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Resumen.

El cancer de mama triple negativo (CMTN), es uno de los cuatro subtipos del
cancer de mama (CM), principal neoplasia que afecta a mujeres en todo el mundo.
La enfermedad residual y quimioresistencia, debido a alteraciones en proteinas
implicadas en el proceso de apoptosis, son los factores que finalmente cobran la
vida de estas pacientes. La evidencia acumulada respalda la capacidad de los
hongos filamentosos, para producir metabolitos secundarios con actividad
biolégica sobre los procesos de apoptosis, en modelos celulares. Dada la
importancia, de la estandarizaciéon de métodos que garanticen la calidad en las
investigaciones, en el presente trabajo, se determinaron las condiciones de cultivo
in vitro de las especies de hongos filamentosos Cladosporium sp., Mucor sp., y
Penicillium sp., mediante la evaluacion de los métodos de cultivo en agar solido de
PDA y medio liquido de Pontecorvo; en donde el cultivo en PDA permitié el 6ptimo
crecimiento de las tres especies fungicas, sin afectar la conidiacion y desarrollo
vegetativo. Asi como también, se evaluaron las condiciones para una extraccion
sucesiva por sonicacién, a una frecuencia de 40 kHz durante 30 minutos a 30°C,
con los disolventes hexano y metanol, obteniendo un mayor rendimiento en los
extractos metanolicos respecto a los obtenidos con hexano, para los tres hongos
estudiados. Finalmente se estandarizaron las condiciones de cultivo de la linea
BT-549 de CMTN subtipo M en placa de 24 pocillos, determinando que una
concentracion de 2x10° células, es idénea para llevar a cabo la evaluacién del
efecto de los extractos metandlico y hexanico de las especies aqui estudiadas, en
esta linea celular, debido a que se mantuvo la viabilidad de partida evaluada
mediante el ensayo azul de tripano y que durante el analisis la distribucion de
fases del ciclo celular por citometria de flujo presentd el 3.12% de apoptosis
después de 48 horas de cultivo. La informacion obtenida en el presente trabajo,
nos permite el desarrollo de protocolos que evalten la actividad biolégica de los
extractos en la linea BT-549 de CMTN subtipo M.

Palabras clave: CMTN, BT-549, apoptosis, extractos fungicos.
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Abstract.

Triple negative breast cancer (TNTC) is one of the four subtypes of breast cancer
(MC), the main neoplasm that affects women throughout the world. Residual
disease and chemoresistance, due to alterations in proteins involved. in the
apoptosis process, are the factors that ultimately claim the lives of these patients.
Accumulated evidence supports the ability of filamentous fungi to produce
secondary metabolites with biological activity on apoptosis processes, in cell
models. Given the importance of the standardization of methods that guarantee
quality in the investigations, in the present work, the in vitro culture conditions of
the filamentous fungi species Cladosporium sp., Mucor sp., were determined and
Penicilium sp., by evaluating the culture methods on solid PDA agar and
Pontecorvo liquid medium; where the PDA culture allowed the optimal growth of
the three fungal species, without affecting the conidia and vegetative development.
As well as, the conditions for a successive extraction by sonication were evaluated,
at a frequency of 40 kHz for 30 minutes at 30 ° C, with the hexane and methanol
solvents, obtaining a higher yield 'in the methanolic extracts compared to those
obtained with hexane. , for the three fungi studied. Finally, the culture conditions of
the BT-549 line of CMTN subtype M were standardized in a 24-well plate,
determining that a concentration of 2x105 cells is ideal to carry out the evaluation
of the effect of the methanolic and hexane extracts of the species studied here, in
this cell line, due to the fact that the initial viability evaluated by the trypan blue
assay was maintained and that during the analysis the distribution of phases of the
cell cycle by flow cytometry presented 3.12% apoptosis after 48 hours cultivation.
The information obtained in the present work allows us to develop protocols that
evaluate the biological activity of the extracts in the BT-549 line of CMTN subtype
M.

Keywords: CMTN, BT-549, apoptosis, fungal extracts.
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1. Planteamiento del problemay justificacion.

El Plan de acciéon mundial para la prevencion y el control de las
enfermedades no transmisibles 2013-2020, emitido por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS). Tiene como objetivo reducir para el afio 2025, el 25% de la
mortalidad prematura causada por estas enfermedades, entre ellas el cancer de
mama (CM), principal neoplasia que afecta a las mujeres, y que de no atenderse
se proyecta un aumento del 62% para el afio 2030 (IARC,2018; OMS, 2019).

Entre los distintos subtipos de CM destaca el cancer de mama triple
negativo (CMTN); presente en aproximadamente el 15% de todos los casos,
debido a que afecta a mujeres menores de 40 afios, tiene una mayor tasa de
recurrencia (34%) tanto local como a distancia respecto a los otros subtipos.
También presenta menor supervivencia libre de enfermedad y global; lo que lo
vuelve el tumor de mama con peor pronéstico. Se ha documentado que
aproximadamente el 40% de las pacientes, desarrolla enfermedad residual y
qguimioresistencia; debido a la alteracion en la funcion de proteinas implicadas en
el proceso de apoptosis. Siendo la enfermedad residual y quimioresistencia, los
factores que finalmente cobran la vida de estas pacientes (Lehmann et al., 2016;
Hernandez et al., 2017).

Por otro lado, cada vez son mas los estudios que demuestran el efecto
antitumoral de metabolitos de origen fungico sobre modelos celulares de cancer
de mama, a través de diversos mecanismos (Aly et al., 2008; Wijeratne et al.,
2008; Ayers et al.,, 2011), y dado el reciente aislamiento hongos filamentosos
Cladosporium sp., Mucor sp., y Penicillium sp. (Calvillo-Medina, et al., 2020),
actualmente no existe evidencia de la estandarizacion de métodos para su cultivo
in vitro y extraccion de compuestos que permitan el desarrollo de protocolos que
evalien la naturaleza y posible actividad biolégica en la linea celular BT-549 de
CMTN subtipo M, sentando las bases para investigaciones futuras.

12



2. Antecedentes.

2.1 Cancer de Mama.

La OMS define el cancer, como un término genérico que designa un amplio
grupo de enfermedades, producto de la transformacion celular a través de. un
proceso conocido como carcinogénesis. En el cual, las células van a presentar
una multiplicacion rapida (iniciacion), nutriéndose del organismo y alterando su
fisiologia (promocién), que le permitird invadir partes adyacentes y propagacion a
sitios lejanos en el cuerpo (progresion). En estos sitios, contindan su crecimiento
originando metastasis, que en muchas ocasiones es la causa de muerte de los
individuos afectados (Martin y Civetta, 2011; Sanchez, 2013; OMS, 2018).

Cuando el proceso de carcinogénesis tiene lugar en el tejido glandular
mamario, se denomina cancer de mama (CM). El cudl es la principal neoplasia
que afecta a las mujeres y es el segundo tipo de cancer mas frecuente a nivel
mundial. Tan solo en 2018, de los 43,841,302 de casos cancer en todo el mundo;
6,875,099 (15.7%) correspondieron a CM. De los cuales 2,088,849 fueron casos
nuevos representando una incidencia mundial del 11.6%. En donde Meéxico
contribuyé con 51,923 casos que corresponde al 26.4%, de los 196,652 casos

reportados en la poblacion mexicana para ese afio (IARC,2018).

El CM es una enfermedad heterogénea, estableciéndose cuatro subtipos
moleculares en funcidén de sus patrones de expresion génica mediante el analisis
con microarreglos de ADN; en donde dos de estos cuatro subtipos, el luminal A'y
el-luminal B, se caracterizan por la expresion de receptores de estrogenos (RE) y
progesterona (RP). Mientras que los otros dos; el subtipo con sobreexpresion de
HER2 (receptor epidermidico humano tipo 2) y el subtipo triple negativo (CMTN);
se caracterizan por una baja o nula expresion de RE y RP, mostrando diferencias
significativas en términos de incidencia, edad al diagnéstico, asi como
manifestaciones clinico-patologicas diversas e implicacion terapéutica y pronostica
entre ellos (Tabla 1) (Imigo et al., 2011).

13



Tabla 1. Clasificacion molecular y generalidades del CM. Modificado de: (Imigo et
al., 2011).

SUBTIPO INMUNOFENOTIPO ILUSTRACION CARACTERISTICAS J
e  Subtipo mas comun (65% junto con el
LN luminal B) y menos agresivo.
e Bajo grado histolégico. Buen
- RE (+ RP (+);
Luminal A (+) ylo RP (+); b pronéstico.
. Respuesta hormonal.
HERZ () e Asociado al incremento de edad.
e e Similaraunque con peor prondstico
gue el subtipo luminal A.
; RE (+) y/o RP (+); ,
Luminal B () ylo RP (+) > e “Mas frecuentemente RE (+)/RP(-).
HER2 (+)
5 . Presente en el 18-20% de los casos.
X Subtipo agresivo.
iy RE (-) y/o RP (-); { & *
Sobreexpresion Oy ©) d AN\ e Alto grado histolégico.
K . .
de HER2 HER?2 (+) () . Riesgo en menores de 40 afios.
e  Menos comln (15%).
. Subtipo altamente agresivo. Peor
. pronéstico.
: ; RE (-) y/o RP (-); . - P
Triple Negativo 0y ©) e Alto grado histoldgico e indice
mitético.
HER2 () e Riesgo en menores de 40 afios
RE: Receptor de Estrégenos, A RP: Receptor de Progesterona, HER2: Receptor Epidermidico
Humano Tipo 2

Entre los distintos subtipos de CM destaca el CMTN; que a pesar de
presentarse en aproximadamente solo el 15% de todos los casos, afecta a
mujeres mas joévenes y presenta un curso clinico agresivo, ya que son
generalmente tumores de gran tamafo, poco diferenciados, con alto grado
histologico e indice mitético y afectacion ganglionar. EI CMTN, tiene mayor tasa de
recurrencia (34%) tanto local como a distancia (la mayoria en los tres primeros
afos a partir del diagnéstico) y una menor supervivencia libre de enfermedad y

14



global (5 afios) respecto a los otros subtipos de CM; predominando las metastasis
viscerales (cerebro y pulmédn); lo que lo vuelve el tumor de mama con peor

pronéstico (Lehmann et al., 2016; Hernandez et al., 2017).

2.2 Cancer de mama triple negativo.

El CMTN ha sido definido como un “estado inmunohistoquimico con
biologia y conducta clinica heterogénea” (Hernandez et al., 2017). Los factores de
riesgo contemplados para su desarrollo, se asocian en gran medida con la historia
reproductiva de las pacientes como: una edad mas temprana de embarazo, una
mayor paridad y ausencia de lactancia materna o lactar menos de 4 meses.
Existen controversias sobre el potencial riesgo de los anticonceptivos orales, asi
como sobre el impacto del indice de masa. corporal (IMC). Mientras que el
consumo de alcohol y hébito tabaquico parecen no estar relacionados; es mas
frecuente en mujeres afroamericanas e hispanas y los factores genéticos
contemplan mutacion positiva en los-oncogenes BRCA1/BRCA2 (80 y 25% de
riesgo respectivamente) (Anderson et al., 2014; Wang et al., 2020).

