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RESUMEN

E! presente trabajo, tuvo como objetivo el cultivo del hongo Pycnoporus sanguineus
(L. Fr) Murr para evaluar la actividad leishmanicida de los extractos de los
carpéforos silvestres y cultivados. Los cuerpos fructiferos se colectaron en el
distrito de Quellouno de la provincia de la Convencién, los cuales fueron
trasladados al Centro de Investigacion y Produccion de Hongos Alimenticios y
Medicinales (CIPHAM) donde se realizd el proceso del cultivo, determinando como
medio sélido éptimo para la propagacion del micelio vegetativo el Agar extracto de
malta con una velocidad de crecimiento micelial de 11,7 mm/dia; siendo el sustrato
optimo para la obtencion de cuerpos fructiferos el que contiene 19 % de salvado de
arroz + 80 % de aserrin + 1 % de yeso (SAS), el rendimiento obtenido en este
sustrato fue de 41,98 %, la eficiencia bioldgica de 83,97 % con una tasa de
produccion de 0,23 obtenidos a una temperatura de 16 °C. Los carpéforos
silvestres y cultivados fueron llevados al Laboratorio de Quimica Organica, donde
se obtuvieron los extractos etandlicos, evaluandose la Biotoxicidad en nauplios de
Artemia salina Leach, determinando mediante el Método Probit que la dosis letal
media (DLsp) para el extracto de los carpéforos silvestres es de 415,04 ug/mL y de
los cultivados es 441,20 ug/mL, ambos valores se encuentran en la categoria de
extractos moderadamente toxicos.

La actividad leishmanicida de los carpéforos silvestres y cultivados se evalud en
promastigotes de cuatro especies de Leishmania determinandose para cada una
de ellas la concentracion efectiva media (CEso) asi en Leishmania (Viannia)
braziliensis 229,58 y 197,76 ug/mL, en Leishmania (Viannia) guyanensis 180,68 y
del 172,11ug/mL, en Leishmania (Viannia) panamensis55,72 y 37 71ug/mLy en
Leishmania spp.275,78 y 219,86 ug/mL; respectivamente el analisis estadistico

demostré que ambos extractos tienen la misma actividad leishmanicida.
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INTRODUCCION

Pycnoporus sanguineus (L: Fr) Murr., es un hongo de la familia Polyporaceae de
color anaranjado y aspecto corchoso. Es considerado con potencial biotecnoldgico
(Acosta, 2010) por los diferentes metabolitos que se encuentran presentes en el
cuerpo fructifero entre ellos la cinabarina que presenta actividad antimicrobiana en
protozoarios, antibacteriana hacia bacterias Gram positivas, Gram negativas asi
como actividad antiviral (Sménia, st al., 2003) también se encuentra la fenoxazin-3-
ona (Achenbach y Blimm, 1991) el ergosterol-5,8-endoperdxido (Correa, 2005), las
dihidroxinaftoquinonas (Chan, et al; 2001) que son compuestos con actividad
leishmanicida.

En el Pery, la leishmaniasis es la segunda enfermedad metaxénica de tipo tropical
y la tercera causa de morbilidad por enfermedades transmisibles luego de la
malaria y la tuberculosis (MINSA, 2006). El tratamiento consiste en la
administracién de antimoniales pentavalentes, pero su administracion presenta
varios inconvenientes como eficacia y toxicidad variable, con esquemas de
tratamiento prolongado y resistencia del parasito al medicamento (Croft y Yardley,
2003), razén por la cual se llevd a cabo bioensayos para determinar la actividad
leishmanicida del hongo Pycnoporus sanguineus en promastigotes de Leishmania
(V.) braziliensis, Leishmania (V.) guyanesis, Leishmania (V.) panamensis y
Leishmania spp.

En el presente trabajo se evalud también el crecimiento del hongo Pycnoporus
sanguineus cultivado sobre sustratos de aserrin y cascarilla de cacao,
determinando el rendimiento, la eficiencia biolégica y la tasa de produccion para
una posible proyeccion comercial, permitiendo el aprovechamiento del hongo

desde el aspectomedicinal.



JUSTIFICACION

Se sabe que la leishmaniosis es una enfermedad cronica, de baja patogenicidad,
alta morbilidad, metaxénica y zoonética, producida por protozoarios del Phylum
Sarcomastigophora del orden Kinetoplastida, hemoflagelados del género
Leishmania, segin ia Organizacion mundial de Salud (OMS) indico que para el afio
2002, esta enfermedad afecto a 12 millones de personas alrededor del mundo,
estimandose 2 millones de nuevos casos por afio; los casos de leishmaniosis en el
Peru, se presenta en dos formas: el 75% de los pacientes reportados corresponden
a la forma cuténeo andina o “Uta” (Leishmania braziliensis peruviana) y el 25% a la
forma cutéaneo mucosa “ Espundia” (Leishmania braziliensis braziliensis).

Por otro lado, el tratamiento de la enfermedad consiste en la administracién de
antimoniales pentavalentes, su administracion causa efectos secundarios como
mialgia, pancreatitis, insuficiencia renal, neuropatia periférica, hepatotoxicidad y
cardiotoxicidad, en la actualidad se ha reporta la resistencia del parasito a las
drogas clasicamente empleadas, lo cual hace necesaria la busqueda de nuevos
medicamentos que reemplacen o complementen el tratamiento actual.

La Region Cusco, cuenta con una amplia diversidad biolégica de macromicetos
medicinales como Pycnoporus sanguineus (L: Fr) Murr en cuya pared celular se
encuentran compuestos quimicos con propiedades antiparasitarias que pueden
actuar como leishmanicida; por lo que el cultivo de los cuerpos fructiferos ademas
de permitir la obtencion de los principio activo contra promastigotes de Leishmania
contribuye a la conservacion de los recursos genéticos con los que cuenta nuestra

region.



HIPOTESIS

Los extractos crudos de los carpdforos del hongo Pycnoporus sanguineus
(L: Fr) Murr. silvestres y cultivados tienen actividad leishmanicida in vifro en

promastigotes.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Cultivar el hongo Pycnoporus sanguineus (L: Fr) Murr y evaluar la actividad
leishmanicida de los carpoforos silvestres y cultivados en promastigotes de
Leishmania.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Aislar el micelio v seleccionar el medio de cultivo so6lido éptimo para la
propagacion vegetativa del hongo Pycnoporus sanguineus (L: Fr) Murr.
2. Determinar el sustrato de cultivo éptimo para la obtencién de cuerpos
fructiferos del hongo Pyecnoporus sanguineus (L: Fr) Murr.
3. Evaluar la Biotoxicidad de los extractos crudos de los carpaforos silvestres
y cultivados del hongo Pycnoporus sanguineus (L: Fr) Murr en Artemia
salina Leach.
4. Determinar y comparar la actividad leishmanicida de los extractos crudos
de los carpdforos silvestres y cultivados del hongo Pycnoporus sanguineus
(L: Fr) Murr. en promastigotes de Leishmania (Viannia) braziliensis,
Leishmania (Viannia) guyanesis, Leishmania (Viannia) panamensis y

Leishmania spp.



CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1ANTECEDENTES

1.1.1 Antecedentes del Cultivo de Hongos

/)
L X4

Acosta, L., y col., 2010 (México) Pycnoporus sanguineus, un hongo
con potencial biotecnoldgico. Es el primer reporte del cultivo del hongo
Pycnoporus sanguineus donde evaluaron el crecimiento de cuatro cepas de
Pycnoporus sanguineus (HEMIN-51, 52, 53, 54), cultivadas sobre
diferentes medios de cultivo y sustratos lignocelulésicos. La cepa HEMIN-
52 presenté mayor velocidad de crecimiento de 9mm/dia, utilizando agar
con harina integral de trigo (HIT). La cepa HEMIN-53 tuvo mejor
productividad con una eficiencia biologia (EB) de 63.3% y tasa de
produccion (TP) de 0.20 sobre el sustrato de aserrin de pino, encino y
cedro.

Morales, O. y col. 2009 (Guatemala) Caracterizacion y produccion de
cuerpos fructiferos de cepas nativas del hongo “Asan”
(Schizophylum commune Fr.) Determinaron que las cepas
Schizophylum commune tuvieron mejor crecimiento micelial en los
medios PDA y EMA a 26°C con velocidades de crecimiento de 6 y 4
mm/dia respectivamente, no se observd diferencia estadisticamente
significativa entre ambos medios (p <0.05). Los tiempos de colonizacién del
micelio de las cepas hasta la cosecha de los cuerpos fructiferos fue de 48
dias en el sustrato de cafia de maiz + marlo picado en proporcién de 1:1,
obtuvieron una eficiencia biologia (EB) en el sustrato mencionado de 5.50

%, con una tasa de produccién (TP) de 0.19.
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< Villegas, V, y col., 2007 (Colombia) Evaluacién de la produccién del

Ko
L <4

7
%

hongo Lentinula edodes Pegler en bloques sintéticos a base de
residuos agroindustriales. Evaluaron 55 diferentes combinaciones de
su’s‘tratos determinando que el mejor sustrato que proporciono mejores
condiciones para la formacion de cuerpos fructiferos contenia 75% de

aserrin de rob_le + 25% de salvado de trigo, obtuvieron un rendimiento (R)

.de 3.8% una eficiencia biologia (EB) de 21.5 % y una tasa de produccién

(TP) de 0.29.

Gonzalez, R. y col. 2007 (Argentina) Cultivo del hongo Ganoderma
lucidum sobre cascara de girasol. Ganoderma lucidum es un hongo muy
apreciado por sus diversas propiedades medicinales. Evaluaron la cascara
de girasol como sustrato obteniéndo mejor eficiencia biolégica (EB) de 10.0
% en la mezcla de Cascara de girasol + 5% salvado arroz y una tasa de
produccion (TP) de 0.40.

Barreto N., 1997 (Perd) Aislamiento y cultivo del hongo comestible
“Auricularia fuscosuccinea” (Nont) Farlow, del valle de La
Convencion. Indica que la técnica mas eficaz para el aislamiento de la
cepa de A. fuscosuccinea, es a partir del carpé6foro, incorporados en el
medio de cultivo. El aislamiento también es factible a partir de las esporas
del hongo; pero la probabilidad de obtener la cepa es menor que con la
técnica anterior. Con un rendimiento (R) de 2.38 %, eficiencia biologia (EB)
de 39.67 % y tasa de produccion (TP) de 0.94 sobre el sustrato de aserrin

de pino, encino y cedro.

13



1.1.2 Antecedentes de la actividad leishmanicida
Los siguientes antecedentes se tomaron en cuenta por la falta de trabajos
de investigaciébn en el tema, estos permitirdan la comparacion de los

resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion

)
o

Correa, E. y col.,, 2005 (Colombia) “Actividad leishmanicida de
Pycnoporus sanguineus” Mediante ensayos biodirigidos se aislé de
Pycnoporus sanguineus (Polyporaceae) un compuesto activo contra
amastigotes de Leishmania (Viannia) panamensis; su elucidacion
estructural se realiz6 mediante técnicas espectroscopicas (RMN 1H y 13C
y Espectrometria de Masas); este producto fue identificado como el
ergosterol-5,8-endoperdxido, el cual presento DLgo de 15,4 pg/ml y una
CEsp de 4,10 pg/ml, en amastigotes de Leishmania (Viannia) panamensis.

% Rojas, J.; y col, 2009 (Perd) Actividad leishmanicida de plantas
medicinales de la amazonia Peruana. De las 8 especies vegetales
evaluadas (Ampelozizyphus amazonicus, Andira inermes, Bellusia
pentamera, Couma macrocarpa, Croton lechleri Unonopsis spectabilis,
Urena lobat and, Xilopia parviflor.) frente a promastigotes de Leishmania, la
especie vegetal Unonopsis spectabilis es la mas activa con una
concentracién efectiva media (CEsp) de 65.3, 54.2, y 24.5 uyg/ml frente a L.
amazonensis, L. braziliensis y L. donovani respectivamente. Las dos

fracciones con valores de CE50 pg/mL que van desde 7 a 9 ug/mL

respectivamente resulté tener mayor actividad que la droga control

(Pentamidina CE, = 10 ug/mL).

14
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Alzamora, L., y col 2007 (Perd), Actividad leishmanicida de los
extractos metandlicos de cuatro ecotipos de Lepidium peruvianum,
Chacon (Brassicaceae). De los 4 ecotipos de Lepidium peruvianum no se
evidencié diferencia significativa entre estos. El analisis de los datos de
acuerdo a los dias de cuitivo, permitié determinar que la dosis de 400 pg/ml
del extracto metanolico del ecotipo morado de L. peruvianum mostré mejor
actividad leishmanicida (82,58 %).

Brito, S.; y col., 2006 (Colombia) Eficacia de un acido kaurénico
extraido de la planta venezolana Wedelia trilobata (Asteraceae) contra
Leishmania (Viannia) braziliensis. Este compuesto mostro un potente
efecto antiparasitario tanto en amastigotes axénicos como en

promastigotes de Leishmania (Viannia) braziliensis; obteniendo dosis

letales medias (DLsg) de 0.25 ug/ml y 0.78 ug/ml respectivamente, en 24

horas de evaluacion.

