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RESUMEN

El objetivo del presente proyecto fue evaluar ungiientos de Daldinia eschscholtzii (Ehrenb.)
Rehm. en la cicatrizaciéon de un modelo 7z vive. Se realizo la identificacién molecular de
la cepa HEMIM-90. Se evalué la velocidad de crecimiento (VC) de D. eschscholtzii en
sustratos al 100 %: S1) rastrojo de maiz, S2) hoja de aguacate, S3) rastrojo de jitomate,
S4) aserrin de encino y ademas en mezclas de rastrojo de maiz, de jitomate y hoja de
aguacate en proporciones: M1) 40 %/30 %/30 %, M2) 50 %/25 %/25 %, M3) 60 % /20
%/20 % y M4) 70 %/15 %/15 %. Se cultivé D. eschscholtzii en rastrojo de maiz con
salvado de trigo 90/10 (C1) y en una mezcla de rastrojo de maiz, de jitomate y hoja de
aguacate en proporcion 60 %/20 %/20 % (C2). Los estromas cosechados de C1 y C2 se
deshidrataron y trituraron para obtener polvo (Pol). Se realizaron extractos (Ext)
hidroalcohélicos con etanol al 70 % agregando 10 % de polvo proveniente de ambos
cultivos (ExtCl y ExtC2). Los extractos se concentraron en rotaevaporador y se
liofilizaron. Posteriormente de PolC1, PolC2, ExtC1l y ExtC2 se realizaron pruebas
colorimétricas de metabolitos secundarios, pruebas de toxicidad con el nematodo
Panagrellus redivivus y se elaboraron ungtentos (UPolC1, UPolC2, UExtC1 y UExtC2) a
una concentracion de 75 mg/ml. utilizando el cicatrizante cometrcial ULCODERMA®
(Ul) como control positivo y la base del ungtiento (BU) como control negativo. Los
ungiientos se aplicaron cada 24 h en heridas de ratones BALB/¢y se midi6 el largo y
ancho de la herida los dfas 1, 3, 7, 11, 14 y 17. Una vez cicatrizado se sacrificaron los
ratones y se evaluaron los Organos macroscopicamente. Por ultimo, se realizo
espectrofotomettia de gases masa (GC/MS) de las muestras: PolC1, PolC2, ExtC1 y
ExtC2.

La cepa se identific6 como D. eschscholtzii (acceso al banco de genes OP735354). La
VC en sustratos al 100 % fue menor en S4 con 0.17 mm/h y S1, S2 y S3 fueron muy
parecidos (0.26-0.27 mm/h). La VC en mezclas fue més alta para M1 (0.31 mm/h) y M3
(0.29 mm/h), la mas baja se presenté en M2 (0.14 mm/h) y M4 (0.22 mm/h). El C1
obtuvo una EB de 28.34 % y una TP de 0.51, el C2 una EB de 36.26 y una tasa de




producciéon de 0.77. Las pruebas colorimétricas mostraron metabolitos secundarios
como: saponinas, triterpenos, cumarinas y alcaloides. Tanto polvos como extractos
presentaron una toxicidad inferior al 20 % por lo que no se consideraron toxicos. El
ExtC1 en el dia 1 present6 un mayor porcentaje de contraccion (10 %) y el PolC1 en el
dia 3 (16 %). En la evaluacién macroscopica de los 6rganos de los ratones no se observé

alteraciéon o dafio. En total se encontraron 26 compuestos por GC/MS.

El hongo D. eschscholtzii presenté actividad cicatrizante por lo que pueden explorarse
sus propiedades terapéuticas ademas al no presentar toxicidad se puede utilizar también

en el area alimenticia con mayor seguridad.




ABSTRACT

The aim of this project was to evaluate ointments from Daldinia eschscholtzii (Ehrenb.)
Rehm. for healing in an 7z vivo model. Molecular identification of the HEMIM-90 strain
was performed. The growth rate (VC) of D. eschscholtzii was evaluated in 100 % substrates:
S1) corn stubble, S2) avocado leaf, S3) tomato stubble, S4) oak sawdust and also in
mixtures of corn stubble, tomato and avocado leaf in proportions: M1) 40 %/30 % /30
%, M2) 50 %/25 %/25 %, M3) 60 %/20 %/20 % and M4) 70 %/15% /15 %. D.
eschscholtzii was cultivated in corn stubble with 90/10 wheat bran (C1) and in a mixture
of corn stubble, tomato, and avocado leaf in a 60/20/20 % ratio (C2). Harvested stroma
from C1 and C2 were dehydrated and ground to obtain powder (Pol). Hydroalcoholic
extracts (Ext) were made with 70 % ethanol adding 10 % of dust from both cultures
(ExtC1 and ExtC2). The extracts were concentrated in a rotary evaporator and
lyophilized. After PolC1, PolC2, ExtC1 and ExtC2, colorimetric tests for secondary
metabolites, toxicity tests with the Panagrellus redivivus nematode, and ointments (UPolCl,
UPolC2, UExtC1 and UExtC2) were made at 75 mg/ml concentration using the
commercial healing ULCODERMA® (Ul) as a positive control and ointment base (BU)
as a negative control. The ointments were applied every 24 h to the wounds of BALB/c
mice and the length and width of the wound were measured on days 1, 3, 7, 11, 14 and
17. Once healed, the mice were sacrificed and the organs were evaluated macroscopically.
Finally, gas mass spectrophotometry (GC/MS) was performed on the samples: PolCl1,
PolC2, ExtC1 and ExtC2.

The strain was identified as D. eschscholtzii (gene bank access OP735354). The VC in 100
% substrates was lower in S4 with 0.17 mm/h and S1, S2 and S3 were very similar (0.26-
0.27 mm/h). The VC in mixtures was highest for M1 (0.31 mm/h) and M3 (0.29 mm/h),
the lowest was presented in M2 (0.14 mm/h) and M4 (0.22 mm /h). The C1 obtained an
EB of 28.34 % and a TP of 0.51, the C2 an EB of 36.26 and a production rate of 0.77.
Colorimetric tests showed secondary metabolites such as: saponins, triterpenes,
coumarins and alkaloids. Both powders and extracts had a toxicity of less than 20 %, so

they were not considered toxic. The ExtC1 on day 1 presented a higher percentage of




contraction (10 %) and the PolC1 on day 3 (16 %). In the macroscopic evaluation of the
organs of the mice, no lesions or damage were observed. In total, 26 compounds were

found by GC/MS.

The D. eschscholtzii fungus presented healing activity, so its therapeutic properties can be
explored. Also, since it does not present toxicity, it can also be used in the food area with

greater safety.




CAPITULO I. INTRODUCCION

Los humanos, a través de los afios han recurrido a la naturaleza para tratar de cubrir sus
principales necesidades (Newman & Cragg, 2007), tales como alimento y medicina. La
medicina natural se basa en siglos de sapiencias recopiladas por las culturas antiguas y ha
contribuido a las epistemologfas de la medicina convencional (Guano, 2015). La
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) ha reconocido la importancia de la medicina
tradicional desde 1975. En nuestro pais la mayorfa de la poblacion rural utiliza productos
naturales para tratar diversos padecimientos, ya que son de facil acceso, aplicaciéon y
manejo, asi como de bajo costo. Los recursos naturales que se han utilizado en la
medicina son principalmente plantas, aunque también hay reportes de minerales,
animales y hongos.

Los hongos son bien conocidos por poseer compuestos biologicos activos en sus
cuerpos fructiferos, micelio y caldo de cultivo (Wasser, 2014), debido a esto se le han
atribuido propiedades antibidticas, antitumorales, antivirales, inmunoestimulantes,
hipolipidémicas (Chowdhury ez al, 2015) y cicatrizante (Cheng ez al, 2013). Los
metabolitos secundarios reportados en hongos con beneficios en la cicatrizacion han sido
principalmente polisacaridos  (B-glucanos), compuestos fenodlicos (flavonoides),
benzopironas (cumarinas), proteinas (lectinas), clorogénicos, cafeicos y acidos benzoicos
(Sharifi-Rad ez al., 2020). Algunos hongos con actividad cicatrizante son: Ganoderma
Iucidum, Lentinula edodes, Piptoporus betulinus, Schizophyllum commune, G. tsugae, Agaricus blazei,
Phellinus gilvus, Hericium erinacens, Sparassis crispa, Antrodia camphorata, Agaricus bisportus,
Crinipellis schevezenkovt, Daldinia concentrica, entre muchos otros (Sharifi-Rad ez a/., 2020).