Ademas de la clasificacién molecular en subtipos intrinsecos del CM del cual
derivd el CMTN, estudios moleculares basados en perfiles de expresion génica en
pacientes diagnosticadas con este subtipo, mostraron una elevada
heterogeneidad, surgiendo nuevas clasificaciones especificas que lo subdividen
en 4 grupos (Cuadro 2): dos de tipo basal (basal-like; BL1 y BL2), un tipo
mesenquimal (M) y uno luminal con receptor androgénico (LAR) (Lehmann et al.,
2016). Esta heterogeneidad inter e intratumoral presente en el CMTN, pone en
evidencia que el tratamiento farmacolégico actual con quimioterapia citotoxica
basada en la combinacion de antraciclinas y taxanos, no se adapta a la biologia
especifica de TNBC y sus subtipos moleculares. Por esta razon, algunas
pacientes tienen buena respuesta, mientras que entre el 30-40% en estadio
precoz, presentaran recidivas y hasta un 25-35% fallecerdn debido a la

enfermedad residual tras neoadyuvancia (Abramson et al., 2015).

15



Tabla 2. Clasificacion, distribucion y caracteristicas generales del CMTN.
Fuente:(Lehmann et al., 2016).

SUBTIPO CARACTERISTICAS

e  Distribucion: 35%
e Suelen ser tumores basales puros, de alto grado histoldgico y alto indice
BL1 proliferativo.
(Basal-Like tipo 1) e  Presentan aumento en la expresion de genes implicados en vias del ciclo

celular, proliferacién y de reparacién de ADN (ATR/BRCA).

e  Pueden presentar infra o sobre expresion de genes relacionados con procesos
inmunes.

e Anivel de IHQ, son CK5 y/o HER1 positivos y Ki67 alto.

e  Distribucion: 22%
e  Muestra un aumento en la expresion de genes implicados en vias del ciclo

BL2 celular, proliferacién y de reparacién de ADN asi como de sefializacion por
(Basal-Like tipo 2) factores de crecimiento (Via EGF, via NGF, via MET, Wnt/B-catenina y via
IGF1.

e  Presentan un aumento en la glucélisis y gluconeogénesis.
e  Pueden presentar infra o sobre expresion de genes relacionados con procesos
inmunes.

e  Distribucién: 25%

e  Eselgrupo con mayor indice proliferativo.

e Muestra un aumento en la expresion de genes implicados en vias del ciclo
M celular, reparacion de ADN, diferenciaciéon y motilidad celular, de interaccion
con la matriz extracelular, transicion epitelio-mesenquima, de seializacion
por factores de crecimiento (Via EGF, via NGF, via MET, Wnt/B-catenina y via
IGF1) y genes asociados a células madre mesenquimales.

(Mesenquimal)

e  Pueden presentar infra o sobre expresion de genes relacionados con procesos
inmunes.
e Anivel de IHQ, son CK5 y/o HER1 positivos y Ki67 alto.

e  Distribucion: 17%
LAR e  Son mayoritariamente tumores de bajo grado histolégico con expresion

(Luminal con Receptor génica de patrén luminal.
de Andrégenos) e  Presenta altos niveles de AR y una elevada expresion de genes implicados en
vias de sintesis de esteroides y metabolismo andrégeno/estrégeno.
e  Aparece en edades mas tardias que el resto de CMTN.
¢ laincidencia de metastasis seas es significativamente mayor que en los

otros subtipos (46% vs 16%, p=0.046).

ATR: Ataxia Telangiectasia y Rad3, BRCA: Gen supresor de tumores (del inglés, breast cancer); CKb5:
Citoqueratina 5,IHQ: Inmunohistoquimica, HER1: Receptor Epidermidico Humano tipo 1, Ki67: Proteina nuclear,
EGF: Factor de Crecimiento Epidermidico, NGF: Factor de Crecimiento Nervioso, Wnt: Proteina de sefializacion

(del inglés, Wingless e Int), IGF1: Factor de Crecimiento Insulinico tipo 1y AR: Receptor de Andrégenos.
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Se han logrado grandes avances en la clinica, se ha evaluado la respuesta
farmacoldgica en modelos de lineas celulares representativos para cada uno_de
los subtipos de CMTN; identificando que los subtipos BL1 y BL2, que presentan
una mayor expresion del ciclo celular y los genes de respuesta al dafio del ADN,
respondieron preferentemente al Cisplatino. Mientras que los modelos celulares
del subtipo M que esta enriquecido con genes asociados a la transicion epitelio-
mesenquima (TEM) vy las vias del factor de crecimiento (EGF) presentaron buena
respuesta a NVP-BEZ235 (un inhibidor PISK/mTOR) y Dasatinib (un inhibidor
abl/src) y finalmente, el subtipo LAR que se caracteriza por la sefalizacion del
receptor de andrégenos (AR) sus lineas celulares fueron especialmente sensibles
al antagonista Bicalutamida. Suméandose a la evidencia de que la respuesta
farmacoldgica esta dada en funcion del subtipo molecular de CMTN que se trate
(Abramson et al., 2015).

Teniendo estos antecedentes y debido a que las lineas celulares se han
utilizado ampliamente para investigar la patobiologia del CM, asi como para
detectar y caracterizar nuevas terapias (Kao et al., 2009; Moreira et al., 2019), uno
de los objetivos terapéuticos mas prometedores identificados a través de nuevas
tecnologias de secuenciacién, es el estudio de vias apoptéticas y las alteraciones
en los genes implicados en estos procesos (O'Toole et al., 2013). Se ha
demostrado que dichas alteraciones, estan presentes en el 90% de los casos de la
enfermedad residual post-neoadyuvancia en CMTN, perpetuando la proliferacion
celular (Balko et al., 2014; Sohn et al., 2013). También se ha documentado que la
fosforilacién de la proteina quinasa antiapoptética Akt (via PI3K/Akt prosurvival)
mediada por la proteina similar a la kinesina (KIF14), promueve la
guimioresistencia a Docetaxel en pacientes con CMTN. Esto es de suma
importancia ya que representa el 90% del fracaso en el tratamiento de canceres
metastasicos de CMTN, siendo observada ademas en mayor medida en pacientes
con subtipo molecular M (Reilly et al., 2015).
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2.3 Proceso de apoptosis en CMTN.

La apoptosis, también denominado muerte celular programada, es un
proceso altamente regulado; existiendo dos vias principales por las que puede
llevarse a cabo: la via intrinseca (o mitocondrial) y la via extrinseca (o del receptor
de muerte), coincidiendo finalmente en una via comun, o fase de ejecucién (Figura
1). Lo que conduce a una reduccion del volumen celular (picnosis), condensacion
de la cromatina, fragmentacion del ADN, activacion de caspasas y formacion de
cuerpos apoptoticos que seran fagocitados por macrofagos lo que evita que se
produzca inflamacion y con ello, el dafio a las células vecinas (Méndez, 2002;

Velazquez y Vaca, 2010; Avila y Vega, 2015; Hernandez-Dimas, 2016).

Existen diversos mecanismos por los cuales las células tumorales evaden el
proceso de apoptosis. Sin embargo para CMTN, la Red de Investigacion del Atlas
del Genoma del Cancer (TCGA), utilizando seis plataformas que incluyen matrices
de nameros de copias de ADN gendmico, metilacion de ADN, secuenciacion de
exomas, matrices de ARN mensajero, secuenciacion de microARN y matrices de
proteinas de fase inversa, mostr6 que esta se debe a la alta frecuencia de
alteraciones de pérdida de funcion en los genes de reparacion del dafio del ADN
como TP53 y BRCAL y de ganancia de funcion en las vias de sefalizacion del

factor de crecimiento (EGF) (Abramson et al., 2015).

Aproximadamente el 50 a 85% de las pacientes con CMTN, presenta
mutaciones en los genes supresores de tumores BRCA1l y BRCAZ2; los cuales
estan implicados en los mecanismos de reparacion del dafio de doble cadena del
DNA; que en condiciones normales, ante un dafio genético, los puntos de control
en el ciclo celular detendrian el avance hasta su reparacién o derivando a la célula

a la apoptosis (Abramson et al., 2015; Foulkes y Shuen, 2013).
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Figura 1. Via extrinseca e intrinseca del proceso de apoptosis (Hernandez, 2016;
Oropesa, et al., 2015; Mendez, 2002; Velazquez y Vaca, 2010).
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Sin embargo, los pacientes con CMTN portadoras de células con mutaciones
BRCA1/2, tienen una deficiencia de reparacién por los mecanismos habituales;
poniendo en marcha mecanismos alternativos como la reparacion basada en
recombinacion homoéloga, produciendo un escape a los puntos de control del ciclo
celular y en consecuencia de la apoptosis. Por otro lado, se ha descrito que las
mutaciones de BRCA1/2 en pacientes de CMTN, condicionan una especial
sensibilidad a los agentes que inducen dafio en el DNA como las sales de platino
o los inhibidores de la Poli-ADP-Ribosa polimerasa (PARP). Estudios iniciales con
inhibidores de PARP, han demostrado tasas de respuesta con un perfil de
seguridad favorable, en este subgrupo de pacientes. Por lo que actualmente hay
estudios que se encuentran en desarrollo tanto para la enfermedad metastasica
como para la enfermedad localizada. Existen estudios que sugieren que la pérdida
de p53, coopera con la pérdida de BRCA1 o BRCA2 en el desarrollo tumoral
(Abramson et al., 2015; Foulkes y Shuen, 2013).

El gen TP53, codifica a la fosfoproteina p53; que en condiciones fisioldgicas
se expresa como factor transcripcional inactivo de localizacion variable a lo largo
del ciclo celular, en donde cumple su funcion biolégica como mecanismo de
control a través de la regulaciéon transcripcional de genes, que dependiendo del
tipo celular y del contexto, (como por ejemplo, ante el dafio inducido durante el
tratamiento con-quimioterapia y radioterapia) detiene la proliferacion o induce la
muerte por apoptosis (Hernandez-Dimas, 2016; Oropesa et al., 2015; Mendez,
2002; Velazquez y Vaca, 2010).

Como se ha mencionado anteriormente, la alteracion y ausencia de
funcionalidad de p53 es uno de los mecanismos responsables para el desarrollo
de enfermedad residual y quimioresistencia. Dicha condicion, esta presente en
mas del 50% de los CMTN, segun la Agencia Internacional de Investigacion del
Cancer (IARC), mas del 95% de mutaciones en p53, se producen en aminoacidos
de dominio de unién al ADN. En consecuencia podemos decir, que la perdida de la
funcién de p53 conduce a la ausencia de expresion de la proteina p21, a la no
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inhibicién de las CDKs (kinasas dependientes de ciclinas), a la no detencién del
ciclo celular y reparacion del dafio al ADN; y si, a la continuidad del ciclo celular y
preservacion de la inestabilidad gendmica (IARC, 2019; Reilly et al., 2015; Sohn et
al., 2013).

Por otro lado, las implicaciones en la ganancia de funcién de las vias del
EGF, presente en pacientes de CMTN; se deben a que como su nombre-lo indica,
es una proteina que estimula el crecimiento y la diferenciacion celular mediante la
union con su receptor EGFR/HER1, un miembro de la familia HER (receptor
epidermidico humano). Esta unidén genera un cambio conformacional que activa
vias mitogénicas; desencadenando diversos procesos celulares para la
supervivencia sostenida y evasion de la apoptosis en células tumorales de CMTN
(Figura 2) (Colonia et al., 2015; Pinzén et al., 2009).