Ruiz, P. G.,, y co0l.,2004 (Colombia) “Actividad Leishmanicida y
Tripanocida de algunas plantas reportadas como medicinales en
Colombia” Ocho extractos crudos de especies vegetales provenientes de
la flora Colombiana, fueron evaluadas in vitro frente a tres especies de
Leishmania (promastigotes): L. amazonensis, L. donovanni y L. braziliensis,
y epimastigotes de Trypanosoma cruzi, donde dos de los exiractos
correspondientes a las especies vegetales Acnistus arborescens y Piper
cumanense mostraron alta actividad Jeishmanicida en los ensayos
realizados con valores de concentracion efectiva media (CEsp) menores de
12,5 yg/ mL; cercanos a los obtenidos con el farmaco de referencia

pentamidina 10 pg/mL.

15



1.2Generalidades del Reino Fungi

Este reino tiene aproximadamente 103 6rdenes, 484 familias, 1979 géneros
y unas 100 000 especies descritas. Se dividen cuatro grupos o phylum:
Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota y Zygomycota. (Mueller, 2001)
Son organismos heterétrofos, dependen de otros organismos, vivos o
muertos para obtener su alimento. Los hongos tienen una forma de nutricion
caracteristica y altamente exitosa. Requieren compuestos organicos
preformados como fuente de energia y de carbono como monosacaridos,
aminoacidos y acidos organicos, que absorben a través de la membrana
celular. (Deacon, 2006)

El cuerpo vegetativo del hongo puede ser unicelular (como en el caso de las
levaduras) o estar compuestos por filamentos llamadas hifas. Las hifas (cada
una formada por numerosas células) en conjunto se denomina micelio,
conforman la fructificacion y son de crecimiento apical. Las hifas estan
rodeadas por una pared que a menudo, aunque no siempre contiene quitina
(el mismo elemento con el que esta compuesto el exoesqueleto de los
insectos) mientras que en las plantas predomina la lignina y la celulosa.
Forman esporas que son las células con las que se reproduce y dispersan.
Son organismos no vasculares. Esto significa que no tienen tejidos

especializados en el transporte. (Sanchez, 2001)

16



1.2.1 Posicion Taxonomica del hongo Pycnoporus sanguineus.
Reino: Fungi
Phylum: Basidiomycota
Clase: Hymenomycetes
Orden: Aphyllophorales
Familia: Polyporaceae
Género: Pycnoporus
Especie: P. sanguineus (Mueller, 2001)

NC: Gunsa — Sumpe kallampa (Herrera, 1941)

Figura N° 01: Cuerpos fructiferos silvestres de Pycnoporus sanguineus

1.3 Caracteristicas generales del Phylum Basidiomycota
Incluye hongos con formas de sombrilla, de coral, gelatinosas, globosas,
entre otras, también los que tienen aspecto polvoriento o de mancha y
crecen sobre diversas estructuras de las plantas (Flores, frutos, hojas, tallo o
raices). Algunos tienen importancia econémica como las royas y los

carbones. (Wright, 2006)
17



1.4Caracteristicas generales de la Clase Hymenomycetes
Sus representantes pueden ser gimnocarpicos (cuerpo fructifero que se abre
desde etapas tempranas de su desarrollo para exponer la capa fértil que
produce las esporas) como hemiangiocarpicos (comienza con una
morfologia angiocarpica que después se vuelve gimnocarpico). Poseen un
himenio que se puede formar como una capa plana sobre la superficie de
una planta hospedera, o dentro de los cuerpos fructiferos o basidiocarpos,
caso en el cual se encuentra dispuesto en poros o alveolos, en tubos, sobre
dientes o aguijones, o sobre laminas; las basidiosporas son disparadas con
fuerza. En cuanto a dimensiones y consistencia, los basidiocarpos pueden
ser pequefios medianos o grandes desde carnosos y mas o menos fragiles y
efimeros hasta lefiosos y de vida larga o perenne. (Mueller, 2001)
1.50rden Aphyllophorales

La mayor parte de estos hongos crecen sobre corteza o madera, de la que
extraen sus sustentos. Es un grupo heterogéneo que incluye hongos de tipos
muy diversos como son los cantarelos; los hongos en forma de costra y de
repisa o ménsula, entre ellos los Poliporus. los hongos dentados, y los
hongos claviformes, los coraloides y los semejantes a la coliflor. El
basidiocarpo, o fructificacion, es gimnocarpico; unilateral o anfigeno, segin
se presente el himenio solo en un lado o en toda la superficie del mismo,
respectivamente. Dicho himenio puede estar dispuesto en una superficie
lisa o un himendéforo verrugoso o papilado, dentado, plegado en forma de
costillas, laminado, tubular o alveolar. El himenéforo esta intimamente ligado
al contexto de la fructificacion, de manera que no es facil la separacion de

los dos sin producir el desgarramiento de los pseudotejidos en tanto que el
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himenéforo de muchos agaricales en particular de los Bolefus que pueden
ser confundidos con algunos Poliporus, es posible separarlo con facilidad del
contexto del pileo. También existen formas de transicion entre Agaricales y
Aphyllophorales: formas que tiene tubos ensanchados cuyos poros
alargados semejan laminas, y formas con laminas anastomosadas que se

confunden con las del himendforo tubular y poroso. (Herrera y Ulloa, 1998)

Figura N° 02: Partes del basidiocarpo en el Orden Aphillophorales

Fuente: Robledo, 2006

A) Cubierta o corteza superior del pileo. B) Contexto C) Himenéforo D) trama del
contexto E) himenio F) trama del disepimento G) borde del tubo (poro)
Las especies que tienen configuracion himenial poroide también exhiben un
grado de variabilidad notable. Por ejemplo los poros pueden ser
isodiamétricos; radiaimente elongados, irregulares y parcialmente hendidos;
angulosos levemente dentados, de pared delgada; elongados e irregulares,
laminares; laminares y parcialmente bifurcados, irregular y parciamente
hidnoides a dentados. Es también importante el color y el tamafio de los

mismos. Para muchas especies el nimero de poros por mm es un caracter
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taxondmico relevante aunque es sabido que hay ciertas tendencias a haber
poros de mayor tamafio con la edad o especimenes de gran tamario.
Muchas veces los poros son tan diminutos, o el disepimento es tan delgado
que solo pueden ser observados con la ayuda de una lupa de mano. (Wright,

2006)

Figura N° 03: Tipos de Himenoéforo
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A) poride B) meruloide C) irspicoide
1.6 Familia Polyporaceae
Incluye un gran nimero de especies generalmente en forma de costra y de
repisa, pero también comprende formas de abanico y de seta, estas ultimas
semejantes a las del género Boletus, del orden agaricales. El nombre de la
familia alude a la caracteristica del himendforo casi siempre poroso, es decir
esta formado por tubos de extremos libres que constituyen poros a través de
los cuales salen las basiodiosporas maduras; no obstante, esta familia
también incluye formas con el himendéforo laminado o laminado — reticulado,
en las que muchas veces resulta dificil precisar si hay laminas o poros. Son
hongos anuales o perennes; en particular los lefiosos llegan a vivir muchos

afos, a veces varias décadas. Algunos de estos, como los del genero
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Fomes, que pueden vivir de 80 a 90 anos, forman un nueva capa de tubos
cada afio, de manera el himendéforo se vuelve estratificado. Los poros por su
forma segln los géneros y las especies pueden ser circulares o alargados,
cuadrangulares o poligonales; generalmente quedan situados en la parte
inferior de la fructificacion, por ejemplo en las formas de repisa, o debajo del
pileo en las que semejan a las setas; pero a veces estan dispuesta hacia
arriba, en las formas aplanadas o extendidas sobre el sustrato, a manera de
costra, las cuales reciben el nombre de resupinadas. El género Polyporus,
es el mas representativo de la familia, pero como es el mas grande y
heterogéneo, en la actualidad se tiende a fragmentarlo en varios géneros.
(Herrera y Ulloa, 1998)