Con respecto al género Daldinia se le ha atribuido a D. concentrica propiedades
analgésica y antibacterial (de Diego Calonge, 2011), ademas en Chiapas se ha reportado
como comestible (Guzman, 1997) y en diversas tribus de regiones africanas tiene uso
medicinal para el tratamiento y cicatrizacion de heridas (Dutta & Acharya, 2014). Aunque
la piel tiene la capacidad de auto-reparacion, cuando una herida afecta la dermis, el
proceso de cicatrizacion puede alterar factores que se desencadenan durante la reparacion

cutanea (Houghton ez 4/, 2005). De acuerdo con el dano provocado en la piel, es




necesario usar tratamientos ya que aceleran el proceso de cicatrizaciéon y mantienen un
ambiente séptico, es decir, estimulan la reparacion celular, el proceso de cicatrizacion y
ademas eliminar todos los microorganismos patogenos e inactivar los virus para evitar la
infeccion de la herida (Gallardo & Barboza, 2015). Por lo que, en la presente investigacion
analizaremos el efecto cicatrizante de ungtientos de D. eschscholtzii en un modelo murino
in vivo, con el propédsito de probar nuevas opciones terapéuticas naturales que puedan ser

en un futuro alternativas para el tratamiento de heridas.




CAPITULO II. ANTECEDENTES

El 6rgano mas grande del cuerpo humano es la piel y lo protege contra fuerzas mecanicas,
radiaciones, microorganismos y otros factores; sin embargo, ésta puede ser afectada por
lesiones (heridas) que interrumpen su estructura y funcién (Guarin-Corredor ef al., 2013)
produciendo una pérdida de su integridad o una solucién de continuidad en los tejidos

(Pancorbo-Hidalgo, 2016).

2.1 La piel

La piel es una membrana fibroelastica, considerada la “envoltura viva del cuerpo”,
desempefa una gran gama de funciones que incluyen: la proteccion frente a agresiones
externas, la termorregulacion, la absorcion de radiaciones ultravioleta y la produccién de
vitamina D. Ademas, es una eficaz barrera de proteccién contra microorganismos
patogenos, siendo el 6rgano de mayor extensiéon y un potente receptor de estimulos
sensoriales (Baum & Arpey, 2005). La piel esta formada por tres capas: la epidermis, la

dermis y la hipodermis (Figura 1).

La epidermis es la capa mas externa y esta constituida por varias capas de células
llamadas queratinocitos, dispuestas unas sobre otras constituyendo una barrera
impermeable para casi todas las sustancias; es la capa que primero se ve petjudicada
cuando hay una exposicién excesiva al sol o cuando se producen lesiones leves con
pérdida de la continuidad de la piel. L.a dermis representa la mayor proporcion de la piel
y es el verdadero soporte de este 6rgano; esta constituida por un complicado sistema de
fibras entrelazadas, embebidas de una sustancia denominada sustancia fundamental, y en
ella se encuentran pelos, glandulas sebaceas y glandulas sudoriparas. Esta puede ser
afectada cuando hay heridas de mayor profundidad, ademas, por contener en su
estructura vasos sanguineos y linfaticos, se presentan hemorragias y ampollas, asi como
una mayor sensibilidad debido a la presencia de terminaciones nerviosas. Por ello, cuando
se lesiona la dermis aparece el dolor. Por dltimo, la hipodermis es la capa mas profunda
de la piel también llamada tejido subcutaneo y esta formada por gran cantidad de células

que contienen grasa, llamadas adipocitos (Esteva, 2000).
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Figura 1. Estructura de la piel. Tomado de: https://www.teseatchgate.net/ figure/Figura-1-Anatomia-de-la-piel-

Se-pueden-apreciar-sus-diferentes-capas_fig7 340261881
2.1.1 Las heridas

En nuestra vida diaria la piel puede ser afectada y sufrir de heridas o lesiones, que si son
leves pueden tratarse en casa. Las heridas se pueden clasificar en funcién del tiempo
como heridas agudas presentando corto tiempo de evolucién y en heridas crénicas
cuando persisten durante un periodo prolongado. Las heridas agudas se caracterizan por
la curaciéon completa en menos de 30 dias y por no presentar complicaciones, siguiendo
un proceso de reparacion ordenado (Jiménez, 2008). Las heridas agudas pueden ser
cortantes, contusas, punzantes, raspaduras, avulsivas, magulladuras, por aplastamientos y

quemaduras (Esteva, 2000).

La cicatrizacion normal de heridas se lleva a cabo en cuatro fases (coagulacion,
inflamacién, proliferacién y maduracién), sin embargo, existen factores como la
oxigenacion, infeccién, suficiencia venosa, edad, género, hormonas sexuales, estrés,
isquemia, enfermedades, obesidad, medicamentos, alcoholismo, tabaquismo,
condiciones inmunocomprometidas y nutricidbn que provocan una cicatrizacion
inadecuada (Guo & DiPietro, 2010). Aunque nuestra piel tiene la capacidad de cicatrizar
es necesario usar tratamientos pues aceleran el proceso de cicatrizaciéon y mantienen un

ambiente séptico (Gallardo & Barboza, 2015).
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2.1.2 La cicatrizacion

La cicatrizacion es un proceso activado a partir del dafio producido; se describe por lo
general, como una sucesion de eventos independientes. Consta de cuatro fases solapadas
e interconectadas que permite el restablecimiento de las caracteristicas fisicas, mecanicas
y eléctricas que favorecen las condiciones normales del tejido (Guarin-Corredor e al.,
2013). En la figura 2 se muestran las cuatro fases de este proceso: 1) La fase de
coagulacién inicia inmediatamente después de presentarse la lesion, su objeto principal
es evitar la pérdida de fluido mediante la formacién de un coagulo, protegiendo el sistema
vascular y la funcién de los 6rganos vitales (Velnar ez al., 2009); 2) la fase inflamatoria o
exudativa es cuando la hemorragia se detiene por medio de las plaquetas y de la formacion
de fibrina. Aparecen los primeros signos de defensa del organismo (neutréfilos,
macréfagos y linfocitos) con el objetivo de evitar la contaminacion de microorganismos;
3) en la fase proliferativa predomina la proliferacion celular (fibroblastos y colageno) con
el objetivo de que se vuelvan a formar los vasos destruidos y se rellene la zona defectuosa
mediante tejidos de granulacion y 4) en la fase de maduracion o remodelacion se produce
una contraccioén de la herida mediante la transformaciéon del tejido granular en tejido

cicatricial. ILa epitelizacion cierra el proceso de cicatrizacion (Esteva, 2000).
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Figutra 2. Fases del proceso de cicatrizacién. Tomado de: https://www.douglaslabs.es/blog/terapia-enzimatica-

sistemica-en-el-proceso-de-cicattizacion/

En las ultimas décadas los productos de origen natural, han logrado alcanzar una
apariencia cada vez mayor en la medicina convencional, esto en parte por regresar a lo
natural, pero también debido a los efectos desfavorables de los farmacos sintéticos
(reproductivos, fallo renal, muerte, resistencia y desérdenes endocrinos en varios grupos

terapéuticos) (Moreno-Ortiz ef al, 2013), al mejor entendimiento tanto quimico,
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farmacolégico y clinico de las drogas vegetales, al incremento de métodos analiticos que
favorecen el control de calidad y al progreso de nuevas formas de preparacion y

administracion de los medicamentos fitoterapéuticos (Castro, 2000).
2.2 Medicina tradicional

En América Latina y en especial en México, la medicina tradicional es un fenémeno
vigente de la cultura nacional (Nigenda ez a/., 2001). La organizacién mundial de la salud
la define como “La suma total de los conocimientos, habilidades y practicas basadas en las teorias,
creencias y experiencias propias de diferentes culturas, sean explicables o no, utilizadas tanto en el
mantener de la salud como en la prevencion, diagndstico y tratamiento de enfermedades fisicas y mentales”.
LLa medicina tradicional ha ejercido un rol importante en el tratamiento de diversas
patologfas, fundamentalmente en los paises en desarrollo (Prieto-Gonzales e# al., 2004),
algunos de estos padecimientos han sido lesiones de la piel, infecciones cutaneas,
traumatismos, dolor muscular o reumatico y picaduras de animal, fiebre, dolor de cabeza
y articulaciones en general (Zolla, 2007). Por cientos de afios las plantas han sido la base

de los sistemas de la medicina tradicional para mantener la salud e incrementar la calidad

de vida del hombre (Newman & Cragg, 2007).