En torno a la terapia dirigida.a las vias del EGF, se ha evaluado el
anticuerpo monoclonal anti-EGFR, Cetuximab y los inhibidores de tirosina quinasa
EGF/Src, Dasatinib, Sunitinib y Neratinib. Debido a que el objetivo de la
rapamicina en mamiferos serina-treonina quinasa (MTOR) es promover la
traduccion de proteinas, la angiogénesis, la proliferacion y la migracion y que la
inhibicion de la via de sefalizacion de PI3K/Akt mediada por mTOR elimina las
respuestas proliferativas celulares y provoca la detencién del ciclo celular; la
rapamicina y sus analogos Temsirolimus, Everolimus y Deforolimus estan siendo
evaluados clinicamente en el tratamiento con TNBC (Colonia et al., 2015; Pinz6n
et al., 2009).
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Figura 2. Vias de sefializacion-de EGF y sus efectos en los procesos celulares.
Tomado de: (Pinzon et al., 2009)

Sin embargo; a pesar de estos notables avances, otra linea de investigacion
gue esta siendo explorada para el desarrollo de farmacos es el aislamiento y
caracterizacion de los metabolitos secundarios de origen fungico. A partir del
del

andreanae, un endofito de la conifera Taxus brevifolia, donde originalmente fue

aislamiento del diterpeno ciclico paclitaxel (taxol), hongo Taxomyces
aislado este importante farmaco quimioterapéutico; y fue aprobado en 1993, para
el tratamiento de CM, cuyo mecanismo de accion se basa en la estimulacién del
ensamblaje de microtibulos a partir de los dimeros de tubulina, impidiendo la
despolimerizacion e inhibiendo la formacion del huso mitético en la divisidon celular

(Aly et al., 2010; Nisa et al., 2015).

22



2.4 Metabolitos fungicos y su actividad antitumoral.

De los aproximadamente 1,5 millones de especies de hongos en el mundo
(de los cuales solo 120,000 se han descrito en la literatura); se aislaron
aproximadamente 6,500 hongos de diversas fuentes para su estudio. Se ha
documentado, que ademas de los metabolitos primarios (carbohidratos, proteinas,
aminoacidos, vitaminas, acetona, etanol, etc.), los hongos producen una amplia
gama de metabolitos secundarios durante el crecimiento celular activo, los cuales
se definen como compuestos heterogéneos de bajo peso molecular. Dichos
compuestos no son necesarios para el crecimiento del organismo, pero si para su
preservacion; por ejemplo, proteccioén contra la depredacion, contra el estrés del
medio ambiente, para la comunicacién, competencia y toxicidad contra otros
microorganismos. Dichos metabolitos se relacionan con diversos grupos
estructurales (alcaloides, policétidos, péptidos no ribosomales, terpenos, entre
otros) que presentan actividad bioldgica (Tan y Zou, 2001; Téllez-Jurado et al.,
2009). Sin embargo, a la fecha solo unos pocos han sido investigados por su
potencial actividad antitumoral que pueden usarse directa o indirectamente como

agentes quimioterapéuticos (Debbab et al., 2009; Rabha y Jha, 2018).

Entre los ejemplos mas destacados, se encuentra el alcaloide vincristina
utilizado clinicamente en el tratamiento de quimioterapia para CM. Dicho alcaloide,
a diferencia del paclitaxel, detiene la mitosis al unirse a los dimeros de tubulina, lo
gue inhibe su ensamblaje a las estructuras de microtibulos. Se ha demostrado la
produccion de vincristina por Fusarium oxysporum, aislado de la planta herbacea
Catharanthus roseus (Aly et al., 2008).

Wijeratne y su equipo de trabajo, informaron los nuevos compuestos:
hidroximetilciclozonarona, filospinarona, 3a-hidroxitauranina, 12-hidroxtauranina y
3-ketotauranina, junto con el compuesto conocido tauranina, extraidos con acetato
de etilo del hongo Phyllosticta spinarum, enddfito del pino Platycladus orientalis

colectado en Arizona. Los compuestos se evaluaron para determinar la inhibicién
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de la proliferacion celular, en donde la tauranina mostro actividad con valores de
CLso (concentracion letal media) de 1.5 uM contra la linea celular MCF-7 de CM,
mediante induccion de apoptosis por activacion de caspasas (Wijeratne et al.,
2008).

Mientras que en 2011, el extracto metanodlico del hongo filamentoso MSX
63935, aislado de hojarasca recolectada en Nigeria, mostré una actividad
citotoxica prometedora contra la linea celular MCF-7 de CM. Mediante la inhibicion
de la proteina chaperona de choque térmico Hsp90; que se encuentra
sobreexpresada en diversos tumores y células transformadas. La cual ademas,
esta implicada en el funcionamiento de los receptores de hormonas esteroideas, la
actividad o estabilidad de proteinas quinasas. (CKs), que participan en la
transduccion de sefiales y en el control del ciclo celular, el funcionamiento de la
telomerasa, entre otras. La caracterizacion. quimica del extracto, identific6 dos
lactonas de &cido resorcilico nuevas: (15-O-desmetil- (5Z) -7 -oxozeaenol y 7-epi-
zeaenol) y las conocidas zeaenol, (5E) -7-oxozeaenol, (5Z) -7 -oxozeaenol, y LL-
Z1640-1, donde 5Z-7-oxozeaenol mostrd los mejores resultados con un valor de
CLso de 3.8 uM (Ayers et al., 2011).

Se ha reportado que la produccion de los metabolitos secundarios esta
dada en funcion del biotopo y sefiales que el hongo recibe del medio. Por lo que
resulta de interés el estudio de los provenientes de medios con condiciones
extremas; como los hongos pertenecientes a los géneros Cladosporium, Mucor y
Penicillium, recientemente aislados de los glaciares “La Panza” del Iztaccihuatl,
ubicado en los limites de Puebla y el Estado de México y del “Jamapa” del
Citlaltépetl, ubicado los limites de Veracruz y Puebla; (Tabla 3). Cabe mencionar
qgue al analizar ciertos marcadores moleculares de dichos hongos, no se encontrd
correspondencia con especies hasta ahora reportadas (Calvillo-Medina et al.,
2020) convirtiéndose en una oportunidad para ser estudiados.
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Tabla 3. Taxonomia de Cladosporium sp., Mucor sp., y Penicillium sp., (Schulz et
al., 2002; Ramirez et al., 2006).

Cladosporium sp. Mucor sp. Penicilium sp.
Dominio: Eucariota Eucariota Eucariota
Reino: Fungi Fungi Fungi
Phylum: Ascomycota Zygomycota Ascomycota
Clase: Ascomycetes Zigomycetes Euascomicetos
Orden: Dotrhideales Mucorales Eurotiales
Familia: Mycosphaerellaceae Mucoraceae Trichomaceae
Género: Cladosporium Mucor Penicillium

Los principales compuestos secretados por el género Cladosporium son
emodina (1,3,8-trihidroxi-6-metilantraquinona) y cladosporina (3,4-dihidro-6, 8-
dihidroxi-3-(tetrahidro-6-metil-2H-pirra-2-il) metilisocumarina) (Ogoérek et al, 2011).
Estudios realizados para evaluar los efectos antiproliferativos y antimetastaticos de
la emodina in vitro e in vivo, mostraron un alto porcentaje de inhibicion del
crecimiento y apoptosis en la linea celular de cancer pancreatico (SW1990) y
suprimié la migracion e invasion de una manera dependiente de la dosis,
regulando la“actividad de unién del factor nuclear potenciador de las cadenas
ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB), el cual es un complejo proteico
que controla la transcripcion del ADN (Liu et al., 2011).

En los mucorales; el policétido macrociclico, rizoxina, presenta actividad
antimitética notablemente fuerte en la mayoria de las células eucaridticas,
incluidas varias lineas celulares de cancer humano, atrayendo un interés

considerable como posible farmaco antitumoral (Partida y Hertweck, 2005).
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La evaluacion del compuesto tirosol [2-(4-hidroxifenil) etanol], caracterizado
a partir del extracto de acetato de etilo de Mucor sp., mostré capacidad para inhibir
la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO), en células de microglia

murina BV-2, lo que lo vuelve un agente anticancerigeno (Dewapriya et al., 2014).

Por otro lado, el género Penicillium comprende méas de 350 especies y es
uno de los grupos mas estudiados. Entre los metabolitos producidos por especies
del genero Penicillium con actividad biolégica contra el cancer, se encuentran:
policétidos (zosteropenilinas, agroclavina |, aurantioclavina, festuclavina),
alcaloides (brevianamidas A y B, piscarininas A y B, rugulosuvinas A y B,
felutanina A-E, isofelutanina A y C, viridicatina, viridicatoly fumaquinazolinas A 'y

B) y derivados de aminoacidos (questiomicina) (Rabhay Jha, 2018).

Los policétidos zosteropenilinas A-L, fueron investigados sobre la viabilidad
de la linea celular PC3 de cancer de proOstata, en donde el analisis revel6 un
aumento en los niveles de la proteina p62, involucrada en la formacion de
autofagosomas, lo que sugiere la inhibicion de la autofagia inducida por farmacos
(Afiyatullov et al., 2017).

Policétidos como'la agroclavina | y aurantoclavina, muestran citotoxicidad
contra lineas celulares de leucemia; asi como la festuclavina, que tiene efectos
inhibitorios sobre la captacién de nucledsidos e incorporacién al ADN y ARN en

células Molt 4B de leucemia linfoide humana (Rabha y Jha, 2018).

Los alcaloides brevianamida A y la roquefortina C, indujeron citotoxicidad y
produccion de factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), la proteina-2 inflamatoria de
macrofagos (MIP-2) y la produccion de interleucina-6 (IL-6) en células pulmonares
de raton (Rand et al., 2005).

Recientemente se reportod el aislamiento de dos péptidos ciclicos, PF1171A
y PF1171C, de Penicillium sp. Su evaluacion in vitro utilizando células endoteliales

de vena umbilical humana (HUVEC), mostré inhibicion de la proliferacion en
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concentraciones que no exhiben citotoxicidad. Ademas de suprimir de manera
significativa al factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), que induce
migracion, invasion, proliferacion y la neovascularizacion. También se identifico
una asociacion entre la actividad antiangiogénica de los compuestos aislados y la
regulacion a la baja tanto de la fosforilacion del receptor 2 de VEGF como de la
expresion del factor-1a inducible por hipoxia a nivel proteico; sugiriendose

prometedor su papel en la inhibicion de la angiogénesis (Jang et al., 2017).

Para poder llevar a cabo aplicaciones farmacolégicas: de metabolitos
fungicos como las arriba mencionadas, se requiere de la evaluacion de las
condiciones de cultivo de las especies fungicas de -interés, las condiciones de
extraccion de los compuestos producidos durante su cultivo in vitro y de andlisis
para determinar la naturaleza de dichos compuestos, asi como para la evaluacién
de su posible actividad biolégica en modelos celulares, en funcion de sus

caracteristicas intrinsecas.
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3. Objetivos.