Una de las funciones mas importantes de los hongos de esta familia es
degradar o descomponer la materia organica (restos de animales muertos,
hojarasca, madera, etc.) en compuestos que pueden ser asimilables por
otros organismos, principalmente las plantas. En este sentido la madera es
uno de los sustratos que presenta rhayor dificultad para ser degradados.
Existen numerosos grupos de hongos capaces de degradar madera pero los
mas importantes son los Polyporus. (Robledo, 2006)

1.7 Generalidades del hongo Pycnoporus sanguineus (L: Fr) Murr.
1.7.1 Caracteristicas Macroscopicas

Cuerpos fructiferos con forma de repisa, semicirculares y de consistencia
parecida al corcho cuando esta fresco. El pileo tiene 1,5- 4,6 cm de ancho y
1 -4 cm de largo. La superficie es aterciopelada cuando muy joven y lisa
cuando adulto, algunas veces rugosa, rojo anaranjado brillante cuando esta

himedo y anaranjado rojizo a anaranjado amarillento cuando esta muy seco.
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El contexto tiene 0,2-0,8 cm de ancho y es rojo anaranjado. La superficie
inferior o fértil esta formada por tubos de 0,1-0,2 cm de longitud, anaranjado
rojizo brillante, con 5-6 poros por milimetro, del mismo color que los tubos.
No posee pie o estipite, ya que se adhiere lateralmente a la madera. Las
esporas son blancas cuando estan agrupadas. (Mata, H.‘ : 2003)

1.7.2 Caracteristicas Microscopicas
La especie se caracteriza por presentar un sistema hifal trimitico: de tres

tipos de hifas presentes. La fructificacion esta formada por hifas generativas,

esqueléticas e hifas ligadoras.

Figura N° 04: Estructuras microscopicas del hongo Pycnoporus sanguineus
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(Del 1 al 10). Estructuras del micelio.(1) Hifas de la zona de crecimiento. (2)
Nudos-septos de las hifas del micelio aéreo. (3) Oidiéforos y oidios. (4)
Clamidosporas. (5), (6) Hifa de fibra bifurcada. (7). Hifas bifurcadas en forma
de cuernos de ciervo. (8), (9) Basidios. (10) Basidiosporas. (Del 11 al 21).
Estructuras microscépicas de los carpéforos. (11) Nudos-septos de las hifas
del margen. (12) Nudos-septos de las hifas saliendo se anastomosan en las
capas del margen y de la transicion entre el contexto y los tubos. (13) El
punto de origen de fibra ancha de la hifa, subtendido por una abrazadera.
(14). Punta de la fibra ancha de la hifa, con paredes ligeramente
ensanchadas y gruesas. (15) La fibra de la hifa con pared ligeramente
irregular se ensancho en la parte superior. (16) La hifa de fibra ancha esta
revestida por granulos anaranjados. (17) Hifa del contexio espesa y
amurallada. (18) Hifa estrechamente bifurcada en la zona de transicién entre
el contexto y trama. (19) Hifa de muros gruesos entrecruzados con las fibras
bifurcadas del contexto. (20) Basidio. (21) Basiodiosporas. Observaciones a
750X excepto 9, 10, 20, 21 a 900X. (Nobles, 2004)
1.7.3 Sinénimos de Pycnoporus sanguineus
Debido a la confusion de las especies que engloba el género Pycnoporus, se
han realizados estudios taxonémicos, estableciendo que hay diferencias
tanto macroscépicas como microscopicas de los basidiocarpos, como en las
caracteristicas del desarrollo del micelio en medios de cultivo y en areas de
distribucién. Se reconocieron como sinénimo de Pycnoporus sanguineus a
Coriolus sanguineus (L.) G. Cunn., (1949),
. Microporus sanguineus (L.) Pat., (1900),

Polyporus sanguineus (L.) Fr., (1821),
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Polystictus sanguineus (L.) G. Mey., (1818),
Trametes cinnabarina var. Sanguinea (L.) Pilat, (1936),
Trametes sanguinea (L.) Lloyd, (1924). (Pérez, 1988)
1.7.4 Distribucion Geografica de Pycnoporus sanguineus
Esta especie se encuentra creciendo sobre diversos tipos de madera
(Quercus spp., Pinus spp. y otras faner6gamas no identificadas) en zonas
perturbadas, tropicales, subtropicales y templados. (Pérez, 1988); se reporta
al hongo Pycnoporus sanguineus como una especie cosmopalita (Pavlich,
1976)
En Cusco Provincia de la Convencion, valle de Santa Ana, hacienda
Sahuayaco, 900 a 2900 metros, (Herrera, 1924).En la Reserva del parque
nacional del Manu (Trocha Unién — San Pedro) se encuentra distribuida en
un rango altitudinal de 3450 a 1500 msnm. (Delgado, 2010)
1.7.5Etnomicologia de Pycnoporus sanguineus
Algunas tribus indigenas de América Latina lo pulverizan y aplican sobre las
heridas para coagular la sangre (hemostatico), previene las infecciones y
también para eliminar verrugas en la piel. En Africa lo usan en infusiones
para eliminar parasitos intestinales, problemas de la menopausia y otras
enfermedades del vientre. En Asia se usa para bajar la fiebre, contrarresta
problemas de reumatismo, artritis, gota, etc. Ademas activa la circulacion
sanguinea y se ha demostrado que tiene actividad antitumoral y
leishmanicida. (Pérez, 1988) La Organizacion de las Naciones Unidas para
la Agricultura y la Alimentacion realiza una publicacion donde analiza
algunos usos tradicionéles y contemporaneos de los hongos como alimento

o medicina, mencionando que al hongo Pycnoporus sanguineus se le da un
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uso medicinal en: Australia, Gabén, México y La Reptiblica Democratica del
Congo; como alimento en: Brasil, Malawi, Papa Nueva Guinea; en Hong
Kong y en Pert se reporta como medicinal y comestible. (FAO. 2005)