2.2.1 Plantas

Desde tiempos histéricos esta establecido que el hombre utiliza las plantas con fines
medicinales (De Pasquale, 1984): Santamaria (2014) efectué un estudio sobre la
comprobacién del efecto cicatrizante de los extractos hidroalcohodlicos de malva (Malva
sylvestris) y aguacate (Persea americana) en heridas de 2 cm? con una profundidad de 3 mm
en ratones (Mus musculus), se evaluaron 6 tratamientos: sin tratamiento, con eterol
(control), malva 100 %, aguacate 100 %, malva/ aguacate en proporcion de 65/35 y
35/65). El extracto a una proporcion de 65:35 cicatrizé completamente la herida en el
dia 7, esto debido a la presencia de flavonoides y taninos en la malva y los taninos en el
aguacate, que al combinarse presentaron sinergia lo que favoreci6 la cicatrizaciéon ademas
de que tuvo similitud con el grupo control que tardé ocho dias en cicatrizar, cabe

mencionar quc no presenté efectos adversos.




También, se evalud la actividad cicatrizante del extracto de las hojas de tomate
(Solanum  lycopersicum) en tension inducida en ratones (M. musculus) realizando una
extraccion sucesiva de éter, etanol y agua. Los tratamientos evaluados se aplicaron por
via topica y fueron los siguientes: sin tratamiento, crema base (acetato de prednisolona
0.5 g y sulfato de neomicina 0.5 g), alcohol al 40 % y extracto a concentraciones de 25
%, 50 % y 75 %. El extracto que tuvo resultados mas eficaces fue el de 75 %, ya que el
tiempo de cicatrizacion fue de 7 dfas a diferencia de los demas tratamientos y no presento
reacciones adversas a nivel cutineo. En la cuantificacién de metabolitos secundarios, se
determiné contenidos significativos de flavonoides totales equivalentes a quercetina y

fenoles totales (Guano, 2015).
2.2.2 Hongos

Con respecto a hongos, en dos comunidades tseltales de Oxchuc, Chiapas, México
utilizan el polvo del hongo (esporas) Scleroderma verrucosum y S. aerolatum sobre las heridas
(humanos) y el sangrado disminuye (Robles e a/., 2007). Ademas, en Pixoy Valladolid
han utilizado especies de Geastrum como desecante que acelera la cicatrizacion del
ombligo de los nifios (Mata, 1987). Otro hongo utilizado con el mismo fin es Ieotia lubrica,
cuyo apotecio es asado y colocado sobre el ombligo de los recién nacidos (Robles ¢z 4/,
2007). Asimismo, se ha estudiado el efecto del hongo medicinal Sparassis crispa sobre
heridas en ratas diabéticas inducidas por estreptozotocina, donde el cierre de la herida se
aceler6 significativamente con la administracioén oral de S. ¢rzspa, ademas, hubo aumento
significativo en la migraciéon de macréfagos y fibroblastos, regeneracion de colageno y
epitelizacion en comparacion con el grupo de control (Kwon ez al., 2009). En otro estudio
se utiliz6 un extracto crudo de Agaricus sylvaticus en heridas de ratas Wistar, el tratamiento
fue 1 mL de gel al 10 % de A. sylvaticns durante 14 dfas. Los fenoles promovieron el
proceso de curacion (cicatrizacion mejorada) (Da Silva ez a/., 2018). Montalbano (2018)
realiz6 un extracto de G. lucidum que contenia etanol al 5 % v/v, metanol absoluto y agua
desionizada, el extracto promovié la cicatrizaciéon de heridas, debido a los triterpenos
primarios y secundarios ademas mejoro la proliferacion y la migracion de queratinocitos,

sin efectos morfoldgicos citotéxicos o aberrantes.




2.3 Género Daldinia

Con respecto al género Daldinia hay estudios realizados en dos comunidades de la Selva
Lacandona, Chiapas, México donde se reportd que los lacandones perciben a D. concentrica
(kip sup ) junto con otras especies con un uso de “servicio ecosistémico” ya que, degradan
la materia organica del suelo, restableciéndole sus niveles de nutrimentos y volviéndolo
en consecuencia mas fértil (Ruan-Soto ef al., 2007), ademas se le atribuye propiedad
analgésica, sedante y es usado para el tratamiento de calambres musculares (de Diego
Calonge, 2011). En China se esta estudiando sus propiedades retrovirales para el VIH
(Qin ez al., 2006). También se realizé un estudio donde se evalué la actividad antibacterial
de un extracto acuoso, etanolico y cloroférmico de cuerpos fructiferos de D. concentrica
contra Staphylococcus anreus, Proteus mirabilis, Psendomonas aeruginosa, Escherichia coli y Bacilus
ceres, los resultados mostraron la capacidad antibacterial del extracto etandlico y
cloroférmico contra S. aureus principalmente (Segun ez al., 2011). Dutta & Acharya (2014)
realizaron un estudio en West Bengal, India y reportaron que D. concentrica es utilizado
para aliviar la picazon, ardor e infecciones menores en la piel, los cuerpos fructiferos son
mezclados con aceite de coco y aplicados directamente sobre la piel. Rajeshwaran ez 4/.
(2017) evaluaron el efecto cicatrizante de D. concentrica sobre un modelo zn vivo de ratas
Wistar comparado un antibiético estandar utilizado en la cicatrizaciéon de heridas
(Neosporin) y reportaron un excelente efecto de cicatrizacion (75-87 %), posteriormente,
se realizé un analisis quimico del extracto donde encontraron alcaloides, flavonoides,

fenoles, taninos, terpenoides y saponinas en el extracto.

En algunos lugares de los Altos Chiapas D. concentrica es considerada comestible
(Guzman, 1997), los informantes de la comunidad Pak’blina de Oxchuc, Chiapas lo
consumen asado y, ademas, comentan que es muy apetecible (Robles ez a/., 2007); otra
especie con el mismo fin es D. fissa, 1a cual se vende en mercados puablicos de Guatemala
y se come asada con sal y limén (Morales e al., 2006) aunque, los especimenes de

coloracion obscura y consistencia carbonosa, se consideran poco apetecibles.




A nivel mundial el género Daldinia presenta 48 especies (Stadler ef al., 2014) de las
cuales estan reportadas 18 para México (Barbosa-Reséndiz e7 al., 2020). Las especies de
este género se caracterizan por tener un estroma zonado horizontalmente en su interior
(Stadler ez al., 2014) de hasta 3 cm de diametro, carbonoso, de color negro, globoso o
subgloboso con peritecios justo debajo de la corteza estos pueden ser ostiolados globosos
a elipsoidales u obpiriformes. Las ascas son unitunicadas y cilindricas; las ascosporas
unicelulares, de color marrén oscuro, uniseriadas, elipticas-fusiformes, con hendidura
germinal (Dennis, 1968; Halin, 1990). Las especies de este género son lignicolas y
saprofitas, habitan en bosques tropicales y subtropicales y rara vez en los templados o
frios. Se ha encontrado mas abundancia de especies e individuos en regiones tropicales,

sobre todo en las de tipo secundario o de perturbacion (Pérez-Silva, 1973).
2.3.1 Daldinia eschscholtzii

Daldinia eschscholtzii es una especie gregaria, presenta estromas sésiles a subestipitados de
aproximadamente 10-70 X 10-65 mm, superficie lisa en tonalidades marrén vinaceo,
sepla grisaceo o vino grisiceo en etapa joven y marrén oscuro a negro en la maduracion
(Barbosa-Reséndiz e al., 2020). Se ha encontrado en bosque tropical caducifolio y
matorral xeréfilo creciendo en madera en descomposicion de leguminosas. En México
se ha reportado su distribucién en Veracruz (Child, 1932), Campeche, Oaxaca, Quintana
Roo, Tamaulipas (Ju et al., 1997), Chiapas, Jalisco, Nayarit (Stadler e 2/, 2014) y Barbosa-
Reséndiz et al. (2020) reportaron nuevo registro en los estados de Colima, Estado de
Meéxico, Guerrero, Morelos, Nuevo Leoén, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa,
Sonora, Tabasco, Yucatan y Zacatecas. D. eschscholtzii y también D. concentrica se ha
empleado para algunas enfermedades o problemas de salud como el dolor de espalda,
resfriados, granos y flema (Guzman, 2008). Zhang et al. (2011) reportaron que D.
eschscholtzii produce inmunosupresores conocidos como dalesconoles A y B; ademas se
han hecho estudios con respecto a inhibicién de division celular, ensayos clinicos con
células cancerigenas y como antioxidante debido a sus metabolitos Daldinial A, Daldinil

C y citocalasinas (Osmanova ez al., 2010; Stadler, 2014).