3.1 Objetivo general.

Estandarizar las condiciones de cultivo de la linea celular BT-549 de CMTN
subtipo M asi como de las especies Cladosporium sp., Mucor sp., y Penicillium

sp., para la obtencion de extractos fangicos.

3.2 Objetivos especificos.

1. Determinar las condiciones de. cultivo in vitro de las especies flngicas

Cladosporium sp., Mucor sp.; 'y Penicillium sp.

2. Evaluar las condiciones de: extraccion de los compuestos producidos por
Cladosporium sp., Mucor sp., y Penicillium sp., durante su cultivo in vitro.

3. Generar las condiciones de cultivo de la linea celular BT-549 de CMTN

subtipo M.
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4. Materiales y Métodos.

4.1 Obtencién de muestras.

Los cultivos axénicos de los hongos Cladosporium sp. (Cit4/IOM 325,299
/IMH890625), Mucor sp. (Citl/IOM 325,312/MH890638) y Penicillium sp. (1zt1/IOM
325,315/MH890641), fueron proporcionados por el grupo de investigadores del
Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Quimica de la Universidad
Auténoma de Querétaro, lo cuales fueron aislados a partir de muestras tomadas
de los glaciares “La Panza” del Iztaccihuatl, ubicado en los limites de Puebla y el
Estado de México y del “Jamapa” del Citlaltépetl, ubicado en los limites de

Veracruz y Puebla (Calvillo-Medina, et al., 2020).

4.2 Estandarizacion de las condiciones de cultivo in vitro de las especies

fangicas Cladosporium sp.,,Mucor sp., y Penicillium sp.

Para cumplir con el primer objetivo, se evaluaron dos metodologias para el
cultivo in vitro de Cladosporium sp., Mucor sp., y Penicillium sp. Una de ellas
consistié en cultivar las especies en medio sélido de agar dextrosa papa (PDA) y

la otra mediante fermentacion en medio liquido de Pontecorvo.

A fin-de determinar el volumen de inéculo a emplear, se realizé un primer
cultivo de las-muestras proporcionadas, durante 14 dias a 28°C, en 20 mL de PDA
(Bioxon®, BD México), contenidos en matraces Erlenmeyer de 125 mL (Pyrex'™,
Thermo Fisher Scientific), siguiendo las especificaciones del fabricante (Figura 3).
Una vez obtenidos los cultivos; en una campana de flujo laminar y en condiciones
de esterilidad, se afadi6 a cada matraz, 50 mL de una solucion acuosa con
Tween® 20 (monolaurato de polioxietilen (20) sorbitano) al 0.01% (Merk,
Alemania) y una barra de agitacion magnética (ambos previamente esterilizados),
para su posterior colocacion en agitador magnético de placa MS7-H550-S

(Scilogex™, USA), a 150 rpm, durante 15 minutos.
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A partir de las emulsiones obtenidas, se procedié a leer en el cuadrante
central de una camara de Neubauer, a 10x con ayuda de un microscopio éptico
Leica® DM300 (Leica™, Alemania) (Figura 3), una vez determinado el niimero de
conidios presentes por mL de solucion (Ecuacion 1), se almacenaron a 4°C hasta

su utilizacién (Romero, 2019).
N = (CC)(FC)(FD)

Donde:

N: # de Conidios/mL.

CE: Cuenta de Conidios en los 25 cuadrantes centrales dela camara.
FC: Factor de la Camara (1x10* células/mL).

FD: Factor de Dilucion (1:100).

Ecuacion 1. Formula para el recuento celularen camara de Neubauer.

Posterior a esto, se procedié a cultivar 2x10’ conidios por gramo de fuente
de carbono, en 20 mL de PDA (Bioxon®, BD México), empleando para ello, placas
Petri de poliestireno grado médico (SYM Laboratorios®, México). Los célculos y la
preparacion, se realizaron siguiendo las especificaciones del fabricante;

correspondiendo para cada especie de hongo, tres grupos de 10 cajas.

En campana de flujo laminar (previa asepsia), se realiz6 la siembra
tomando el volumen correspondiente de la solucion de conidios, con ayuda de una
pipeta semiautomatica y colocandolo en el centro de la caja, para posteriormente
con un asa bacteriolégica previamente esterilizada en la flama del mechero y
enfriada. Se distribuyd el in6culo en toda la superficie del medio, seguido de
incubacion durante 14 dias a 28°C, en condiciones ambientales de luz/obscuridad
(Figura 4).
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Figura 4. Esquema de trabajo para el cultivo en medio sélido de agar PDA.
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Por otra parte, para la evaluacion de las condiciones del cultivo in vitro de
las tres especies fangicas, por fermentacion en medio liquido de Pontecorvo, se
emplearon matraces Erlenmeyer de 250 mL (Pyrex™, Thermo Fisher Scientific) y
se pesaron en balanza analitica Sartorius® CP225D (Sartorius™, Alemania), las
sales que lo componen, seguida de su rehidrataciébn con agua destilada para un
volumen total de 100 mL cada uno, esterilizandolos en autoclave a 121°C y 15 Ib
de presion, durante 15 minutos. Transcurrido este tiempo y manteniendo las
condiciones de esterilidad, se procedid a inocular con ayuda de una pipeta
semiautomatica, el volumen correspondiente para 2x10’ conidios por cada gramo
de fuente de carbono, a cada uno de los medios y se incubaron durante 14 dias, a

28°C y 100 rpm, en condiciones ambientales de luz/obscuridad (Figura 5).

NaNO; {\ [\
KH,PO,

KCl E
MgSO,
Sacarosa

1. Pesar los componentes 2. Agregar 1mL de sales de 3. Esterilizara 121°Cy
del medio de cultivo. Cove 1000X y 49 mL de H,0. 15 Ib de presidén, 15 min.

/ Campana \ / Incubadora \

@ 1 |
C 4 % QZ@”‘ n'-":
4. Inocular 2x107 conidios por g de fuente 5. Incubar a 28°C, a 100 rpm
de carbono en condiciones de esterilidad. durante 14 dias.

Figura 5. Esquema de trabajo para el cultivo en medio liquido de Pontecorvo.
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4.3 Evaluacion de las condiciones de extraccion de los compuestos
producidos por Cladosporium sp., Mucor sp., y Penicillium sp., durante

su cultivo in vitro.

De los 30 cultivos en PDA obtenidos para cada especie, se formaron al azar
tres grupos de 10 cajas para cada uno y se recuperd todo el micelio. en una
campana de flujo laminar (previa asepsia), con ayuda de un asa bacteriolégica. La
biomasa se colocé en tubos Falcon (Corning™, Sigma Aldrich), de 50-mL estériles
previamente pesados en una balanza analitica Sartorius® CP225D (Sartorius™,

Alemania), determinando por diferencia de pesos los gramo de micelio obtenido.

Con base a los resultados obtenidos, se calculo el volumen de disolvente a
emplear, guardando una relacion 1:50 plv, ‘para realizar dos extracciones
consecutivas por sonicacion. Primero para 10s compuestos no polares (Figura 6);
utilizando para ello hexano grado reactivo. (Golden Bell"R, Chemical Instruments)
como disolvente y un bafio ultrasénico EImasonic® 40SH (EIma™, Alemania). El
proceso consistio en un ciclo de 30 minutos, a una frecuencia de 40 kHz vy
manteniendo una temperatura de bafio de 30°C. Seguida de filtracién al vacio, a
través de un filtro Whatman® No.1 (Whatman™, Thermo Fisher Scientific), con
tamafio de poro de 11 um. Se recupero la biomasa y a los filtrados resultantes se
eliminé el disolvente empleando un evaporador rotatorio IKA® RV10 Basic (IKA™,
Thermo Fisher Scientific), a 180 rpm, manteniendo una temperatura de bafo de
40°C.

El extracto crudo contenido en el balon se recuper6 con 3 mL de hexano, y
se colocdé en un frasco ambar de 10 mL estéril con taparosca debidamente
etiquetado y previamente pesado, para su posterior colocacion en estufa a 35°C
durante 24 h para eliminar el disolvente de recuperacion. Una vez transcurrido el
tiempo, los frascos fueron nuevamente pesados para determinar por diferencia de
pesos, los gramos de extracto obtenido, asi como el porcentaje de rendimiento de

extraccion (Ecuacion 2), los extractos se almacenaron a -70°C hasta su utilizacion.
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Figura 6. Proceso de extraccion con hexano, a partir de cultivos en PDA.
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M>
p= (100)
M1

Doénde:

P: Porcentaje de rendimiento de la extraccion.
M,: Masa final (g).

Mi: Masa inicial (g).

100: Factor matemético.
Ecuacion 2. Formula de porcentaje de rendimiento dela extraccion.

Para la segunda extraccion (Figura 7), se emple6 metanol grado reactivo
(Golden Bell™?, Chemical Instruments) y la biomasa recuperada tras la filtracion al
vacio, la cual fué transferida a tubos Falecon (Corning™, Sigma Aldrich), estériles
de 50 mL, previamente pesados. Determinando por diferencia de pesos, los
gramos de biomasa de los que se parte y afiadiendo el volumen de disolvente, en

una relacion 1:50 (p/v).

Las condiciones de esta segunda extraccién para metabolitos polares,
fueron las mismas que las empleadas con hexano. En un bafio ultrasénico
Elmasonic® 40SH (EIma™, Alemania), durante 30 minutos, a una frecuencia de
40 kHz y temperatura de bafio de 30°C. Seguida de filtracion al vacio, a través de
un filtro Whatman® No.1 (Whatman™, Thermo Fisher Scientific). En este punto, se
desechd la biomasa y a los filtrados resultantes se eliminé el disolvente a 180 rpm
y-una temperatura de bafio de 40°C; empleando para este fin, un evaporador
rotatorio IKA® RV10 Basic (IKA™, Thermo Fisher Scientific). El extracto crudo
contenido en el baldn, se recuperé con 3 mL de metanol, y fué transferido a un
frasco ambar de 10 mL estéril, previamente pesado, y colocado en estufa a 35°C
durante 24 h para eliminar el disolvente de recuperacion. Finalmente se determind
los gramos de extracto obtenido y el porcentaje de rendimiento de extraccion

(Ecuacion 2), y se almacenaron a -70°C hasta su utilizacion.
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Figura 7. Proceso de extraccion con metanol, a partir de cultivos de PDA.

37



En el caso de los cultivos realizados en medio liquido de Pontecorvo, se
formaron al azar tres grupos de cinco matraces cada uno y en una campana
(previa asepsia), se procedio a separar la biomasa por filtracion al vacio, a través
de filtro Whatman® No.1, con tamafio de poro de 11 pum y se transfiridé todo el
micelio de cada grupo con ayuda de una espétula estéril, asi como el filtrado
resultante, a tubos Falcon de 50 mL estériles; y fueron colocados en estufa de
conveccion a 40°C, para eliminar el contenido de agua, ambos recipientes fueron
previamente pesados y vuelto a pesar con la biomasa y el filtrado, en una balanza
analitica Sartorius CP225D, determinando por diferencia de pesos los gramos de
biomasa vy filtrado obtenidos (Figura 8); y en funcion de éstos, se calcul6 el
volumen de disolvente a emplear, guardando una relacion 1:50 p/v. El proceso de
extraccidon por sonicacién, de los compuestos no polares, seguida de la extraccion
de compuestos polares; se realizaron de la misma manera que para los cultivos en
PDA (Figura 6, 4-11 y Figura 7, 3-10), respectivamente. Los extractos obtenidos

fueron almacenados a -70°C hasta su utilizacion.