1.7.6 Actividad Leishmanicida del hongo medicinal de Pycnoporus

sanguineus

De Ias' especies del género Pycnoporus, se han aislado varios compuestos
intensamente coloreados del tipo fenoxazin-3-ona, que en primera instancia
tienen una semejanza electrénica y topolégica parcial con el residuo de
pterina del acido félico, un limitante en el metabolismo de parasitos tales
como leishmania, tripanosoma y malaria, como lo reportan. (Cunningham. y
col; 2001)
Mediante ensayos biodirigidos se aislé de Pycnoporus sanguineus un
compuesto activo contra amastigotes de Leishmania (Viannia) panamensis,
este producto fue identificado como el ergosterol 5,8-endoperoéxido. (Correa
y col; 2005).Se determiné por espectrofotometria UV que la molécula
encargada de dar color al cuerpo fructifero del hongo Pycnoporus
sanguineus es la 3,5-dihidroxi-naftoquinona (Bautista. y col.; 2009). Las
quinonas y bi-naftoquinonason metabolitos que tienen actividad
leishmanicida en promastigotes de Leishmania donovani, ejerce su accién
sobre la Topoisomerasa | del parasito, inhibiendo la accion catalitica de la
enzima o estabilizando el complejo binario Topoisomerasa | - ADN. Por otra
parte la hidroxinaftoquinona y naftoquinona, basan su accion en la
perturbacién de la cadena de transporte de electrones en la mitocondria del
parasito o en la generacion de radicales libres durante la interaccion de los

metabolitosvy la cadena respiratoria del parasito. (Chan. y col.; 2001)
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1.8 CULTIVO DE HONGOS MEDICINALES
1.8.1 Historia del Cultivo de Hongos Medicinales

Los hongos han sido parte de la dieta humana desde tiempos inmemoriales.
Se emplearon como alimento y medicina ain antes de que el hombre
entendiera el uso de otros organismos. Hace 4.600 afios, los egipcios los
conocian como “las plantas de la inmortalidad” y creian que eran un alimento
sélo para la realeza. En Mesoamérica se encontraron unas 400 figuras de
piedra representando hongos. Las civilizaciones Maya y Azteca los usaban
en rituales religiosos y como medicina. Muchos pueblos antiguos atribuian a
los hongos propiedades magicas tales como proveer fuerza sobre humana y
conducir el alma al plano de los dioses. En la mitologia europea antigua, los
hongos se asociaban a las estaciones lluviosas y tormentosas y se creia que
estaban formados por rayos. En la antigua Grecia, una leyenda cuenta que
Perseo, cansado y sediento, al llegar a su nuevo reino pudo recuperarse
gracias al agua recogida en el sombrero de un hongo, y fundé en ese lugar
la ciudad de Miceba (de mykés, hongo en griego); es asi que la gran
civilizacion micénica recibié su nombre por un hongo. Los antiguos romanos,
si bien los denominaron “fungus”, probablemente derivado de funus ago o
“portador de la muerte”, adoptaron el consumo de hongos en su dieta.
(Curvetto, 2009)

También la micologia medicinal encuentra sus raices en los usos
tradicionales de los hongos en la antigua medicina de Oriente. Durante
siglos, los cuidadores chinos de la salud emplearoh hongos para tratar
diferentes enfermedades. Ellos valoraron el poder de algunos hongos como

de origen divino (por ejemplo, una diosa estaba asociada con el Reishi,
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Ganoderma Iucidum, el hongo medicinal por excelencia). (Jong vy
Birmingham, 1992; Yang et al., 2000).

Hacia finales de los afios sesenta tanto los cientificos Orientales como los
Occidentales comenzaron a investigar los mebanismos por los cuales ciertos
hongos tenian efectos positivos sobre la salud, encontrando que los
componentes activos principales son  polisacaridos, especificamente
R-D-glucanos. (Chihara y col., 1969) que fueron aislaron de los cuerpos
fructiferos de Lentinula edodes “shiitake” un polisacarido antitumoral, soluble
en agua que se nombré "lentinan”. Este era un descubrimiento mayor dado
que el lentinan demostré6 una fuerte actividad antitumoral, previniendo el
desarrollo de tumores provocados por virus y compuestos quimicos en
ratones y otros modelos experimentales de estudio (Berovic et al., 2003).

En 1965, en Japon se desarrollé una preparacion muy popular y eficaz a
partir del hongo Trametes versicolor (conocido previamente como Coriolus
versicolor). Un polisacarido péptido de este hongo con el nombre de
“Krestin” fue aceptado para el uso contra varios tipos de cancer y fue
cubierto por el plan oficial de salud japonés. El Krestin contiene 75% de
glucanos y 25% de proteina (Hiroshi y Takeda, 1993). En los afios 90, este
compuesto significé el 25% de las drogas anti cancerigenas en Jap6n, con
ventas por 350 millones de délares (Sanchez, 2001).

Es asi que durante los ultimos 20 arfios, el interés en los aspectos
medicinales de los hongos aumento notablemente como lo demuestra la
gran cantidad de estudios cientificos realizados por un gran nimero de
grupos de investigacion, principalmente de hospitales e instituciones de

investigacion en Europa, Japén, China y los Estados Unidos, con trabajos en
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un amplio espectro 'de diferentes publicaciones. Pero a partir del 2000
aparece una publicacién especialmente dedicada al aspecto medicinal de los
hongos para contribuir como fuente de informacién cubriendo diferentes
aspectos de esta especialidad. Todos esos afios de uso tradicional ya
habian suministrado pistas sobre los hongos como fuentes potenciales de
medicinas. En la actualidad, usando modernas herramientas analiticas los
cientificos han aislado e identificado componentes especificos que pueden
ya sea destruir o por lo menos debilitar tres de las enfermedades asesinas
de la humanidad: el cancer, las enfermedades del corazén y el SIDA.
(Curvetto, 2009)

En el Pera el cultivo comercial de hongos se inici6 en la década de los
sesenta con la introduccion del “champifion” Agaricus bisporus (J. E. Lange)
Pilat por la empresa COMPASS, sin embargo, no es sino hasta el ingreso
de AGRICOLA LA CHACRA (duefia de la marca Don Hongo) y ya en los
afos ochenta con la entrada de la empresa “Paccu S.A.”, que el cultivo
alcanzé niveles industriales. Posteriormente, en los afos noventa se
complet6 el paﬁorama con la introduccién del cultivo de Pleurotus ostreatus
“setas”, por parte de las empresaé SOLIS y SORI. Cabe destacar que en el
2008, la empresa “Mundo Fungi” logré introducir por primera vez la oferta de
Lentinula edodes (Berk.) Pegler “shiitake” en estado fresco y cultivado

localmente. (Chimey y Holgado; 2010)

28



Figura N° 05. Cultivo de shiitake (Lentinula edodes) por la empresa “Mundo Fungi”, en

Lima, Perd, Ambiente de cultivo y fructificacion del shiitake.