CAPITULO III. JUSTIFICACION

Existen diversos factores que afectan el proceso normal de cicatrizacion en las heridas
tales como: edad, alimentacién, enfermedades, medicamentos, exceso de exudado,
deshidratacion de la herida, entre otros. Aunque hay diversos productos naturales que
ayudan a mejorar la cicatrizacion la mayoria se obtiene de los recursos naturales silvestres.
Con respecto a los antecedentes de hongos, D. concentrica presenta actividad cicatrizante,
por lo que se analizara el efecto cicatrizante del hongo cultivado D. eschscholtzii mediante
la aplicacién de ungiientos a ratones, esperando que los ungiientos mejoren el proceso

de cicatrizacion.
CAPITULO IV. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Presentaran actividad cicatrizante los ungtientos de D. eschscholtzii en heridas inducidas

en ratones BALB/c?

CAPITULO V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar ungtientos de D. eschscholtzii en la cicatrizacion de un modelo 2 vivo.

5.2 Objetivos particulares

e (Caracterizar el cultivo sélido de D. eschscholtzii.

e Identificacién molecular de la cepa de Daldinia sp.

e Evaluar la toxicidad 7 vitro con P. redivivus.

e [Elaborar ungtientos a partir del polvo y extracto de D. eschscholtzii.

e Evaluar el efecto cicatrizante de D. eschscholtzii en un modelo iz vivo en ratones

BALB/c.




CAPITULO VI. MATERIALES Y METODOS

En la figura 3 se muestra la representacion grafica del proceso metodologico.

HEMIM-90 Daldinia sp. Ratones BALB/c
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Figura 3. Diagrama de flujo de la estrategia experimental

6.1 Cepa y medio de cultivo

Se utilizé la cepa HEMIM-90 correspondiente a Daldinia sp. obtenida del Cepario
HEMIM del Laboratorio de Micologia del Centro de Investigaciones Biologicas. La cepa
se creci6 en medio solido Agar Papa Dextrosa (PDA) y se mantuvo en incubacién a 25
°C en oscuridad durante 7 dfas. Para la identificacién molecular se inoculd la cepa en un
medio liquido que contenia glucosa (CsH120¢), sacarosa (Ci2H22011), extracto de levadura

y harina de arroz.




6.2 Identificacion de Daldinia sp.

La cepa de Daldinia sp. se crecié en medio liquido durante siete dias. Posteriormente la
biomasa se separ del caldo de cultivo, se secd con papel secante estéril y se colocod en
tubos de microcentrifuga de 1 mL. La muestra se envi6é a la Unidad Universitaria de
Secuenciacion Masiva y Bioinformatica (UUSMB) del Instituto de Biotecnologia (IBT)

de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM) en Cuernavaca, Morelos.

En la UUSMB realizaron la extraccion de DNA gendémico utilizando Quick-DNA
Fungal/Bacterial. La amplificacion de las secuencias ITS1 e ITS2 se realiz6 por PCR
utilizando los oligonucleétidos ITS1 (5" -TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4 (57-
TCCTCCGTCTATTGATATGC). La mezcla de reaccion contenfa: 25 pl. de Q5 High-
Fidelity 2X Master Mix, 5 uL. Oligo I'TS1 (5 uM) y Oligo I'TS4 (5 uM), 2 uL. de DNA (5
ng/ul) y 13 pl. de agua, el programa del termociclador (Bio Rad T100) fue el siguiente:
98 °C/3 min y 98 °C/30 seg por 1 ciclo, 55 °C/ 30 seg y 72 °C/30 seg por 30 ciclos, 72
°C/5 min, y por ultimo se mantuvo a 10 °C. La amplificacién se verificé en un gel de
agarosa al 1.5 % con buffer TAE. El producto de la reaccién se purifico utilizando un
volumen de AMPure XP Beads, siguiendo a detalle las instrucciones del fabricante. Las
secuencias obtenidas se compararon en la base de datos del National Center
Biotechnology Information (NCBI) y FEuropean Molecular Biology Laboratories
(EMBL).

6.3 Velocidad de crecimiento

6.3.1 Velocidad de crecimiento con sustratos al 100 %

La velocidad de crecimiento (VC) se evalud en cuatro sustratos (S): S1) rastrojo de maiz,
S2) hoja de aguacate, S3) rastrojo de jitomate y S4) aserrin de encino (6 repeticiones). Los
sustratos se trituraron (1 cm aproximadamente) e hidrataron durante 30 min con agua
caliente, subsecuentemente se colocaron en cajas Petri de vidrio de 90 mm vy se
esterilizaron en olla de presion a 121 °C/15 1b de presiéon por 2 h. El sustrato se inoculd

un dia después con un disco de micelio de 5 mm de diametro y se incubd a 25 °C, el




aumento del micelio se midié con una regla cada 24 h en los cuatro lados de la caja (0°,
90°, 180° y 360°) hasta que el micelio colonizé toda la superficie del sustrato (Modificado
de Martinez et al., 2015).

6.3.2 Velocidad de crecimiento con mezclas

Con respecto a los resultados obtenidos en el experimento precedente, se eligieron los
tres sustratos con mayor VC para realizar mezclas (M). Los sustratos fueron rastrojo de
maiz, rastrojo de jitomate y hoja de aguacate, los cuales se utilizaron en las siguientes
propotrciones: M1) 40 %/30 %/30 %, M2) 50 %/25 %/25 %, M3) 60 %/20 %/20 %y
M4) 70 %/15 %/15 % bajo los critetios de Gaitan-Hernandez ¢z a/. (20006). El proceso
se realiz6 con el mismo procedimiento que el experimento anterior. De ambos
experimentos se tomaron las caracteristicas morfoldgicas del micelio: textura, tipo de

micelio, densidad y color que presenta a lo largo de su crecimiento (Sobal ez a/., 2007).

6.4 Caracterizacion del cultivo sélido

Se prepard indculo con semilla de trigo, la cual se limpié e hidraté durante 20 min, por
cada kg de peso seco de trigo se le agregd 5 g de cal y 20 g de yeso. La semilla se coloco
en frascos de vidrio y se esterilizé a 121 °C durante 90 min. Subsecuentemente se inoculd
con la cepa e incub6 a 25 °C (Gaitan-Hernandez ¢f al., 20006).

La siembra se realizé en (C1) rastrojo de maiz (90/10 salvado de trigo) y en una (C2)
mezcla de rastrojo de maiz, de jitomate y hoja de aguacate en proporcion 60/20/20
elegida con respecto a los resultados obtenidos en el experimento de VC con mezcla. Los
sustratos se secaron previamente y trituraron (3 cm aproximadamente), después se realizo
la mezcla y se hidraté durante 30 min. Se colocaron 600 g de sustrato previamente
drenado, en bolsas de polipropileno con filtro y se esterilizé6 a 121 °C durante 2 h.
Posteriormente, se inocul6 e incub6 a temperatura ambiente hasta que el micelio cubrié
el sustrato. Al presentar los primordios las bolsas fueron retiradas con mucho cuidado
para evitar dafios en el sustrato y micelio. Una vez que emergieron los estromas (cuerpos

fructiferos) fueron cosechados (Acosta-Urdapilleta, 2000; Acosta-Urdapilleta ez a/., 2010).




Durante la fase de fructificacion se tomaron parametros como: eficiencia biologica
(EB %), tasa de produccion (TP), ciclo de cultivo (CC dias) y diametro de carpéforos
(cm). Cabe mencionar que también se controlé la humedad, temperatura, aireacion,
fluminacién y plagas (Gaitan-Hernandez ez a/., 2000).

