K,HPO,, 1 g de extracto de
levadura, 0.5 g de KCI, 0.5 g de MgS04-7H,0 y 0.01 g de FeSO4en 1 L de agua, para
optimizar el rendimiento y siguiendo las recomendaciones de Zheng et al. (2004). Se
obtuvo un peso total de la biomasa de 11.361 g y un peso total del extracto fungico de
2.577 g Se realiz6 una Cromatografia en Capa Fina al extracto fungico utilizando etanol
como solvente, obteniendo un factor de retencion (Rg) de 0.76. Se observo una mancha en
la placa al emplear la luz UV por lo que se deduce la presencia de un solo componente en la

fase de extraccion (Figura 9).

Se obtuvo una longitud de onda maxima de 265 nm para los resultados de la
Espectroscopia de UV/Vis del extracto de C. cladosporioides (Figura 10). De acuerdo a la
longitud de onda obtenida puede mencionarse que el resultado difiere en relacién a otros
estudios donde se han aislado y analizado metabolitos del extracto de hongo Cladosporium
cladosporioides. Cabe resaltar el estudio realizado por Zhang et al., (2001) donde se
aislaron 3 metabolitos conocidos como cladospolides A, B y D, cuyas longitudes de onda
méaximas fueron 217, 211 y 204 nm respectivamente, lo cual puede deberse a que es un

componente con caracteristicas diferentes.
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El espectro IR del extracto presenta bandas de grupo éster y bandas alquilo
correspondientes a alcanos ciclicos, algunas bandas adicionales observadas en el espectro
corresponden a alquenos y ademaés se observa una banda de alcohol por lo que la estructura
puede tratarse de un ester ciclico con dobles enlaces y sustituyentes OH (Figura 11) similar
al grupo de las lactonas. Para la evaluacion de el efecto de citotoxicidad del extracto de C.
cladosporioides en la linea celular Vero se determind con la técnica WST-1 ya que
compradas con técnicas de citotoxicidad como el MTT es mas sensible, rapida y sencilla
(Chucheep et al., 2005). En las concentraciones trabajadas se observé un porcentaje de
viabilidad por arriba del 85%, lo cual es un indicador positivo en esta linea celular. Lo
anterior es comparable con lo mencionado con Namasivayam (2014) en el que su estudio
de citotoxicidad con la linea celular Vero revel6 que las concentraciones de 10, 25, 50 y

100 pg/mL del extracto crudo que fueron probadas indujeron un menor efecto citotoxico.

La investigacion de metabolitos bioactivos con propiedades antivirales eficaces es
crucial, ya que la creciente tasa de resistencia viral a los medicamentos antivirales y la
toxicidad de los farmacos se estan convirtiendo en un problema dificil en la terapia antiviral
(Menéndez et al., 2014). EIl enfoque en el potencial antiviral de compuestos aislados de
hongos marinos sali6 a la luz en 1998 tras el aislamiento de stachyflin un terpenoide
(compuesto derivado del isopreno) aislado del hongo Stachybotrys sp. RF-7260 por Taishi,
et al. (1998), tenia prometedora actividad antiviral contra el virus de influenza A (HLN1)
(Qin et al., 2014) y se comprobd que es significativamente mejor que otros farmacos, tales

como Zanamivir.

Compuestos novedosos se aislaron a partir de la fermentacion del hongo Aspergillus
terreus (cepa OUCMDZ-1925) (Zhu et al., 2014) tal como Rubrolide S el cual es un
compuesto heterociclico que presenta destacada actividad antiviral contra el virus de la
influenza A (HIN1).
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Del extracto de Cladosporium sp. se han aislado componentes que incluyen alcaloides de
indol tales como glicantrapina y pirazinoquinazolina con potencial propiedad antiviral

contra la cepa HIN1 del virus de la gripe (Wu et al., 2014).

Dicho lo anterior se procedié a evaluar la actividad antiviral del extracto de C.
cladosporioides contra el VHS-1. Los resultados obtenidos muestran que a mayor
concentracion del extracto fungico existen una menor cantidad de UFP liticas, mostrando
una reduccion del 80% a partir de la concentracion de 50 pg/mL. Investigaciones sobre
antivirales contra el virus del Herpes mencionan numerosos informes de productos
naturales con efectos inhibidores. Se han aislado compuestos antivirales contra el VHS-1
derivados de Aspergillus terreus SCSGAF0162, dichos compuestos son Arisugacina A,
Isobutirolactona Il y Aspernolida A. (Nong et al., 2014). Otros ejemplos de la actividad
antiviral que se pueden mencionar son los halovirs A-E, que son hexapéptidos obtenidos de
Scytalidium sp., un hongo derivado de la hierba marina Halodule wrightii y los cuales
exhibieron una inhibicién del virus del Herpes simplex 1 (VHS-1) (Duarte et al., 2012). Un
alcaloide policiclico de guanidina denominado ptilomicalina A fue aislado de la esponja del
Caribe Ptilocaulis spiculifer, la cual demostré actividad contra el VHS-1 (Kashman et al.,
1989). Mas sin embargo no existen registros actuales que involucren la actividad antiviral

especificamente de C. cladosporioides contra el VHS-1.

En actualidad solo se utilizan farmacos comerciales que se limitan generalmente a
agentes antivirales sintéticos tal como aciclovir, penciclovir y famciclovir (Imhoff et al.,
2012) pero se ha visto que estdn generando resistencia principalmente en pacientes

inmunosuprimidos.
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De acuerdo a los resultados obtenidos se puede deducir que existen posibles opciones o
alternativas terapéuticas contra VHS-1. Ademas de que éstas serian accesibles ya que el
hongo utilizado cuyo extracto demostrd tener efectos virales, puede encontrarse en

practicamente cualquier habitat ya que se considera un hongo cosmopolita.