»

1. Separar y transferir |a biomasa y el 2. Eliminar el contenido de agua 3. Determinar por diferencia de pesos,
medio liquido, mediante filtracion al vacio. en estufa a 40°C. los g de biomasa recuperada.

X ) 4 )

» Metano

4. Extraccion de compuestos no polares, con Hexano. 5. Extraccion de compuestos polares, con Metanol.

K (Figura 9, 4-11) / K (Figura 10, 3-10) /

Figura 8. Proceso de extraccidon de los compuestos fangicos, a partir de cultivos en

medio liquido de Pontecorvo.
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A fin de evaluar de manera cualitativa las sefiales cromatogréficas de los
extractos mediante un sistema Waters 2695 Alliance HPLC (Waters™, EE.UU.),
provisto de un detector de longitud de onda de matriz de fotodiodos (DAD, Waters
2998). Los extractos fueron recuperados en 1 mL de acetonitrilo (ACN) al 0.1% de
acido trifluoroacetico (TFA), homogenizando las muestras en un agitador Vortex-
Mixer VM-10 (Witeg™, Alemania), durante 2 minutos y pasada a través de un filtro
de membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF), de tamafo de poro de 0.22 um
(Allcrom™, Brasil), antes de transferirlas a una celda de cuarzo, para su anélisis
en un espectrofotémetro UV/Vis Ultrospec 2100pro (Biochrom™, UK), en un rango
de absorbancia de 200 a 700 nm, determinando los maximos de absorcion de los
extractos y seleccionar las zonas de monitoreo. La separacion en fase reversa se
realizé durante 37 minutos, en condiciones de gradiente (Tabla 4), utilizando una
columna Zorbax Eclipse XDB-Cig (2.1 x 50 mm, 1.7 um) (Agilent™, EE.UU.), con
una fase movil de agua con 0.1% de TFA (fase A) y ACN con 0.1% de TFA (fase
B), caudal de 0.5 mL/min, temperatura de la columna ajustada a 40°C y volumen

de inyeccién de muestra de 20 pL (Figura 9).

Tabla 4. Condiciones de trabajo para el analisis mediante HPLC-DAD, (ACN:

acetonitrilo).

TIEMPO FASE A FASE B FLUJO
2 min 95% 5% 0.5 mL/min
12 min 5% 95% 0.5 mL/min
22 min 0% 100% 0.5 mL/min
27 min 0% 100% 0.5 mL/min
32 min 95% 5% 0.5 mL/min
37 min 95% 5% 0.5 mL/min
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Figura 9. Proceso de analisis de los extractos en HPLC-DAD.
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4.4 Generacion de las condiciones de cultivo de la linea celular BT-549 de
CMTN subtipo M.

Para el establecimiento de las condiciones de cultivo de la linea celular BT-
549 (ATCC®, HTB-122™) que corresponde al fenotipo de CMTN subtipo. M, las
células fueron cultivadas en monocapa hasta confluencia en una concentracion de
partida de aproximadamente 1x10° células (Figura 10) en botellas de poliestireno
de 175 cm? (Corning™, Thermo Scientific) con 10 mL de medio’ RPMI-1640
(ATCC® 30-2001™) complementado con suero fetal bovino (SFB) (ATCC® 30-
2020™) a una concentracion final del 10%; reemplazandolo por medio fresco cada
48 horas. Durante todo el proceso de cultivo, se mantuvo una temperatura de
37°C y una atmosfera 95% aire y 5% de diéxido de carbono (CO;), empleando

para ello, una incubadora VIOS® 250i (Heracell™, Thermo Scientific).

Una vez que se determind la ocupacion celular sobre toda la superficie
disponible, mediante observacion de las botellas de cultivo bajo un microscopio
optico Leica® DM300 (Leica™, Alemania) se realizé6 su conteo y evaluacién de
viabilidad celular mediante el ensayo de azul de tripano (Crowley, et al., 2018;
Kladniew, et al., 2016) (Figura 11). Para lo cual, en campana de flujo laminar
(previa asepsia) se elimin6 el medio de cultivo y se agregaron 5 mL de solucién
con 0.05% (p/v) de Tripsina-EDTA 0.53 mM, manteniendo a 37°C hasta la
separacion de la capa celular. Posteriormente se agregaron 5 mL de medio de
crecimiento completo para detener la actividad de la tripsina, aspirando las células
suavemente para su homogenizacién y transferencia a un tubo Falcon de 15 mL
(Corning™, Thermo Scientific). Seguida de dos ciclos de lavado con 5 mL de
buffer salino de fosfatos (PBS) (Gibco™, Thermo Scientific) en centrifuga
refrigerada Primo™R (Sorvall™, Thermo Scientific) a 1,100 rpm y 25°C durante 3

minutos.

El pellet formado en el ultimo lavado se reconstituyé con 2 mL de PBS,

homogeneizando suavemente. Se tomaron 20 pL de la suspension celular
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mezclandolos con 20 L de azul de tripano al 0.4% (Gibco™, Thermo Scientific)
en un tubo eppendorf de 1 mL (Eppendorf™, Thermo Scientific) e inmediatamente
se colocaron 10 pL de esta mezcla en cada una de las 2 camaras de un
portaobjetos provistos para el conteo celular automatizado en el equipo TC20™
(BioRad®).

Finalmente, con los datos obtenidos, se realiz6 el subcultivo (Pase 4) de
1x10° células en botellas de 175 cm? con las condiciones antes descritas y la
suspension celular restante, fué almacenada en tubos criogénicos Nalgene®
(Nalgene™, Thermo Scientific) de 1.8 mL a -70°C en un ultracongelador Revco®
ExF (Revco™, Termo Scientific) en alicuotas de 1 mL de SFB con 5% de
dimetilsulféxido ~ (DMSO)  (Hybri-Max™,  Sigma-Aldrich),  conteniendo

aproximadamente 1x10° células.
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Figura 10. Esquema de trabajo para el cultivo celular de la linea BT-549.
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Figura 11. Evaluacion de la viabilidad celular mediante el ensayo de azul de

tripano.
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Se evalud la viabilidad y recuento celular, a las 24, 48 y 72 h, en funcion de
las caracteristicas morfologicas y tiempo de duplicacién reportada para la linea
BT-549 (Beltran y Gonzalez, 2016; Risinger, et al., 2016), que nos permitiera una
poblacién de 1x10° células/mL, necesaria para el andlisis del ciclo celular

mediante citometria de flujo.

Realizandose para ello un subcultivo a partir del pase 4, en placas de
poliestireno de 24 pocillos Costar™ (Corning™, Thermo Scientific) (Figura 12) de 2
cm? de didmetro, con concentraciones de 2x10° y 5x10° células en 1 mL de medio
RPMI, las condiciones de cultivo y el ensayo de viabilidad celular con azul de
tripano se llevaron a cabo como se describi6 anteriormente (Figura 10 y 11

respectivamente).

C1: - 2x10° células BT-549.
- 1 mL de medio RPMI con 10% de SFB.

C2: - 5x10° células BT549,
-1 mL de medio RPMI con 10% de SFB.

Evaluacion a las 24 h.
Evaluacion a las 48 h.
Evaluacion a las 72 h.

Pocillos sin muestra.

Figura 12. Disefio para el subcultivo celular, en placa de 24 pocillos.



El analisis para la caracterizacion de la distribucion de fases, del ciclo
celular de la linea BT-549 se realiz6 con cultivos de 48 h con las dos
concentraciones celulares evaluadas mediante el ensayo de ADN BD Cycletest™
(Becton Dickinson, EE.UU.) en un citbmetro de flujo FACSAria Ill (Becton
Dickinson, EE.UU.) (Figura 13).

Una vez determinada la concentracion celular de partida, las muestras
lavadas y resuspendidas en 1 mL de PBS, se transfirieron a tubos eppendorf de
1.8 mL y se centrifugaron a 1,100 rpm durante 5 minutos en centrifuga refrigerada
Primo™R (Sorvall™, Thermo Scientific) a 25°C. Se decanté cuidadosamente todo
el sobrenadante, extrayendo la ultima gota sobre un pafiuelo Kimwipes® EX-L

(Kimtech Science™, Kimberly-Clark).

Al pellet formado se agregaron 250 uL de solucion A (tampdn de tripsina),
se mezclé suavemente con la mano y se incubé a temperatura ambiente (20-25°C)
durante 10 minutos, después se agregaron 200 pL de soluciéon B (inhibidor de
tripsina y RNase buffer) a cada tubo y se mezclé e incubé de la misma manera.
Posteriormente se realizé la tincibon con 200 pL con ioduro de propidio (PI)
(Solucion C) la cual se mantuvo en frio hasta su utilizacion (2- 8°C). Se
homogeniz6 y se. incub6 en oscuridad cubriéndolo con papel aluminio,
manteniendo las muestras sobre hielo durante 10 minutos y hasta su lectura en el

citometro de flujo dentro de las 3 horas posteriores (Figura 13).
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Residuos
1. Transferir la suspension celular 2. Centrifugar durante 3 3. Eliminar el sobrenadante y adicionar 250 L de
atubos eppendorf de 1.8 mL. minutos a 1,100 rpm y 25°C. solucion A (Tampdn de Tripsina). Homogenizar  incubar

10 minutos a temperatura ambiente.
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4, Adicionar 200 L de Solucidn B (inhibidor 5. Tefiir con 200 L con PI (Solucidn C). Homogenizar. 6. Leer muestras en

de tripsina y RNase buffer). Homogenizar e Proteger de laluzy mantener en hielo. citdmetro de flujo.
incubar 10 minutos a temperatura ambiente.

Figura 13. Esquema de trabajo para el andlisis del ciclo celular por citometria de

flujo.
4.5 Analisis estadistico.

Se determiné la normalidad y homocedasticidad de los datos y se analizaron
mediante un analisis de varianza (ANOVA), para tres poblaciones independientes
y las diferencias entre grupos se consideraron significativas a un valor de p menor
de 0.05 (p <0.05) con la prueba de Tukey, utilizando el software SPSS® Statistics
V.22.0 (IBM®, EE.UU.)
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5. Resultados y discusién.

5.1 Condiciones del cultivo in vitro de Cladosporium sp., Mucor sp., y

Penicillium sp.

En la tabla 5, se muestran los resultados del numero de conidios/mL,
producidos durante el cultivo de 14 dias a 28°C, de 2x10’ conidios por gramo de
fuente de carbono, de Cladosporium sp., Mucor sp., y Penicillium sp., en PDA ,
después de su conteo en camara de Neubauer (Figura 15b). Observandose una
disminucién en la produccién de conidios en la especie de Penicillium sp.,
respecto a Mucor sp., y Cladosporium sp., siendo esta Ultima, la especie que
mostré mayor produccion de conidios aunque no hubo diferencia significativa entre

los grupos (p<0.05).