La eficiencia biolégica se calculé con la siguiente férmula (T'schierpe & Hartmann,

1977):

Peso fresco de los hongos cosechados
EB = g x100 (1)

Peso seco del sustrato empleado

De acuerdo con lo propuesto por Royse en 1989 se determin la tasa de produccion

con la siguiente férmula:

__EB%
TP =~ @)

El ciclo de cultivo (CC) se calcul6 con el periodo de colonizacion del sustrato mas el
periodo de fructificacién en dias (Acosta-Urdapilleta, 2000). Los estromas obtenidos se
colocaron en un gabinete de secado donde se deshidrataron por flujo de aire (de la Torre
et al., 2003) una vez secos se trituraron en una licuadora para obtener polvo (Pol) y se

guardé en recipientes herméticos para proteccion de humedad y luz.
6.5 Elaboracion de los extractos

Se elaboraron extractos (Ext) hidroalcohdlicos con etanol al 70 %, agregando 10 % de
polvo de hongo, del cultivo de rastrojo de maiz (ExtCl) y del cultivo de la mezcla
60/20/20 (ExtC2). Los extractos se mantuvieron en agitacién a 120 rpm/25 °C durante
tres dfas, cada 24 h se filtré6 con papel Whatman grado 4, tela manta de cielo y filtro de
café, el residuo se devolvié al matraz agregando 400 mL de solvente, el sobrenadante se
centrifugd (Centurion Scientific Limited) durante 5 min a 3500 rpm y se guard6 en
refrigeracion (modificado de Rajeshwaran e 4/, 2017). El extracto se concentré en un
rotaevaporador (Heidolph modelo Hei-VAP Advantage) a 45 °C a 80 rpm,
posteriormente se guardé a -80 °C hasta su liofilizacion (LABCONO FreeZone 6) al alto
vacio a una presion de 28 Pa y a temperatura de -51°C durante 64 h (Pineda-Alegria ¢f al.,

2017).




6.6 Pruebas colorimétricas de metabolitos secundarios

Se realizaron pruebas fitoquimicas de colorimetria siguiendo la metodologia de Miranda
& Cuéllar-Cuéllar (2001). El experimento se hizo por triplicado afiadiendo 5 mg de
muestra: polvo de hongo del cultivo de maiz (PolC1), polvo de hongo del cultivo de la
mezcla (PolC2), extracto de hongo del cultivo de maiz (ExtC1), y extracto de hongo del

cultivo de la mezcla (ExtC2), después de 5 min se observaron cambios en la coloracion.

Para flavonoides se realizo mediante la reacciéon Shinoda: 1 ml. de metanol, 2 a 3
virutas de Mg y 2-3 gotas de HCI concentrado (coloracién rojiza indica positivo). Las
saponinas se confirmaron por la formacién de espuma en 1 mL de agua. Para los
triterpenos se utilizo la reaccion de Liebermann-Burchard, 1 mL del reactivo de anhidrido
acético, 100 uL. de acido sulfarico y 10 gotas de acido clorhidrico (coloraciéon roja, rosa,
purpura, o azul se considera prueba positiva). Carbohidratos se determiné mediante la
prueba de Molisch, 1 mL de agua, 2 gotas de alfa-naftol (1 %) y 7 gotas de acido sulftrico
(coloracién violeta positivo). Cumarinas 1 mL de metanol, 1 mL de hidréxido de sodio
alcohdlico y 8 gotas de acido clorhidrico (presencia cuando desaparece el color amarillo
de la muestra) y alcaloides a través de la reacciéon de Wagner, 1 viruta de yodo, yoduro de

potasio y 1 mL de agua destilada (positivo color marrén).
6.7 Elaboracion del ungiiento

El ungiiento (U) se elaboré mediante dos fases. La fase acuosa contenfa agua destilada,
propilenglicol y lauril sulfato de sodio. La fase oleosa contenia vaselina liquida y alcohol
estearflico. Ambas fases se colocaron en vasos de precipitado por separado y se
calentaron a bafio marfa hasta fundirse, se retiraron del bano y se anadi6 la fase acuosa
sobre la fase oleosa en pequefias porciones agitando hasta enfriamiento. Se usé agitacion
mecanica mediante un emulsionador regulado a alta velocidad (modificado de Olmos,

2017).




6.8 Toxicidad 7n vitro

Cultivo de P. redivivus: La cepa del nematodo de vida libre P. redivivus tue donada por el
Dr. Ramon de Lara Andrade de la Universidad Auténoma Metropolitana-Xochimilco, se
cultivd en un medio de avena (200 g) con agua purificada (300 mL) en recipientes de
plastico de 15 x 15 x 5 cm, se calentd en un horno de microondas durante 5 min, una vez
fria se inocularon los nematodos. Finalmente se cubri6 el recipiente con una manta de
cielo. El cultivo se mantuvo a temperatura ambiente (25-28 © C). Se hidraté conforme se

evaporaba el agua (de Lara ez al., 2007).

Prueba de toxicidad: Los tratamientos evaluados fueron: T1) PolC1, T2) PolC2, T3)
ExtC1, T4) ExtC2 en concentraciones 1.25,2.5, 5, 7.5,y 10 %, T'’5) agua destilada (control
-) y T6) ivermectina comercial 5 mg/ml. (control +). En placas ELISA se colocaron 50
ul. de P. redivivus con aproximadamente 150 larvas juveniles y 50 uL. de tratamiento, el
experimento fue con 4 repeticiones y tuvo una exposicion de 48 h a temperatura
ambiente, después se observé en el microscopio estereoscopico 10 alicuotas de 10 Ly
se contaron las larvas vivas y muertas (Pineda-Alegrian ez al., 2017). El porcentaje de

mortalidad se calculé con la siguiente formula: (Gémez-Rodriguez ez al., 2022).

nematodos muertos

(%)mortalidad de nematodos 3)

nematodos muertos+nematodos vivos

6.9 Pruebas de cicatrizacion in vivo

Para las pruebas 7z vivo se emplearon 36 ratones BALB/¢ (18 hembras y 18 machos) de
seis semanas de edad con un peso de 19.5 g + 2.1 provenientes del bioterio del Instituto
Nacional de Salud Publica (INSP) Cuernavaca, Morelos. Los ratones fueron manipulados
de acuerdo a la NOM-062-ZOO-1999. Se alojaron individualmente en jaulas de
polipropileno con camas de viruta esterilizada cubiertas con rejillas metalicas en una
habitaciéon a 25 © C, 55 % de humedad y un ciclo de 12 h luz y 12 h oscuridad. Con
respecto a la comida se mantuvieron con libre acceso al alimento (Lab Diet 5008) y al

agua purificada estéril (Fuentes ez a/., 2008).




Los ratones se dividieron aleatoriamente en 6 grupos (n=0). Los grupos evaluados
fueron: 1) UPolC1 75 mg/mlL., 2) UPolC2 75 mg/ml., 3) UExtC1 75 mg/mlL., 4) UExtC2
75 mg/mlL, 5) ULCODERMA® control positivo (Ul) y 6) Base ungiiento control
negativo (BU). Se retir6 el pelaje de los ratones de la zona toracica dorsal con crema
depilatoria Nait™ para piel sensible y se coloc6 naproxeno 10 g / lidocaina 2 g durante
5 min. Se realiz6 una escisiéon de 100 mm? con punch biopsia y un bisturi (Proano, 2013).
Los tratamientos se aplicaron por via subcutanea cada 24 h y se midi6 el largo y ancho
de la herida los dias 1, 3, 7, 11, 14 y 17 (Rajeshwaran ez al., 2017). El area se calcul6 con
la siguiente férmula donde r1= radio 1, r2= radio 2 (Ambulkar ez a/., 2020).

A=rl*r2xm “4)

El porcentaje de contraccién de la herida se calculé con férmula siguiente:

% de contraccion de la herida = AO;:H x100 (5)

donde AO= Area en el dia 0 y An=Area en el dia que se realiz6 la medicién (Belachew ez

al., 2020).

Los ratones fueron sacrificados en una camara de éter ligero consecutivo de una
dislocacion cervical para examinar macroscopicamente 6rganos vitales como el corazon,
bazo y pulmones con la finalidad de identificar lesiones o anomalias por la aplicacién de

los tratamientos (Rajeh ez al., 2012).

6.10 Espectrofotometria de gases masa (GC/MS)

Este analisis de GC/MS de PolC1, PolC2, ExtC1 y ExtC2 lo realizaron el Dr. Arnoldo
Wong Villarreal y el Dr. Emanuel Hernandez Nufiez en el Departamento de Recursos

del Mar, Unidad Mérida en el Centro de Investigaciones y de Estudios Avanzados del

Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV-IPN).