Lo anterior apoya la hipdtesis de que existe un componente en el extracto de C.
cladosporioides que ejerce actividad viricida contra particulas VHS-1 en un modelo de

infeccion in vitro.

La investigacion y estudios posteriores abriran mas opciones para que en un futuro
cercano sean utilizados antivirales de origen flngico con accion eficaz, menor toxicidad y

de pocos efectos secundarios.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

Se logr6 caracterizar morfolégicamente el hongo aislado, concluyendo que

pertenece al género Cladosporium y a la especie cladosporioides.

Se obtuvieron 11.361 g de biomasa total a partir de la fermentacion de
Cladosporium cladosporioides y un peso del extracto fangico de 2.577 g a partir del
total de biomasa.

Se observo la presencia de un metabolito en el extracto fungico con las pruebas de
UV, IR y CCF. Estudios adicionales permitiran identificar el compuesto bioactivo
en el extracto crudo de Cladosporium cladosporioides, el cual podria conducir al
desarrollo de un producto farmacol6gicamente activo.

Se determino que el extracto de Cladosporium cladosporioides no mostrd efectos
citotoxicos en la linea celular Vero en el rango de las dosis ensayadas (6.25, 12.5,
25, 50, 100 y 200 pg/ml).

Se evalud la actividad in vitro contra VHS-1 del extracto de Cladosporium
cladosporioides en la que se demostrd que tiene una actividad antiviral de acuerdo a
que existe una reduccion de UFP liticas del 80% desde la concentracion de 50

pug/mL.
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CAPITULO VII

PERSPECTIVAS

Optimizar procesos de fermentacion y extraccion para continuar con estudios de
composicion quimica para asegurar el rendimiento de los componentes flngicos

obtenidos.

Evaluar el extracto de Cladosporium cladosporioides con diferentes tipos de virus

(VHS-2, HIN1, VIH, entre otros) para determinar sus propiedades antivirales.

Continuar con los estudios de aislamiento de compuestos antiherpéticos a partir del
extracto fungico (Cladosporium cladosporioides), determinando sus estructuras y

caracteristicas.

Determinar si el extracto de Cladosporium cladosporioides presenta algin efecto o
actividad antiherpética en el sistema neuronal debido a que el VHS-1 desarrolla una

infeccién de latencia.
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CAPITULO IX

APENDICES

APENDICE 1

Técnica de en montaje con cinta adhesiva

Se cortd una tira de 4-5 cm de cinta adhesiva transparente tomandola por los
extremos, posteriormente cerca del mechero se abrio la caja y se presiond ligeramente la
cinta transparente sobre la periferia de la colonia de Cladosporium cladosporioides. Se
colocd la cinta con la muestra adherida sobre una gota de azul de lactofenol, previamente
colocada en el centro de un portaobjetos. La cinta funciondé como cubreobjetos por lo que
se aplano lo mejor posible, evitando la formacion de burbujas y evitando alterar demasiado

las estructuras.

Se dej6é reposar durante 3-5 minutos y se realizaron las observaciones con los
objetivos de 10X y 40X para localizar las estructuras flngicas, tales como hifas,

conidioforos, conidios y esporangios.

57



APENDICE 2

Activacion de la linea celular Vero (ATCC CCL-81)

Para realizar la activacion de células se sacé el criovial de un congelador de -80°C, se
coloco el criovial en hielo por 20 min, después de esto se descongelo en un refrigerador por
30 min y se coloc6 15 min a temperatura ambiente. Se centrifugd y se desechd el
sobrenadante. Se colocé medio A-DMEM fresco y se centrifugd para posteriormente
desechar el sobrenadante. Para finalizar se re-suspendié con medio A-DMEM vy se
transfirio a un frasco T-25 con 3mL de medio A-DMEM suplementado. Se incubo a 37°C,
con 5% de CO; y 95% de humedad relativa.

Observaciones: Las células después de ser descongeladas se encuentran muy sensibles por

lo que se recomienda trabajar lo menos brusco posible para evitar dafarlas.
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APENDICE 3

Mantenimiento de la linea celular Vero (ATCC CCL-81)

Las células Vero fueron colocadas en frascos T-25 para comenzar con los pasajes
celulares con una confluencia del 80-85%. Se realizaron lavados con PBS 1X, agregando
medio A-DMEM suplementado.

Cuando las células alcanzaron una confluencia del 80-85% se hizo el pasaje celular,
realizando los lavados al frasco T-25 con PBS 1X y agregando 0.5 mL de Tripsina 1X e
incubando en agitacion de 10-15 minutos a 37°C. Se agregé medio A-DMEM con Suero
Fetal Bovino, se recuperoé la suspension celular para posteriormente ser colocada en tu tubo
falcon y llevarlo a una centrifugacion de 1500 rpm durante 10 minutos. Finalmente se
desechd el medio y se colocaron las células en un nuevo frasco T-25 con 3 mL de A-
DMEM suplementado y se dejé incubar a 37°C, con 5% de CO, y 95% de humedad

relativa.

Observaciones: Para una viabilidad favorable de la linea celular es necesario realizar los

lavados cada 2 a 3 dias y trabajar en condiciones de esterilidad para evitar contaminacion.
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