Tabla 5. Resultados de la conidiacion de las tres especies en agar dextrosa papa

(PDA).
Especie Conidios/mL

Cladosporium sp. 1.2x10°
Mucor sp. 1.19x10°
Penicillium sp. 9.84x10°

Es importante desarrollar un protocolo de inoculacibn que asegure la
disponibilidad de suficiente material que actie como propagulo inicial, debido a
gue el mantenimiento in vitro de microorganismos, requiere el uso de medio de
cultivos que suministren tanto los nutrientes, como las condiciones necesarias
para la multiplicacion de estos (Kavanagh, 2017). Ya que a partir de la
germinacion de los conidios presentes, se forma una serie de tubos rigidos
ramificados llamados hifas, y que a su vez conforman una estructura o cuerpo

vegetativo filamentoso, denominado micelio (Figura 16) cuyo crecimiento se
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prolonga mientas exista disponibilidad de nutrientes en el medio, los cuales son
absorbidos a través de las hifas vegetativas que lo penetran. Mientras que las
hifas aéreas, son las portadoras de las estructuras reproductoras (Hautbergue, et
al., 2018; Kavanagh, 2017; Santamarina, et al., 2003).

Figura 15. Cosecha de conidios de Cladosporium sp., Mucor sp., y Penicillium sp.
a) Cosecha de conidios de Mucor sp., b) Cuenta en cdmara de Neubauer y c)
Conidios cosechados de Penicillium sp., (izquierda), Cladosporium sp., (centro) y
Mucor sp., (derecha).

Durante la determinacion de las condiciones de cultivo in vitro de los
hongos filamentosos o mohos, es importante considerar, que esto supone la
modificacion de factores a los que estan expuestos en la naturaleza y que
eventualmente pueden favorecer o afectar su actividad y crecimiento. Entre estos
factores se encuentra, la temperatura, pH, luz, asi como la naturaleza de los
nutrientes del medio y las propiedades fisico-quimicas del mismo (Barranco et al.,
2018; Herrera y Laurentin, 2012).
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Figura 16. Morf@la de Cladosporium sp., Mucor sp., y Penicillium sp. a)
Estructura@ | de los hongos filamentosos. Vista microscépica a 40x de: b)
Cladosporium sp., (yodo lugol), ¢) Mucor sp., (azul de algodén) y d) Penicillium sp.,

(azu Igoddn).

N

Teniendo en cuenta lo anterior, se obtuvieron los resultados del cultivo de

. @%(107 conidios por gramo de fuente de carbono, de las tres especies en PDA y en
\& medio liquido de Pontecorvo, observandose una ocupacion en la totalidad de la
Q superficie del medio por parte de las tres especies flngicas, cuando fueron

cultivadas en PDA (Figura 17). En donde su base nutricionalmente rica, debido a
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la infusion de papa (Tabla 6), favorece el desarrollo del hongo, ademas de

fomentar la produccién de pigmentos y la conidiacion.

Figura 17. Cultivos de Cladosporium sp., Mucor sp., y Penicillium sp., en PDA. a)
Placas de cultivo de 14 dias de las 3 especies fangicas; Cladosporium sp., b),

Mucor sp., ¢) y Penicillium sp., d).

Por otro lado, en la evaluaciéon del cultivo en medio liquido se obtuvo el desarrollo
de las especies Cladosporium sp., y Penicillium sp., no asi de Mucor sp. (Figura
18). Siendo un factor determinante, en la eleccion de las condiciones optimas de la

evaluacion in vitro de las especies estudiadas.
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Figura 18. Cultivo de Cladosporium sp., Mucor sp., y Penicillium sp., en medio
liguido de Pontecorvo. a) Cultivos de 14 dias de las 3 especies. Cladosporium sp.
(b), Mucor sp. (c) y Penicillium sp. (d).

De acuerdo con los resultados obtenidos se observa que cuando se cultivan
en igualdad. de condiciones, 14 dias de incubacion, ciclos ambientales de
luz/obscuridad, manteniendo una temperatura constante de 28°C y un pH de 5.6,
los cuales se encuentran dentro de los rangos recomendados de 25y 30°C y entre
4.y 6 respectivamente (Kavanagh, 2017); existen diferencias en el desarrollo
vegetativo y esporulacion de las especies evaluadas, haciendo notable la
influencia de la naturaleza de los nutrientes del medio, asi como las propiedades
fisico-quimicas del mismo, incluyendo la cantidad de agua disponible, conocido
como actividad de agua (aw). La aw tiene un valor maximo de 1.0 y un valor de

0.0; es considerado como uno de los factores determinantes en el crecimiento
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fungico y de gran importancia para comprender la ecologia de las diferentes
especies en su comportamiento individual. ya que su desarrollo, esta dado en
funcién de la cantidad de agua presente en el medio para la germinacién de los

conidios (Hautbergue et al., 2018; Kavanagh, 2017; Santamarina et al., 2003).

Sin embargo, a pesar de que se ha descrito una aw por encima de 0.82,
para las tres especies fungicas (Kavanagh, 2017; Santamarina, et al.,~2003) el
crecimiento en medio liquido de Penicillium sp., y de Cladosporium sp., podria
estar relacionado con una mayor tolerancia en relacién al afecto del estrés, el cual
se puede generar por la presién osmatica presente en el medio de cultivo y a su
capacidad de modificar sus necesidades fisiol6gicas, desarrollando estructuras de
resistencias, que permiten su supervivencia durante largos periodo de tiempo y
condiciones hostiles o de estrés extremo. A diferencia de Mucor sp., en donde se
vio reducido su desarrollo vegetativo, lo ‘que supone una menor tolerancia a las
condiciones de estrés y una menor capacidad de adaptacion respecto a

Penicillium sp., y Cladosporium sp. (Figura 18c).

Contrastando de esta manera, con el crecimiento en medio sélido, en donde
aunqgue la esporulacion de Penicillium sp., se vié disminuida, no fué asi para el
desarrollo vegetativo _de las tres especies, asi como tampoco la produccién de
pigmentos (Figura 17). Siendo la ausencia de estos, otra de las diferencias
observadas cuando se cultivaron en medio liquido (Figura 18); sugiriendo que
también, la aw influye en las respuestas de adaptacion; como por ejemplo, contra
los efectos nocivos de la radiacion luminosa. Ya que los pigmentos producidos a
través-de su metabolismo secundario y que confieren una coloracion caracteristica
a las diferentes especies fungicas. Se les atribuye una accion de agentes
protectores; asi como también, participando en funciones de sefializacion,
regulando procesos tan importantes como el propio crecimiento y desarrollo. Asi
como para la sintesis de otras moléculas y como factores de virulencia (Kavanagh,
2017; Lucentini, et al., 2017).
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Algunos ejemplos de éstos compuestos son los carotenos, producidos por
muchos hongos, como Mucor que acumula [(B-caroteno en respuesta a la luz,
presentando colonias de apariencia vellosa-algodonosa, con coloracién que puede
ir desde el blanco hasta el grisaceo-amarillento (Figura 17c). Las melaninas
(tipicas de animales y también de hongos), las cuales le confieren a Penicillium
una pigmentacion inicialmente blancas y que luego se convierten en verde-
azuladas o gris-verdosas (Figura 17d). De manera similar, Cladosporium
presentan colonias lanosas o de textura algodonosa, aunque éste Ultimo, con una
coloracion que va desde el olivo-grisaceo hasta el negro (Figura 17b) (Ramirez et
al., 2006; Schulz et al., 2002).

Ademés de la diferencia en el agua disponible de los medios de cultivo
empleados, también se puede observar en la tabla 4, las diferencias en relacion a
la naturaleza de los componentes del medio. Debido a que los hongos tienen
como caracteristica comun la ausencia de clorofila, no pueden realizar
fotosintesis; por lo que deben nutrirse a partir de materia organica disponible. Asi
mismo, debido a su pared celular formada por quitina el cual es un compuesto
polisacéarido fuertemente ‘rigido, estos nutrientes deben ser ademas, simples y

solubles para poder absorberlos (Kusari, et al., 2012; Sanchez-Pérez et al., 2014).

Tabla 6. Férmula por litro de agua de los medios de cultivo evaluados.

Agar Papa Dextrosa Medio liquido de Pontecorvo

Extracto de papa 4049 NaNOs 6.09

Glucosa 2009 KH2PO,4 1.52¢

Agar 10g KCI 0.52¢

pH final 5.6 +/- 0.2 MgSQO,4 0.52¢g
Sacarosa 10.0g
Sales de Cove 20.0 mL
pH final 5.6 +/- 0.2

54



Segun Kavanagh (2017), una de las caracteristicas principales de los
hongos es su inhabilidad de utilizar el carbono inorganico, siendo la glucosa, el
compuesto mas simple como fuente de energia, aunque también utilizan sacarosa
como la presente en el medio liguido de Pontecorvo, asi como compuestos
complejos de carbono organico como el almidén del medio a base de papa. En
vista de la formulacion de cada medio, se observdé un mayor enriquecimiento de
fuente de carbono en el medio solido en comparaciéon con el liquido de
Pontecorvo. Lo que pudiese explicar el éptimo crecimiento de los hongos cuando
fueron cultivados en PDA. Sin embargo, se esperaria que el crecimiento se viera
afectado para las tres especies durante su cultivo en medio liquido, lo cual solo
sucedi6 para Mucor sp.

De igual forma, los hongos aprovechan fuentes de nitrdgeno inorgéanico
como sales de amonio y nitratos (Kavanagh, 2017), como por ejemplo los
presentes en el medio liquido de Pontecorvo (Tabla 6). Esto influye en el
crecimiento, el cual puede ser dividido cualitativamente en tres fases: una primera
fase, sin crecimiento aparente y gue tiene dos componentes; una fase anterior a la
germinacion de conidios y una fase en que el crecimiento se presenta pero no se
evidencia; mientras que en la segunda fase ocurre un rapido crecimiento y un
desarrollo del micelio particularmente en las extremidades de las hifas, en donde
las células al interior del micelio no contribuyen al crecimiento neto, sino que
aportan nutrientes a células periféricas, especialmente a estructuras aéreas. En
ésta fase ocurre la utilizacidon de carbohidratos, nitrégeno y fosfatos; ademas
pueden aparecer los conidios al final de ésta fase o antes de su finalizacion.
Finalmente, una tercera fase sin crecimiento neto o de autolisis y disminucién en
peso seco, ademas de la aparicion de nitrégeno y fosfato en el medio; lo que
puede representar una fase de sintesis de polisacaridos, sin un aumento en otros
componentes celulares. Pudiendo realizarse una movilizacion de nitrogeno a partir
de hifas precursoras, para su uso en el crecimiento neto. Ya que éste es

reutilizado después de agotar fuentes exdgenas de nitrégeno disponible. La

55



autolisis del micelio es debido al rompimiento de quitina, carbohidratos y proteinas,
catalizado por las enzimas del hongo; que entre otros productos de la lisis se
encuentran el amoniaco, aminoacidos, compuestos de fosforo organico y
compuestos de azufre. La disminucion del crecimiento se debe a dos factores
principales: la acumulacion de metabolitos toxicos, &cidos organicos en medios
con gran cantidad de carbohidratos y de amoniaco en medios con alto contenido
de nitrégeno, y debido al agotamiento de la fuente de carbono. Asi mismo en esta
fase las células realizan un metabolismo secundario, especificamente rutas
metabdlicas que no son esenciales para las células pero que estan involucradas
en la supervivencia del organismo (Barranco et al., 2018; Kavanagh, 2017;
Fernandez, 2012; Junco y Rodriguez, 2001) .