6.11 Analisis estadistico

Los datos se analizaron en el paquete estadistico de STATISTICA 7 empleando un
ANOVA de una via seguido de pruebas posz hoc (Fallas, 2012). Se considerd

estadisticamente significativa una p<0.05.




CAPITULO VII. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Identificacion de Daldinia sp.

La secuencia nucleotidica de la regién I'TS recibida por la UUSMB fue la siguiente:

CTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACTGAGTTATCTAAACTCCAACCCTATGTGAACTTAC
CGCCGTTGCCTCGGCGGGCCGCGTTCGCCCTGTAGTTTACTACCTGGCGGCGCGCTACAGGCCCGC
CGGTGGACTGCTAAACTCTGTTATATATATACGTATCTCTGAATGCTTCAACTTAATAAGTTAAAAC
TTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTG
AATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGC
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTTAAGCCCCTGTTGCTTAGCGTTGGGAATCTAGGTCTTCA
GGGCCTAGTTCCCCAAAGTCATCGGCGGAGTCGGAGCGTACTCTCAGCGTAGTAATACCATTCTCG
CTITTTGTAGTAGCCCCGGCGGCTTGCCGTAAAACCCCTATATCTTTAGTGGTTGACCTCGAA

La secuencia se deposité en el GenBank del Centro Nacional de Informacion
Biotecnologica (NCBI) con el nimero de acceso OP735354. Al compararse en las bases
de datos: plataforma Blast (NCBI) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y EMBL
(https:/ /www.ebi.ac.uk/Tools/setvices/web_ncbiblast/toolform.ebi) se confirmé la

especie del hongo como D. eschscholtzii del phylum Ascomycota (Hypoxylaceae,

Xylariales) con el 100 % de identidad (Tabla 1).

Tabla 1. Anilisis de la secuencia de nucle6tidos

Plataforma Descripcion No. Acceso al % identidad
banco de genes
Daldinia eschscholtzii cepa LCM 970.01 gen de ARN MF495455.1 100%
NCBI ribosémico de subunidad pequena.
Daldinia eschscholtzii INBio:163A gen de ARN KU204523.1 99.81%
ribosomal 188.
Daldinia eschscholtzii aislado 31i gen de ARN ribosomal MZ270647.1 99.81%
de subunidad pequefia
Daldinia eschscholtzii cepa LCM 970.01 gen de ARN EM_FUN:MF495 100%
EMBL ribosémico de subunidad pequefia. 455
Daldinia eschscholtzii aislado 31i gen de ARN ribosomal | EM_FUN:MZ270 99.8%
de subunidad pequefia 647
Daldinia eschscholtzii INBio:163A gen de ARN EM_FUN: 99.8%
ribosomal 185 KU204523



http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ebi.ac.uk/Tools/services/web_ncbiblast/toolform.ebi

7.2 Velocidad de crecimiento
7.2.1 Velocidad de crecimiento con sustratos al 100 %

Los sustratos evaluados fueron rastrojo de maiz (S1), hoja de aguacate (S2), rastrojo de
jitomate (S3) y aserrin de encino (S4), el crecimiento del micelio se observa en la figura
4. La VC mas baja se present6 en S4 y los cuatro sustratos restantes fueron similares
(Figura 5). Se ha reportado VC lineal para D. concentrica entre 0.30 y 0.38 mm / h en medio
PDA (Boddy et al., 1985). En rastrojo de maiz y viruta de encino se ha reportado una VC
radial de 0.31 y 0.18 mm/h respectivamente (Sandoval, 2022). Dichos datos son mas
elevados a los obtenidos en este experimento a excepcion de viruta de encino, el cual,

coincide con S4.
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Figura 5. Velocidad de crecimiento de D. eschscholtzii en sustratos al 100 %. Las lineas de dispersion indican el
intervalo de confianza del 95 %. Promedios con letras diferentes indican que difieren significativamente (Tukey,

p<0.05).




En la tabla 2 se muestran las caracteristicas morfologicas que presentd el micelio de
D. eschscholtzii en los cuatro sustratos al 100 %. El S1 y S3 presentaron las mismas
caracteristicas y el S4 fue el sustrato con menor crecimiento de micelio. A los 19 dias se
presentaron agregaciones de micelio en S1 (Figura 6.A) y a los 11 dias el S4 mostrd

micelio denso en la periferia (Figura 6.B).

Tabla 2. Caracteristicas morfologicas del micelio de D. eschscholtzii en sustratos 100 %

Caracteristicas S1 S2 S3 S4
Textura Algodonosa | Aterciopelada | Algodonosa | Aterciopelada
Tipo de micelio Aéreo Rastrero Aéreo Rastrero
Densidad Abundante Regular Abundante Escaso
Color Blanco Blanco Blanco Hialino
Humedad (%) 79.79 81.04 66.94 67.81

Figura 6. A) Agregaciones de micelio en S1, B) Agregaciones de micelio en S4

7.1.2 Velocidad de crecimiento con mezclas

Con respecto a los resultados anteriores se eligieron los siguientes sustratos: rastrojo de
maiz, rastrojo de jitomate y hoja de aguacate en proporciones 40 %/30 %/30 % (M1),
50 %/25 %/25 % M2), 60 %/20 %/20 % M3) y 70 %/15 %/15 % (M4)
respectivamente (Figura 7). Las mezclas que presentaron VC mas alta fueron la M1 y M3
mientras que la M4 y M2 los mas bajos (Figura 8). Cabe destacar que en ocasiones la
mezcla de sustratos en distintas cantidades ayuda a incrementar obtencién de hongos

(Gaitan-Hernandez ez a/., 2006). En la tabla 3, se muestran las caracteristicas morfologicas




Figura 7. Micelio de D. eschscholtzii en mezclas
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de las cuatro mezclas evaluadas, la M1 present6 a los 18 dias agregaciones de micelio

(Figura 9).
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Figura 8. Velocidad de crecimiento de D. eschscholtzii en mezclas. Las lineas de dispersion indican el intervalo de
confianza del 95 %. Promedios con letras diferentes indican que difieren significativamente (Tukey, p<0.05).

Tabla 3. Caracteristicas morfologicas de micelio de D. eschscholtzii en mezclas

Textura Algodonosa | Algodonosa | Algodonosa | Algodonosa
Tipo de micelio Aéreo Aéreo Aéreo Aéreo
Densidad Abundante | Abundante | Abundante | Abundante
Color Blanco Blanco Blanco Blanco
Humedad (%) 69.42 69.88 84.53 70.77




Figura 9. Agregaciones de micelio de la M1

7.3 Caracterizacion del cultivo solido

Los sustratos se seleccionaron con base a la disponibilidad y abundancia en la region, al
precio de adquisicion y facilidad para transportar (Gaitan-Hernandez ez al., 2006). Con
respecto a los resultados obtenidos en VC se eligié la M3 para la caracterizacion del
cultivo sélido, debido a que hay mas abundancia de rastrojo de maiz en el estado de
Morelos, ya que la mezcla contiene el 60 % de este sustrato. Se cultivo D. eschscholtzii en
rastrojo de maiz 90/10 salvado de trigo (C1) y en una mezcla de rastrojo de maiz, de

jitomate y hoja de aguacate en proporcién 60 %/20 %/20 % (C2).

En el C1 el grano de trigo colonizé en 7 dias, al inicio se presenté una coloracion
grisacea, una vez que el micelio invadié los granos de trigo se torné verdoso (Figura 10)
y el periodo de incubaciéon (Figura 11) fue de 24 dias. En el C2 el trigo fue invadido por
completo entre 6-8 dfas (Figura 12) y el tiempo de incubacién fue de 18 dias (Figura 13).
Hay reportes donde la semilla invadi6 en 13 dfas siendo un tiempo mas prolongado al
obtenido por Brito (2022). En la India cultivaron a Pheolus schweinitzii y D. concentrica en
paja de arroz y semilla de sorgo, reportando una incubacién de 23 dias (Subbulakshmi &

Kannan, 2016) similar a la del cultivo C1 y elevada para el C2.