Fuente: Chimey y Holgado; 2010

1.8.2Fases del cultivo de hongos medicinales
Independientemente de la técnica utilizada o de la especie cuitivada el
proceso se divide en siete fases: (Chimey, 2009)
% Aislamiento, Seleccion y Conservacion de las Cepas

Es la fase en la cual se obtiene el micelio de un hongo silvestre, se
realizan un conjunto de evaluaciones destinadas a verificar su
potencial para su posterior uso en un proceso productivo, se incluyen
ademas, el mejoramiento y la conservacion de las cepas. (Sanchez,

2001)

9,
L <4

Produccion de Spawn o “Semilla”
Esta fase corresponde a la proliferacion de la biomasa micelial, que

sera utilizada en la etapa de inoculacion del sustrato. (Lépez, 2007)
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Preparacion del Sustrato

Corresponde al proceso de elaboracion del sustrato, que incluye
(dependiendo de la técnica aplicada) Ia formulacion de las mezclas de
insumos, preparacion y acondicionamiento de estos hasta su
conversién en un medio adecuado para el crecimiento y desarrollo del
hongo que se pretende cultivar. (MushWorld, 2005)

Inoculacién e incubacién.

La inoculacion o siembra consiste en la introduccion del hongo en el
sustrato; la incubacién es el establecimiento de las condiciones
ambientales que permitan un crecimiento y desarrollo 6ptimo del ‘
hongo en dicho sustrato. (Lépez, 2007)

Induccién a la fructificacion.

Consiste en establecer las condiciones ambientales especificas para
inducir 1a formacion de los primordios y el posterior desarrollo de los
cuerpos fructiferos o carpéforos. (Stamets, 1993)

Cosecha

La cosecha corresponde al acopio de los cuerpos fructiferos
obtenidos, la post-cosecha se refiere a las técnicas usadas para dar al
producto su presentacion final. (Fernandez, 2004)

Evaluacion de la Produccion.

La evaluacion es la estimacién e interpretacion de los parametros de
produccion descritos en términos de: Eficiencia biolégica (EB), Tasa

de productividad (TP) y Rendimiento (R). (Bermudez, 2007)
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Figura N° 06: Técnicas de cultivo de hongos
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1.9LA LEISHMANIASIS

1.9.1La Leishmaniasis en el Pera
Segin datos estadisticos, se indica los casos de leishmaniasis que se
presentaron en el Per( desde el afio 1999 hasta el 2006. (INS, 2007)

Tabla N° 01: Nimero de casos reportados por afios

Afio N° de casos
1999 333
2000° 488
2001 507
2002 423
2003 348
2004 378
2005 364
2006 350

Fuente: Anuario estadistico, 2007 (INS)

La incidencia de la enfermedad a lo largo de los ocho afios se mantuvo casi
constante, se observa un incremento considerable de la enfermedad en el
afno 2001 en mas alto namero de casos con 507.
1.9.2Descripcion de la Enfermedad

Enfermedad polimérfica de la piel y las mucosas causada por diferentes
protozoarios del género Leishmania, que son parasitos intracelulares
obligados en el hombre y otros mamiferos. (Ampuero, 2000)

La enfermedad se inicia con la aparicion de una papula que se hace mas
grande y luego se torna en Ulcera indolora. En ofros casos, diversas
especies se multiplican y dan lesiones de mucosas (espundia), aun cuando
hayan pasado afos de la lesion primaria. Tales secuelas incluyen los tejidos
nasofaringeos; cursan con destruccion tisular progresiva, a menudo con la
presencia de pocos parasitos, dejando desfiguraciones en el rostro. (MINSA,

2006)
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1.9.3 Tipos de Leishmaniasis

Las manifestaciones clinicas de la leishmania, depende de las especies de
Leishmania involucradas en la infeccion y de la respuesta inmune del
individuo infectado, generando una gran variedad de manifestaciones
clinicas, las cuales se encuentran agrupadas en tres categorias clinicas:
Leishmaniasis cutanea, Leishmaniasis mucosa y leishmaniasis visceral.

(Cardona, 2006)

1.9.3.1 Leishmaniasis Cutanea

La leishmaniasis cutanea es producida por un amplia variedad de especies
de leishmania relacionadas genéticamente, las cuales combinadas con los
mecanismo del sistema inmune del hospedero dan como resultados un gran
espectro de manifestaciones clinicas, histopatolégicas e inmunopatolégicas.
Las principales manifestaciones clinicas son papulas eritematosas en areas
expuestas del cuerpo donde vectores infectados se han alimentado. El
periodo de incubacion puede ser tan corto como 1-2 semanas o tan
prolongado como 1-2 meses. La lesi6én temprana puede presentar prurito
pero no dolor, la ulcera puede permanecer relativamente seca con una
costra o puede exudar material purulento. Ocasionalmente las ulceras se
curan de manera espontanea, pero pueden persistir por un afno sin

tratamiento. (Chester. y col., 1994)

Figura N° 07: Pacientes con leishmania cutanea

et

i,

Fuente: Neyra, 1997
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1.9.3.2 Leishmania Mucosa
Este tipo de leishmania se caracteriza por formar Ulceras y erosion tisular
(boca, lengua, encias, labios, nariz, y tabique nasal). Generando
obstruccién, hemorragia y goteo nasal, Dificultad para deglutir (disfagia)
con compromiso esofagico, dificultad para respirar con compromiso traqueal,
pueden formarse lesiones mas pequefas alrededor de la UGlcera (lesiones

satélites). (Chester. y col., 1994)

Figura N° 08: Lesion de Leishmaniasis mucosa

Fuente: OMS, 2002

1.9.3.3 Leishmania Visceral
Es una infeccion diseminada a otros organos producida por el subgénero
L. (Leishmania) e incluye L. donovani y L. infantum en el Viejo Mundo y
L. chagasi en el Nuevo Mundo. Afecta a nifios y adolescentes, siendo mas
frecuente en nifios menores de 5 afios. Comprende desde una infeccion
asintomatica, hasta una infeccion que se establece en 6rganos y tejidos que
poseen abundantes células del sistema mononuclear fagocitico como son
higado, bazo y médula 6sea. Se caracteriza por presencia de fiebre, pérdida
de peso hepatomegalia y esplenomegalia e inmunidad comprometida con
mayor susceptibilidad a presentar infecciones bacterianas (tuberculosis,

Neumonia, entre otros). El periodo de incubacién suele ser varias semanas
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o0 meses y las manifestaciones son fiebre, color gris de la piel (de ahi el

término Hinda de kala-azar / fiebre negra), esplenomegalia y hepatomegalias

progresivas, también es comin una linfoadenopatias periférica, incluyen

trombocitopenia. (Chester. y col., 1994)

Figura N° 09: Paciente con leishmania visceral

Fuente: Celentano, 2004

1.9.4El parasito: Leishmania
1.9.4.1 Posicion taxonémica de Leishmania
Posicién sistematica segin Rioux y Lanotte (1993)
Reino: Protista
Sub Reino: Protozoa
Phyllum: Sarcomastigophora
SubPhyllum: Mastigophora
Clase: Zoomastigophora
Orden: Kinetoplastida
Familia: Trypanosomatidae
Género: Leishmania
Sub género: Viannia
Especie:

Leishmania (Viannia) braziliensis (Viannia, 1911)
Leishmania (Viannia) guyanensis (FI6ch, 1954)

Leishmania (Viannia) panamensis (Lainson y Shaw, 1972)
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1.9.4.2 Morfologia

Desde el punto de vista morfolégico los agentes etiolégicos de las
Leishmaniasis son indistinguibles entre si, pero producen en el hombre
cuadros clinicos mas o menos caracteristicos; las leishmaniasis son

parasitos que presentan dos formas evolutivas fundamentales. (Gutiérrez;

2003)

a) Amastigotes: Se caracterizan por ser de forma redondeada u oval, de 2
a 7um de diametro, tiene membrana citoplasmatica, nucleo esférico y
compacto, cromatina granulosa, kinetoplasto de forma bacilar y rizoplasto
que dara origen al flagelo en la etapa siguiente, esta forma es intracelular
obligada y se encuentra en el hospedador vertebrado. (Gallego, 2000)

Figura N° 10: Amastigotes de Leishmania, de forma ovoide y sin flagelo

o

[
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Fuente: Chester, 1994

b) Promastigotes: Fusiforme, extracelular y mévil, presenta un tamarno
superior variando entre los 10 — 30 ym de largo y los 1,5 — 3 ym de
ancho, posee nucleo central y blefaroblasto situado en posicion muy
anterior al ntcleo, donde se origina el flagelo que, sin formar membrana
ondulante, emerge por la porcidon mas anterior del parasito, ésta forma se

encuentra en el mosquito trasmisor y en medios de cultivo. La forma




promastigote presenta un kinetoplasto bastoniforme. claramente
prenuclear. (Gallego, 2000)

Figura N° 11: Promastigotes de Leishmania

Fuente: Chester, 1994

1.9.4.3 Ciclo Biolégico

El ciclo biolégico de Leishmania transcurre en el intestino de los insectos
vectores y en los tejidos de un hospedero vertebrado. Sélo la hembra del
insecto vector es capaz de transmitir la infeccién, adquiriéndola con la
ingestion de sangre de animales infectados. Estos mosquitos hemat6fagos
absorben sangre infectada con amastigotes de Leishmania, transformandose
en promastigotes en el intestino medio del vector, donde después de la
ingestion de los parasitos la transformacion de estos al estado de
promastigote es muy rapida, comenzando ésta en 24 - 36 horas (Killick,
1990).

Al cabo de 8 dias los promastigotes migran hacia la faringe del insecto
atraidos posiblemente por el azlcar presente. Estas ultimas formas son los
promastigotes metaciclicos, formas infectivas para el mamifero tras la
picadura del mosquito, en el cuerpo humano o en otros animales

susceptibles (Ampuero, 2000)
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Figura N° 12: Ciclo de vida de Leishmania sp.
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1.9.5 Tratamiento utilizado para la leishmaniasis
La infeccion es tratada cominmente con antimonio pentavalente en la forma
de Estibogluconato de sodio (Pentostam) o Antimoniato de
N-metilglucamina (Glucantime) y con Pentamidina o Anfotericina B. Esas
drogas son potencialmente toxicas y generalmente adminisiradas en

hospitales. (Mishra, 2007)
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Figura N° 13: Medicamentos utilizados en el tratamiento de la leishmaniasis

\Ip/t’\/\/\z(m COOH  COOH Nt
N NIb H OH g0
At Perttanii dina i /\Xk

Y o 0’ |I)(I(\

CH

OH OH
(':H;,, [} :
j | o - Pertostamd

OH 0 O OH OH OH O
S oo
H
\/\//\/\/\/\///\/ H(H\H,L' (H\( H
H‘” ()LH
N |<
— H‘l‘ 7 ()(H
Anftericina B
e N, ‘IHH ( HOH
% (HOH G-HOH
H” (Bt} .
(HOH C-HNHCH,
O 1 Glucmtine &
NN
va\‘/\/\/v\(f N L"u[‘
Miltelising :

Fuente: Cardona, 2006

Actualmente se esta evaluando el uso de la Miltefosina, un medicamento de
administracion oral, inicialmente desarrollado como agente antitumoral y que
ha demostrado ser muy eficaz para el tratamiento de la leishmaniasis
visceral en la India. La principal limitacion de la Miltefosina es su
teratogenicidad por lo que estd contraindicado su uso en mujeres
embarazadas. (Croft, 2003)Aunque la situacion de la quimioterapia de la
leishmaniasis es promisoria, aun no se dispone de un medicamento
adecuado. (Robledo, 2008)
1.9.5.1 Mecanismos de accion de los antimoniales pentavalentes

Los antimoniales pentavalentes inducen a la muerte de los amastigotes al
inhibir enzimas glicoliticas (disminuyendo la produccion de ATP),

oxidacion de acidos grasos (Mishra, 2007) y la accion de la topoisomerasa |
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de Leishmania, afectandose asi procesos como el superenrollamiento y

desenrollamiento del ADN necesarios en el proceso de duplicacion del ADN.

(Lucumi, 1998).

En el caso de pentamidina esta se acumula en las mitocondrias, actuando

sobre las poliamidas; y la Anfotericina B interactlla con ergosterol presentes

en las membranas. (Celentano, 2004)

Figura N° 14: Mecanismos de accion de Anfotericina B, Pentamidina y Miltefosina
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40



CAPITULO I
MATERIALES Y METODOS
2.1 ZONA DE COLECTA DEL HONGO Pycnoporus sanguineus

Abarca el territorio correspondiente a su distribucion natural, por lo que la
colecta de los carpéforos se realizoé en el distrito de Quellouno, puede ser
colectada tanto en época de lluvia como en época de seca debido a que es
un género de crecimiento perenne y distribucién cosmopolita.
Quellouno se caracteriza por tener precipitaciones anuales de 1142 mm y
una temperatura anual de 24.43 °C (SENAMHI, 2007).
El distrito politicamente pertenece a la provincia de la Convencion,
Departamento del Cusco. Fue creado por ley N° 24553, el primero de
octubre de 1986. Localizado al Noreste de la ciudad de Quillabamba, capital
de la Convencidn y geograficamente se encuentra en la cuenca de Yanatile.
Ubicandose en las siguientes coordenadas vy latitud:

Latitud sur : 12°38’ Sur

Longitud : 72° 31" 137 Oeste.

Altitud : 800 m.s.n.m.

El distrito de Quellouno limita:

Por el Norte : Con el distrito de Echarati y La regién de Madre de Dios

Por el Sur : Con el Distrito de Occobamba y las provincias de Calca y
Paucartambo

Por el Este : Con la regién de Madre de Dios.