Entre los nutrientes que se precisan para el desarrollo fungico, se encuentra
el potasio, para el metabolismo de carbohidratos, actividad enzimatica y para
mantener el balance iénico; el fosforo, que es un componente esencial de acidos
nucleicos y de mecanismos para la transferencia de energia. EI magnesio, que
actla como activador de enzimas requeridas en el metabolismo del ATP; el azufre,
para la sintesis de algunos aminoacidos y vitaminas; y el calcio, que actia como
activador de algunas enzimas los cuales estan presentes en mayor cantidad en la
formulacion del medio liquido de Pontecorvo ( Kavanagh, 2017; Sanchez-Pérez et
al., 2014, Borrego, 2012; Kusari et al., 2012).

Por lo.que a pesar de las diferencias observadas en el crecimiento de
Cladosporium sp., Mucor sp., y Penicilium sp., cuando fueron cultivados en
medios con nutrientes de diferente naturaleza, asi como también diferentes
propiedades fisico-quimicas, ambos cumplen con los requerimientos nutricionales
de acuerdo a la literatura citada anteriormente. Siendo la propia biologia asi como
las caracteristicas intrinsecas de cada especie (Figura 16), las que determinan su
crecimiento en las condiciones empleadas. Sugiriendo estudios mas profundos
que contribuyan a comprender la ecologia de las diferentes especies fungicas en

su comportamiento individual.
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5.2 Evaluacion de la extraccidon consecutiva por sonicacién con metanol y

hexano.

La eliminacion del contenido de agua en los cultivos en medio liquido,
representaron una dificultad a la hora de llevar a cabo la recuperaciéon de la
biomasa, en donde la disposicion de equipamiento que permita un adecuado
procesamiento de las muestras representa un factor importante para el
cumplimiento de los objetivos planteados. En este caso, el mantener las muestras
en estufa de conveccion con la finalidad de eliminar el contenido de agua previo a
la extraccion de metabolitos, produjo en algunos casos, nuevamente el
crecimiento del hongo y en otros, la contaminacién de las muestras (Figura 19).

Siendo la razén, por la cual se descartaron del proceso de extraccion.

Figura 19. Eliminacién del contenido de agua en cultivos de medio liquido de

Pontecorvo.

Por otro lado, durante la recuperacion del micelio a partir del cual se realizd
la extraccion de los compuestos producidos durante el cultivo in vitro en PDA, se
observdé mayor capacidad de penetracion de Cladosporium sp., en el medio. Lo
anterior representé un obstaculo cuando se precisa de la recuperacion completa
del micelio y que se refleja en una menor cantidad de micelio recuperado como se
muestra en la tabla 7, no asi para Mucor sp., y Penicillium sp. (Figura 17), los
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cuales se caracterizaron por una facil recuperacion de este, lo que supone una
ventaja y contribuyd en la determinacion de las condiciones Optimas para la

extraccion de los compuestos producidos y su posterior andlisis cromatografico.

Figura 20. Recuperacién de micelio de Cladosporium sp., Mucor sp., y Penicillium
sp. a) Recuperacion de Penicillium sp., cultivado en PDA. b) Micelio recuperado de

Cladosporium sp., (izquierda), Mucor sp., (centro) y Penicillium sp., (derecha).

Tabla 7. Micelio recuperado de Cladosporium sp., Mucor sp., y Penicillium sp.

Especie Micelio recuperado (mg)

Cladosporium sp. 432 + 31.19
Mucor sp. 528 * 49.05
Penicillium sp. 954 £ 53.95
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Los resultados del promedio de los miligramos obtenidos y su
correspondiente porcentaje de rendimiento, de los extractos metandlico y hexénico

para cada uno de los hongos se muestran a continuacion.

Tabla 8. Porcentaje de rendimiento de los extractos metandlico y hexanico.

Especie/Replica Micelio (mg) Extracto (mg) | % de rendimiento

Extraccion con hexano:

Cladosporium sp. 432 +31.19 33.3+12.09 7.9 £ 3.52
Mucor sp. 528 * 49.05 9.3+1.15 1.8+0.41
Penicillium sp. 954 * 53.95 7.3*1.15 0.9+0.31

Extraccion con metanol:

Cladosporium sp. 199 * 5.86 73.0 £9.54 36.9 +5.41
Mucor sp. 158 £ 5.29 44.7 *11.15 23.6 * 30.01
Penicillium sp. 265 * 19.97 56.7 £9.29 27.3 + 6.64

Observandose que el mayor rendimiento de extraccion (7.9%) se obtuvo del
hongo Cladosporium sp., en funcion a los mg de micelio empleado, cuando se
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utilizé hexano como disolvente para la extraccion. Siendo la especie de Penicillium
sp., la que menos extracto produjo y por ende tuvo muy bajo rendimiento (0.9%),
esto a pesar de tener el 220.8% de micelio recuperado de las cajas petri respecto

a Cladosporium sp.

Esto se replicé cuando se utilizd metanol como disolvente, Cladosporium
sp., volvio a dar un mayor cantidad de extracto (156.4% y 135.2% de rendimiento)
en comparacion a las especies de Mucor sp., y Penicillium sp., respectivamente.
Sin embargo, en esta ocasion Mucor sp., fué la especie con menor cantidad de
extracto obtenido, esto es un 55.8% si lo comparamos con Cladosporium sp., y del
86.4% respecto a Penicillium sp.

La extraccion con solventes organicos es eficiente y sencilla y es la técnica
mas comun para obtener los compuestos producidos por hongos, su finalidad es la
separacion de éstos por accion de un disolvente (Sierra, et al.; 2018).

Debido a que se desconoce la naturaleza quimica de los compuestos a
extraer, se deben tener en cuenta que el rendimiento cuantitativo y cualitativo de la
extraccion depende en gran medida de la polaridad del disolvente utilizado, en
este caso, la seleccion de hexano y metanol obedece a que son compuestos
organicos de naturaleza polar y apolar, lo que contribuye a la extraccion de
compuestos similares ya que se desconoce la naturaleza de los compuestos
producidos por las especies estudiadas. Reportandose en la literatura, el uso de
diferentes proporciones como de solventes de extraccion (Frisvad, 2014; Mufioz et
al.,, 2016; Santamarina et al., 2003; Soto & Rosales, 2016).

Sin embargo, no existe un método y solvente definido, pues ello dependera
de la composicion quimica de los compuestos a extraer, la concentracion del
solvente, temperatura, tiempo de contacto, relacibn masa-solvente, entre otros. El
método seleccionado en el presente trabajo se realizO mediante un equipo de
ultrasonido que como su nombre lo indica, aplica sonidos de alta frecuencia (20-

100 kHz), logrando irradiaciones ultrasonicas y mediante estas se manifiestan
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efectos fisicoquimicos, haciendo que las particulas sélidas y liquidas, vibren y se
aceleren, a través del fendmeno llamado cavitacion, donde la formacion de
burbujas; debido al crecimiento del ndcleo de la biomasa y a su colapso, genera
una variacion de presion y permitiendo una mayor transferencia de masa, la
cinética del calor y los efectos de la presion en la pared celular a través. de
ultrasonido, da como resultado una difusion mas rdpida o una mayor tasa de
particion del soluto de la matriz sélida, al solvente, dando como resultado el pase
eficiente de los compuestos de interés de la fase sélida al disolvente (Sierra, et al.;
2018).

Otro factor a considerar en el desarrollo de métodos para la extraccion de
compuestos, son las temperaturas de tratamiento, las cuales no deben sobrepasar
los 40 °C para evitar la degradacion de metabolitos termolabiles (Sierra, et al.,
2018). Dicha temperatura, se mantuvo durante todo el proceso de extraccion, asi
como durante la eliminacion de disolvente, aqui descritos. Estos mismos autores,
mencionan que en la homologaciéon de técnicas de extraccion, se recomienda
hacer extraccion sucesiva con dos solventes de polaridad creciente, empleando
primero el de menor polaridad-y luego el de mayor polaridad, como en este caso,

primero con hexano, seguida de la extracciéon con metanol.

El analisis mediante UV/Vis inicial de los extractos, mostr6 méaximos de
absorcion de 307, 316 y 394 nm para los extractos hexanicos de Cladosporium
sp., Mucor sp., y Penicillum sp., respectivamente. Mientras que los
correspondientes a los extractos metandlicos, se ubicaron en 246, 322 y 418 nm,

respectivamente (Figura 21).
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Figura 21. Maximos de absorcion de los extractos metandlico y hexanico de

Cladosporium sp., Mucor sp., y Penicillium sp.

En funcién de lo anterior, se seleccionaron 3 zonas de monitoreo (215, 350 y
450 nm) para el analisis por HPLC-DAD, el cual se realiz6 como una primera
evaluacion a fin de obtener los cromatogramas en funcioén del tiempo y la sefial
obtenida (Figura 22 y 23). Los cuales sirvan para garantizar la integridad de las
muestras, empleandolos de referencia ante posible degradacion de los
compuestos o contaminacion de las muestras, para lo cual se realizaria un analisis
con las mismas condiciones de trabajo y se compararian los espectros de ambos.
Ademas, a partir de este andlisis, se modificaron los gradientes de las fases

liquidas empleadas (Tabla 9).
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Tabla 9. Condiciones de gradiente obtenidos para el andlisis de los extractos por

LC-DAD.

EXTRACTOS HEXANICOS

EXTRACTOS METANOLICOS

TIEMPO  FASEA  FASEB  TIEMPO  FASEA  FASEB

2 min 95% 5% 5 min 100% 0%

. . )

7 min 5% 95% 7 min 95% 50

. . )
32 min 0% 100% 22 min 5% 95%
35 min 95% 5% 24 min 5% 95%
37 min 95% 50 29 min 95% 5%
31 min 95% 5%

De esta manera, se obtuvo una mayor sefial de los cromatogramas. Ya que
como se observa en la figura 22a, la sefal queda inconclusa al minuto 35 para el
andlisis del extracto hexanico (D1, Disolvente 1) de Cladosporium sp. (H1, Hongo
1), aumentando el tiempo de gradiente (Figura 22b) de 10 a 25 minutos para un
95% de ACN (fase B). Lo que permite la obtencion de mayor sefial; ya que los
compuestos presentes al ser extraidos con un solvente apolar interaccionan en
mayor medida con la fase estacionaria, aumentando su tiempo de retencion (RT),

requiriendo condiciones que les permitan ser detectados (De Villiers, et al., 2016).

Observandose ademas, diferencias en la intensidad de sefial y numero de
picos obtenidos para cada extracto. Lo que sugiere un mayor enriquecimiento de
compuestos de baja polaridad, en los extractos de Cladosporium sp., y Mucor sp.,
respecto a Penicillium sp. Esto concuerda con los datos obtenidos del rendimiento
de la extraccién (Tabla 9), en donde Penicillium sp., mostré los rendimientos mas

bajos en la extraccion con hexano. Siendo un aspecto importante a considerar se
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mantenga la concordancia entre los datos obtenidos en cada parte del proceso
que se realiza cuando se busca la determinacion de condiciones de analisis como

los aqui presentados (Villas, et al.; 2005).