Figura 10. In6culo del C1

Figura 12. In6culo del C2 Figura 13. Incubacién del C2

En la tabla 4 se muestran los datos de fructificacion del C1 y C2. Se obtuvo un total
de 162 gen C1 y 168.33 g en C2 de estromas en fresco (Figura 14 y 15). En C1 se obtuvo
una EB de 28.34 % y una TP de 0.51. En C2 una EB de 36.26 % y una TP de 0.77. Brito
(2022) realiz6 dos experimentos sobre el cultivo de Daldinia sp. en rastrojo de
maiz/encino/salvado de trigo (80/10/10) en el primero se obtuvo una EB de 22.05 %y
una TP de 0.62 y en el segundo una EB de 24.73 % y una TP de 0.72. La EB obtenida
en C1 es mas alta a las reportadas por Brito y la de C2 es cercana. Con respecto a la TP

son mas elevadas a las del C1 e inferior a las del C2.




Tabla 4. Peso de estromas, CC, EB, TP del C1 y C2

Diametro del Grosor del estroma
C Peso (g) estroma (cm) (cm) CC EB (%) TP
Min Max Min Max

C1 32.4+3.05 1.3£0.48 | 3.2£0.67 | 0.49%0.04 0.83+0.29 | 550 | 28.34%£2.67 | 0.51£0.05

C2 33.67£2.53 | 1.2+0.45 | 2.310.43 | 0.84%+0.36 1.33+0.43 | 47£0 | 36.26%£2.72 | 0.77%0.06

C=cultivo, CC= ciclo de cultivo, EB= eficiencia biolégica, TP= tasa de produccién, Min= minimo, Max=maximo
X = 5 repeticiones

Figura 14. Estroma de C1 Figura 15. Estroma de C2

7.4 Pruebas colorimétricas de metabolitos secundarios

Las pruebas de colorimetria indicaron presencia de saponinas en todos los tratamientos,
sin embargo, los flavonoides y carbohidratos no se presentaron en ningun tratamiento.
Los triterpenos tanto en polvo como en extracto mezcla; las cumarinas en el extracto de
maiz y alcaloides en polvo mezcla (Tabla 5). Con la misma técnica se evalud la presencia
de metabolitos secundarios de extracto acuoso y etandlico del hongo silvestre G. lucidum,
el extracto etandlico presenté fenoles, cumarinas, taninos, aminas, antocianinas,
aminoacidos, azucares, catequinas, triterpenos y esteroides y ambos extractos
presentaron alcaloides y flavonoides (Aguilar ez a/. 2021). Velasquez & Zaravia (2014)
también realizaron un estudio micoquimico de la parte vegetativa y germinativa de G.
Ilncidum 'y encontrd triterpenoides, alcaloides, lactonas, aminoacidos libres y azucares
reductores. De estos metabolitos en D. eschscholtzii solo encontramos triterpenos,
cumarinas y alcaloides. Las pruebas quimicas son pruebas cualitativas que nos dan un
punto de partida para conocer la presencia de metabolitos secundarios mediante la

coloracion de las reacciones con la muestra.




Tabla 5. Pruebas colorimétricas de metabolitos secundarios

Prueba PolC1 | PolC2 |ExtCl | ExtC2 | PolCl |P01C2 ‘ExtCl ‘ExtCZ
Flavonoides - - - -
Saponinas + + + +
Triterpenos - + - +
Carbohidratos - - - -
Cumarinas - - + -
Alcaloides - + - -

(-) Ausencia; (+) leve;(++) Moderado;(+++) Abundante
7.5 Pruebas de toxicidad
LLa ivermectina present6 una toxicidad de 100 % en los cuatro tratamientos. La toxicidad

mas alta para PolC1 y PolC2 fue de 5 % a una concentracion de 25 mg/ml. y la mis baja

de 1 % a una concentracién de 100 mg/mL (Figura 16 y 17).

a .
100 B [vermectina 100 a B Ivermectina
= M9 = M9

=80 ®12.5 mg/mlL . 80 ®12.5 mg/ml
< 25 mg/mL S 25 mg/mL
g 60 50 mg/mL g 60 50 mg/mL
g 10 ® 75 mg/mL = 40 ® 75 mg/mL
zsa m 100 mg/mL 5 ® 100 mg/mL

20 2 20

0 0
Polvo maiz Polvo mezcla
Figura 16.Toxicidad de PolC1 Figura 17. Toxicidad de PolC2

El ExtC1 fue el que presentd una toxicidad mas elevada en comparaciéon con los

demas tratamientos evaluados. En la concentraciéon de 100 y 25 mg/ml presentd




toxicidad de 14 % y la mas baja fue para M9 con 8 % (Figura 18). El ExtC2 present6 la
toxicidad mas alta con 4 % a una concentracién de 100 mg/ml. y la mds baja de 0.5 % a

25 mg/mL (Figura 19).
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Figura 18. Toxicidad de ExtC1 Figura 19. Toxicidad de ExtC2

Panagrellus redivivus se ha usado para evaluar la toxicidad de muestras ambientales de
lodos, aguas residuales, sedimentos, suelos (Samoiloff ez al, 1983), compuestos y
extractos. De una fusion celular entre Cordyceps militaris y C. cicadae, aislaron 13
compuestos y los compuestos 6, 9 y 11 mostraron una actividad inhibidora moderada
contra el nematodo P. redivivus con una tasa de mortalidad de 79, 71.7 y 72.3 % a 2.5
mg/ml, respectivamente (Yang e al, 2019). En este trabajo empleamos una
concentracion de 25 mg/ml diez veces mayor a la concentracién reportada con
anterioridad, la mortalidad mas alta fue de 14.49 % para ExtC1 por lo que la presente

investigacion reporta una toxicidad menor al trabajo antes citado.

Un extracto cloroférmico del caldo de cultivo del hongo Sterum sp. se obtuvieron 5
compuestos sesquiterpeinoides de cadinano denominados esterumina A (1), B (2), C (3),
D (4) y E (5), de los cuales se evalué la toxicidad con P. redivivus, la toxicidad mas baja a
las 24 h fue de 27.4 % para el compuesto 5 (200 mg/mlL) y el mas alto fue de 89.3 %
pata el compuesto 4 (400 mg/mlL), a las 48 h la mortalidad mas baja fue de 35.1 % para
el compuesto 1 (200 mg/mL) y la mas alta de 97.9 % para el compuesto 4 (400 mg/mlL)
(Li et al., 2008). Del hongo termoftilo Talaromyces thermophilus se aislaron los compuestos 5
mg (1) y 6mg (2), se evalud la toxicidad utilizando el mismo nematodo en periodos de

exposicion de 6, 12, 18, 24 y 36 h. La mortalidad mas alta fue de 40 % a 400 pg/ml. a las




72 h para ambos compuestos y la mas baja fue entre 7 a2 9 % en concentracion de 25
pg/mL alas 36 h para el compuesto 1y 2 respectivamente (Chu ¢ /.,2010), la mortalidad

entre 7 a 10 % se coincide con lo reportado para M9 en el ExtCl.

También se ha evaluado la toxicidad de nanoparticulas de plata (AgNP) producidas
port Bacillus pulminus en concentraciones de 0, 50, 100, 150 y 200 pg/mL a las 24, 36 y 48
h. La mortalidad mas alta fue en concentraciones de 150 y 200 pg/mlL de AgNP, con
mortalidad del 80 y el 91 %, respectivamente, tras 48 h de exposicion (Mahmoud ez al.,
2016). En nuestro trabajo se emple6 el mismo tiempo de exposicién, pero con mayores
concentraciones y la toxicidad fue mas baja. Como tal no hay una guia de toxicidad para
P. redivivus por lo que los extractos evaluados en las distintas concentraciones no se
consideraron téxicos debido a que presentaron una toxicidad menor al 20 % (Kiss ez al.,

2018).

7.6 Pruebas de cicatrizacion in vivo

En el dia 1, el ExtCl y el control negativo (BU) presentaron mayor porcentaje de
contraccion (10 y 9.8 % respectivamente) y aquellos con menor porcentaje fueron el
control positivo (Ul), ExtC2 y PolC2 con 6 %. En el dfa 3, el control negativo (BU)
presenté mayor porcentaje de contraccion (24 %) y los de menor porcentaje fueron:
PolC2 y Ul con 9.5 y 8.4 %. Entre los dias 0, 7, 11, 14 y 17 no hubo diferencias
significativas (Figura 20).

De los 36 ratones empleados todos sobrevivieron hasta el cierre de la herida, el
comportamiento fue igual para todos los tratamientos no se observaron molestias
durante la aplicacion. Las heridas de cada grupo evaluado no presentaron infecciéon o

inflamacién e incluso antes de dia 17 se comenzoé a observar el crecimiento del pelaje

(Figura 21).
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Figura 20. Porcentaje de contraccion

Rajeshwaran e al. (2017) evaluaron un ungliento a base de un extracto metandlico de
D. concentrica al 10 %, sefialan que al dia 21 hubo un porcentaje de cicatrizacion de 87.7
% comparado con 92.24 % de su control positivo (Neosporin®), en este trabajo, la
cicatrizacion se presento a los 17 dias y en este mismo ya se habia alcanzado el 100 % de
cicatrizacioén, por otra parte, el control positivo (Ul) en el dia 1 y 3 mantuvo los

porcentajes mas bajos de contraccion.

Se evaluaron heridas por escision en ratas albinas de ambos sexos, bajo anestesia con
éter dietilico. El grupo 1, fue el control positivo y se traté con sulfadiazina de plata al 1
%, el grupo II, I11, I'V se traté con un ungiiento simple que contenia extracto metanolico
al 2.5 %, 5 % y 10 % p/p de las hojas de Achyranthes aspera, mientras que el grupo V sirvid
como control negativo y fue tratado con ungiento simple (Fikru ez a/, 2012). La
cicatrizacioén durd 21 dias y se logré el 100 % de cicatrizacion para los extractos al 5y 10

% coincidiendo con lo que nosotros reportamos.




Belachew ez al., 2020 evaluaron la cicatrizacion de heridas en ratones del extracto crudo
de flotes de Hagenia abyssinica al 80 % en metanol elaborando ungiientos al 5 % p/p y al
10 % p/p. Al dia 16 el ungtiento al 5 % logté el cierre de la herida, y el ungtiento al 10 %

en el dia 14, presentando una cicatrizacién mas baja a la reportada.
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Figura 21. Contracciéon de las heridas

7.6.1 Evaluacion macroscépica de los érganos

En la evaluacién macroscopica de los 6rganos no se encontré ningun dafio o alteracion
y presentaron una apariencia de un o6rgano sano, una coloracién normal, sin

protuberancias, abultamientos, petequias en el pulmén o irregularidades en la forma del




bazo (Tabla 6). Por lo que los ungiientos no tuvieron un efecto negativo en dichos

Organos.

Timothy ef al. (2019) realizaron un estudio de toxicidad subaguda de un extracto
etandlico de D. concentrica en un modelo 7z vivo con ratas Wistar, administrando oralmente
dosis de 200, 400 y 800 mg/kg a cada animal durante 8 dias consecutivos y mencionaron
que no hubo ningin efecto sobre los 6rganos analizados (corazon, higado, bazo, rifiones
y pulmones), en este proyecto la administracion no fue oral, sino que se aplico la cantidad
requerida de producto para cubrir la zona sin embargo, nos muestra un antecedente de

que al menos esta especie no presentd dafios adversos.

Tabla 6.0Organos extraidos
Tratamientos Corazén | Bazo | Pulmones

=

PolC1

PolC2
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e
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@
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7.7 Espectrofotometria de gases masa (GC/MS)

En total se obtuvieron 26 compuestos de (GC/MS) identificados y 3 desconocidos de
las muestras ExtC1, ExtC2 y PolC2. En la tabla 7, podemos observar que PolC1 y PolC2
comparten los compuestos L-Arabinitol y .alpha.-D-Galactopyranoside, methyl. Hasta el
momento estos compuestos no se han reportado para D. eschscholtzii por 1o que podrian
ser una nueva fuente de metabolitos secundarios. El compuesto 9 del PolC2 corresponde
a un naftaleno, en la literatura hay reportes sobre derivados de naftalenos para D.

eschscholtzi (Allport & Bu Lock, 1960; Anke ef al, 1995). Compuestos derivados de




naftalenos se les ha reportado actividad antimicrobiana frente a Bacillus subtilis y S. aurens,

microorganismos patdégenos en humanos (Hernandez & Alomia, 2020).

Tabla 7. Compuestos de (GC/MS)

TR Compuesto % Area

PolC2

1 7.581 Spiro[7,8-diazatetracyclo[4.3.0.0(2,4).0(3,5)|non-7-ene-9,1'-cyclopropane]  15.59
2 7.73 desconocido 7.15
3 7.92 Tricyclo[4.1.1.0(7,8)]oct-3-ene 10.32
4 8.029 desconocido 7.62
5 8.572 Ethanone, 1-(2-pyridinyl)-, phenylhydrazone 14.08
6 9.088 1,4-Cyclohexadiene-1,2-dicarboxylic anhydride 4.94
7 9.441 Propanedinitrile, methylene- 11.57
8 10.032  desconocido 28.74
ExtC1

1 16.956  Anthracene-9,10(9H,10H)-dione, 2-(1-pyrrolidinylsulfonyl)- 7.74
2 18.246  1-benzylindole 8.27
3 21.416  5-Chloro-2-nitrobenzyl alcohol 4.73
4 21769  L-Arabinitol 48.34
5 24.03 .alpha.-D-Galactopyranoside, methyl 23.22
ExtC2

1 7.16 dl-Threitol 4.36
2 7.377 Pyrimidin-4-ol, 6-amino-2-[1-(2-chlorophenyl)ethylthio]- 4.01
3 7.974 Cyclohexanooxazin-2(1H)-one, 3,9-dihydro-6,8-isopropylideno-9-methyl- 1.43
4 9.42 1,5-Hexadiyne 1.66
5 10.004  2-Azabicyclo[2.2.1]heptane 2.97
6 11.993  Pyrazolo[3,4-b|pyridin-3(2H)-one, 4-trifluoromethyl-2,6-diphenyl- 1.33
7 21.301 7-Acetoaminoflavanone 2.50
8 22.244  L-Arabinitol 59.96
9 22.916 Naphthalene, 9 1,4,5,8-tetrahydro- 1.28
10 22991  4-Chloro-2-nitrobenzyl alcohol 2.19
11 23.181  2,6-Bis(diazo)adamantane 2.25
12 23.371 1-Deoxy-d-arabitol 1.26
13 23.616  .alpha.-D-Galactopyranoside, methyl 3.91
14 23.84 .alpha.-D-Mannopyranoside, methyl 3,6-anhydro- 2.14
15 24.037  Methyl-.beta.-D-thiogalactoside 3.74
16 24.512 2H-Benzocyclohepten-2-one, 3,4,4a,5,6,7,8,9-octahydro- 1.26
17 24.62 4-Chloro-2-nitrobenzyl alcohol 0.96
18 24865  5-Keto-D-fructose 2.78

TR= Tiempo de retencién, ExtC1= extracto maiz, ExtC2= extracto mezcla, PolC2= polvo mezcla




CAPITULO XIII. CONCLUSION

e la cepa HEMIM-90 registrada como Daldinia sp. se identificé como D.

eschscholtzii.

e ] os resultados de velocidad de crecimiento del cultivo 7z vitro fueron mas altos en
la M1 (0.32 mm/h) y M3 (0.29 mm/h) lo que podria indicarnos que algunas

mezclas de sustrato incrementan la velocidad de crecimiento.
e Los resultados de cultivo muestran que son factibles para obtener los estromas.

e Los unglientos no presentaron toxicidad por lo que podria utilizarse con mayor

seguridad en el area médica y también en la alimenticia.
e Se encontraron 26 moléculas por cromatografia de gases/masas (GC-MS).

e El hongo D. eschscholtzii presentd actividad cicatrizante y pueden explorarse sus

propiedades terapéuticas.




CAPITULO IX. PERSPECTIVAS

En primera instancia, optimizar las condiciones de cultivo para incrementar la
productividad de D. eschscholtzii.

Realizar estudios histologicos de las heridas en ratones para profundizar sobre los
procesos que ocurren en la cicatrizacion como angiogénesis, fibroplasia,
migracion y proliferacién de macréfagos y queratinocitos entre otros.

Evaluar la cicatrizacion en lineas celulares ya que son rentables, faciles de utilizar,
manipular o expandir, se pueden mantener en cultivo durante periodos de tiempo
mas largos y se evitaria el uso de animales de laboratorio.

Realizar el andlisis de cromatografia de gases/masas del PolCl.

Evaluar distintos sistemas de cultivo con la finalidad de obtener metabolitos
secundarios y evaluarlos en la cicatrizacion.

Utilizar herramientas de vanguardia como los estudios émicos o la metabolémica
con la finalidad de caracterizar células, genes o proteinas involucradas en la
cicatrizacion de heridas y entender la dinamica celular y molecular de la reparacion

de tejidos.
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