Por otro lado, los resultados del andlisis de los extractos metanolicos
mostrados en la figura 23, se observan los cromatogramas en condiciones
iniciales de gradiente (Figura 23a). Asi como después de su modificacion (b, c y
d). Donde ésta fue, a expensas de la observacion de la sefial sesgada hacia la
derecha del primer andlisis de Cladosporium sp. (a), obteniéndose una mejor
seflal y RT de los compuestos presentes (b). Teniendo en cuenta que el mayor
rendimiento de extraccion se obtuvo de la sonicacién con metanol (disolvente 2,
D2), las sefiales obtenidas en comparacion con los extractos hexanicos, son

mayores.
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Figura 22. Cromatogramas de los extractos hexanicos (D1) por HPLC-DAD a 350
nm. a) Condiciones iniciales de gradiente y después de su modificacion donde: a)

y b) Cladosporium sp. (H1), ¢) Mucor sp. (H2) y d) Penicillium sp. (H3).
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Figura 23. Cromatogramas de los extractos metandlicos (D2) por HPLC-DAD a

350 nm. a) Condiciones iniciales de gradiente y después de su modificacion

donde: a) y b) Cladosporium sp. (H1), ¢) Mucor sp. (H2) y d) Penicillium sp. (H3).
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5.3 Cultivo de lalinea celular BT-549 de CMTN subtipo M.

Los resultados de la evaluacion de los cultivos con 2 concentraciones de
poblaciones celulares (Tabla 10), a fin de determinar el nimero de células idoneo
para los ensayos posteriores. Muestran al cultivo en placa de 24 pozos con una
poblacién de 2 x10° células, como la ideal para los ensayos posteriores, ya que la
viabilidad celular (86%) con la que se inicio el subcultivo, se mantuvo. Ademas de
que el numero de células al final del andlisis se ajusta al tiempo de duplicacion
reportado para la linea BT-549 de 20.9 h (Risinger, et al.; 2016).

En donde se considerd, que para la duplicacién obtenida del 91% de las
células cultivadas a las 48 h, las células de la linea BT-549 al igual que la mayoria
de las células de vertebrados cultivadas in vitro, desarrollan un crecimiento en
monocapa, adheridas a una superficie (dependiente de anclaje). Requiriendo
tiempo para secretar proteinas de MEC y proteoglicanos, después de ser
transferidas de un recipiente de cultivo-a otro, que le permitan volver a adherirse al
sustrato antes de proliferar (Beltran & Gonzalez, 2016). Observandose en este
caso un tiempo de 27.1 h, segun los datos obtenidos.

Tabla 10. Viabilidad 'y proliferacion celular, de la linea BT-549, a las 48

horas de cultivo.

Células cultivadas: 2x10° células 5x10° células

Células Totales 3.82x10° 2.69x10°
Células Vivas 3.29x10° 1.67x10°
Viabilidad 86% 62%
Duplicacion 91% 27%
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La evaluacion de dos concentraciones celulares, obedece a que entre los
factores que deben considerarse para elegir los recipientes de cultivo mas
adecuados para nuestro experimento, son: la masa celular requerida, el tipo de
muestreo y de analisis requerido. En donde, debido a que el ensayo de
citotoxicidad que se propone mas adelante requiere de multiples repeticiones. (24
en total) y que para un procesamiento simultaneo de las muestras, se recomienda
el uso de placas multipozos. Se eligio en este caso, la placa de 24 pozos la cual
posee 2cm? de superficie disponible, en donde para conocer el nimero esperado
de células que puede contener cada recipiente de cultivo, se utilizan como
referencia las células HelLa (linea celular proveniente de carcinoma de cérvix).
Sefalandose que para una placa de 24 pocillos se espera una poblacién de

aproximadamente 5x10° en 1 mL de medio de cultivo (Beltran y Gonzéalez, 2016).

Los resultados obtenidos de 3.82x10° ‘células a las 48h, a partir del cultivo de
una poblacién celular de 2x10° y due como se mencioné anteriormente, esto
representa la duplicacién del 91% de las células de partida; son concordantes a
las caracteristicas particulares de la linea celular BT-549. Las cuales son células
gigantes multinucleadas, polimorficas y con componentes de tipo epitelial, la cual
posee un mayor tamafio comparada con las células HeLa de =20-40u de

diametro.

Los ensayos de proliferacién/crecimiento celular son para medir el cambio
en la proporcion de células en divisibn en una condicién determinada; en este
caso, la evaluacibn de 2 concentraciones celulares en placa de 24 pocillos;
mientras que los ensayos de viabilidad celular, también considerados ensayos
indirectos de proliferacion celular; en donde el primero en ser desarrollado fué el
ensayo colorimétrico MTT o de 3-(4,5-bromuro de dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio; que cuantifica la proliferacion celular, mediante la medicién de la
absorbancia producida luego de la ruptura de la sal de tetrazolio, por la enzima
mitocondrial succinato deshidrogenasa y que da lugar a un producto coloreado

(formazéan); esta conversidén solo se realiza en células vivas y la cantidad de

68



formazan producido es proporcional al numero de células vivas (Kumar, et al,;
2018; Sylvester, 2011).

Sin embargo, no se eligié en el presente trabajo como método para la
evaluacion de la viabilidad celular, debido a que requiere un paso adicional para
disolver el precipitado de formazan insoluble en agua, antes de leer en
espectrofotometro, reportdndose ademas, toxico para las células y que-interfiere
con diferentes compuestos dando falsos aciertos (Beltran y Gonzéalez, 2016).

Entre los ensayos de exclusion de colorantes, que utilizan tintes no
permeables de la membrana celular para tefiir las células muertas, se encuentra el
ensayo de azul de tripano. El cual es un tinte colorimétrico que tifie las células
muertas con un color azul, permitiendo su facil observacién y conteo, usando un
hemocitdmetro mediante microscopia Optica a baja resolucién. Este ensayo fue
elegido debido a que el procedimiento de tincién es rapido y las células se pueden
analizar en minutos, si se dispone como en este caso, de equipos como el
contador automatico TC20 (BioRad®) empleado para determinar el nimero de
células vivas (sin tefiir) y muertas (azules). Considerandolo un ensayo conveniente
para determinar rapidamente la viabilidad global de las células en un cultivo antes
de comenzar la experimentacion cientifica, o para cuantificar la muerte celular

después del tratamiento con cualquier estimulo citotéxico (Crowley et al., 2018).

Por otrolado, debido a que la medicién de la sintesis de ADN, es una de las
principales formas de cuantificar la proliferacion celular (Huh et al., 2017). Se
realizo el andlisis por duplicado mediante citometria de flujo, de la distribucion de
fases del ciclo celular de la linea BT-549, en cultivos con 2 y 5 x10° células a las
48 h, a través del kit de ADN BD Cycletest™ Plus.

Este método consiste en disolver los lipidos de la membrana celular, con un
detergente no i6nico, eliminando de la célula el citoesqueleto y proteinas
nucleares con tripsina, asi como la digestion enzimatica del ARN celular, y la

estabilizacion de la cromatina nuclear con espermina. Lo que permite la
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preparacion de suspensiones uniformes de nucleos individuales, para su tincién

con ioduro de propidio (PI) el cual se une estequiométricamente al ADN nuclear, a

una concentracion final de al menos 125 pg/mL. Finalmente, el Pl es excitado a

488 nm a través de un laser de iones de argéon emitiendo luz fluorescente, en

donde el detector BD FACScan™, equipado con un filtro de paso de banda,

analiza la luz emitida entre 580 y 650 nm; obteniéndose asi los histogramas de

fluorescencia resultantes (Figura 24). Su lectura requiere un niumero de al menos

20,000 eventos para garantizar la fiabilidad de nuestros resultados y ello depende

de la concentracion celular en las suspensiones de partida.
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Figura 24. Histogramas de la distribucién de fases del ciclo celular. De 2x10°

células (a y b) y de 5x10° células (c y d), de la linea BT-549, cultivada en placas

de 24 pozos de 2 cm? de diametro.
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En funcion de lo anterior, los resultados obtenidos de la evaluacion por
duplicado (Tabla 11), muestran que aunque ambas concentraciones celulares
evaluadas, cumplen con el nimero de eventos requeridos para su analisis, se
observan diferencias en las distribuciones de fase del ciclo celular de la linea BT-
549 (Figura 24). Esto es concordante con los resultados de viabilidad mostrados
anteriormente, ya que de los cultivos con 5x10° células, la poblacién se redujo
justificando la obtencién de menor nimero de eventos y un alto porcentaje de
células apoptéticas. No asi para los cultivos con 2x10° células, en obteniéndose
un namero de 31,122 eventos, lo que respalda que el cultivo de la linea BT-549 en
placa de 24 pozos, utilizando una concentracién celular de partida de 2x10°

células, es idonea para los ensayos posteriores.

Tabla 11. Distribucion de fases del ciclo celular de la linea BT-549, a las 48 h de

cultivo.

Fase G1 53.49% 47.56%

Fase G2 2.54% 0%

Fase S 43.98% 52.44%
Apoptosis 3.12% 61.72%
# Eventos 31,122 21,260

Dada la importancia de hacer pruebas y seleccionar el protocolo menos
severo, con alta viabilidad y buena suspension celular; es altamente recomendable
familiarizarnos con el ciclo de crecimiento de la linea celular empleada en los
protocolos de investigacion, ya que éste controla la concentracién de sembrado, la
duracion de crecimiento antes del subcultivo, la duracién de los experimentos y los

tiempos apropiados para el muestreo (Beltran y Gonzalez, 2016).
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6. Conclusiones.

Cada vez son mas los trabajos de investigacion que demuestran la eficacia
de los hongos como fuente de compuestos con actividad biolégica utilizando
modelos celulares. Debido a la importancia en la seleccion de métodos
adecuados para su implementacion que garanticen la calidad del mismo. cuando
se encamina a una aplicacion que responda a hipotesis especificas, asi como la

interpretacion biologica.

A través del presente trabajo, se logré la estandarizacion de las condiciones de
cultivo in vitro de los hongos filamentosos Cladosporium sp., Mucor sp., y
Penicillium sp., siendo idoneo un cultivo en medio sélido de agar PDA durante 14
dias de incubacion a 28 °C en condiciones ambientales de luz/obscuridad, para
una extraccion sucesiva por sonicacion ‘durante 30 minutos a 30°C, con los

disolventes hexano y metanol en una relacion 1:50 p/v.

Se logr6 ademas, generar las condiciones de cultivo de la linea celular BT-549
de CMTN subtipo M, para la eventual evaluacion de la actividad biolégica de los
extractos hexanico y metanodlico de las especies fungicas estudiadas, siendo
adecuado para este fin, a las 48 h de cultivo de 2x10° células de la linea BT-549
en placas de 24 pozos de 2 cm? de diametro, determinando la viabilidad celular a

través del ensayo azul de tripano al inicio y mediante citometria de flujo.
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