Por el Oeste  : Con el Distrito de Echarate.

Las muestras colectadas fueron llevadas al laboratorio del Centro de

Investigacion y Produccion de Hongos Alimenticios y Medicinales (CIPHAM)
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de la Facultad de Ciencias Biologicas, donde se realizo el aislamiento y el
cultivo del hongo, posteriormente se procedié a la obtencién del extracto
crudo en el Laboratorio de Quimica Organica de la Facultad de Ciencias
Quimicas, Fisicas y Matematicas. Ambos laboratorios de la Universidad

Nacional de San Antonio Abad del Cusco.

Mapa N° 01: Mapa politico administrativo de la provincia de La Convencién,
departamento de Cusco
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2.2 MATERIALES
2.2.1 Material Biolégico (
% Cuerpos fructiferos de Pycnoporus sanguineus (L: Fr) Murr.
% Quistes de Artemia salina Leach.
s Cepasdeleishmania (Viannia)braziliensis; Leishmania ( Viannia)
guyanesis, Leishmania (Viannia) panamensis y Leishmania spp.
2.2.2Equipos y Aparatos

o

% Altimetro (Brunton ADC - SUMMIT).

()
0.0

Autoclave. (Wolf KL - 17).
% Balanza analitica. (Kasell. GR - 200).
% Bafio Maria. (UNIVEBA L - 110).
+ Camara fotografica (Canon PowerShot - SD780 |S).
% Espectrofotémetro (Thermo - Evolution 300).
% Estufa eléctrica (Memmert CT - 247).
< GPS (Garmin - Nuvi 1350T).
% Incubadora. (Esztergon LP - 114).
% Microscopio Bioldgico (Leica - CME).
< Microscopio Estereoscopico (Leica - 7GA9).
% Refrigeradora. (Coldex RSE - 14).
% Rotovapor (B.U.C.H.l -R215 type: U - 850).
% Termohigrémetro (Radio Shark TK - 76102).
2.2.3Reactivos
% Acetato de etilo quimicamente puro.
< Acetona quimicamente puro.

% Cloroformo quimicamente puro.
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@,

+ Hexano quimicamente puro.
% Metanol quimicamente puro.

< Etanol quimicamente puro.

L)
L <4

Etanol al 70 %.

« Etanol al 80 %.

<

R/
L4

Aceite de inmersion.

9,
°o

2.2.4 Medios de cultivo comerciales
% Agar extracto de Malta (EMA) Difco™
< Agar papa dextrosa (PDA) Difco™
% Agar Sabouraud. Difco™
% Blood Agar. Difco™
2.2.5 Medio de cultivo preparado
% Agar basado en cerveza (MBC)
2.2.6 Otro materiales
< Camara de Neubauer (Kittel - GLASER)

L >

% Recipiente con tapa.

9,

% Bolsas de papel.

% Bolsas de polipropileno.
+ Ventiladores pequefios.
+ Regla milimétrica.

o
o

*

Cintas indicadoras de pH (Merck S.A)

Dilucién de antibiético (Cloramfenicol 0,05 %).
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2.3 METODOS

2.3.1COLECTA DEL HONGO MEDICINAL Pycnoporus sanguineus
Los carpéforos del hongo Pycnoporus sanguineus se colectaron lo mas
sanos posibles del sustrato con [a ayuda de una cuchilla, extrayéndolos
cuidadosamente, seguidamente se Iimpiéron y almacenaron en sobres de
papel. Se registraron en la ficha de colecta (ver anexos) las caracteristicas
morfologicas de la especie y del sustrato. (Robledo, 2006)

2.3.2CULTIVO DEL. HONGO Pycnoporus sanguineus

2.3.2.1 Aislamiento a partir de pseudotejido del hongo Pycnoporus |

sanguineus

En un ambiente estéril, se colocé el hongo el cual debe de estar en buen
estado, libre de tierra y o insectos; se partié el hongo de manera longitudinal
con la mano y la ayuda de una pinza estéril, fria, se tomé fragmentos del
pseudotejido y se colocd en placas de Petri con medio de cultivo PDA a los
cuales se les aplicé dilucion de cloranfenicol al 0,05% para evitar la
contaminacién por bacterias. (Modificado de Sanchez, 2001)
Las placas con los fragmentos del pseudotejido del hongo, se incuban en la
oscuridad a 25°C (Temperatura promedio anual a la que crece en su
habitat). Las placas fueron monitoreadas cada 48 horas después del
aislamiento, seleccionando aquellas que presentaron crecimiento del micelio,
estas fueron repicadas obteniendo asi placas con micelio del hongo; sin

contaminantes. (Modificado de Saldarriaga, 2001)
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2.3.2.2 Seleccion del medio de cultivo OJptimo para la propagacion de
micelio del hongo Pycnoporus sanguineus
Los medios sintéticos usados fueron Agar Papa Dextrosa (PDA), Agar
Extracto de Malta (EMA), Agar Sabouraud (AS) y el medio de cultivo
preparado es el basado en Cerveza (MBC) reportado por Vidovic en 1999
estos fueron esterilizados a 121°C por 15 minutos.
Para las condiciones de estudio del crecimiento micelial se procedi6é a la
adaptacién del micelio del hongo en los diferentes medios de cultivo que se
evaluaron. Una vez esterilizados los medios, se vierten 20 ml en cada placa
de Petri de 9 cm de diametro. Para la siembra se utilizé un inoculo de 8 mm
de diametro procedente de micelio joven de P. sanguineus, colocandolos en
el centro de la placa con el mismo medio del cual proviene el inoculo. La
incubacion se realizé en oscuridad a 25°C; todas las pruebas se ejecutaron
por triplicado. Se midi6 diariamente el didmetro de la colonia a partir del
inéculo. Con los datos de crecimiento diario de la colonia se calcul6 la
velocidad de crecimiento micelial, considerando el desarrollo hasta que
invada por completo la placa. (Bermldez, 2007)Se utilizé la siguiente
formula para calcular la velocidad de crecimiento. (Martinez, C.; 1993):

VC = (D¢ — D;)/T

Donde

VC : Velocidad de crecimiento micelial
D¢ : Diametro final de la colonia

Di : Diametro inicial de la colonia

T : Tiempo de crecimiento micelial

2.3.3.2.1 Tratamiento estadistico
Las diferencias entre las velocidades de crecimiento del diametro de la
colonia fueron corroboradas mediante el andlisis de varianza (ANOVA).

Prueba estadistica que permite observar y afirmar la existencia o no de
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diferencias significativas entre los promedios de las repeticiones (1, II, Ill) de
los cuatro tratamientos que se trabajaron (PDA, EMA, MBC y AS).

Se plantea la hipétesis nula (Hp)que todos los tratamientos tiene medias
iguales y la hipotesis alterna (H;) que al menos un par de tratamientos no
tiene medias iguales. (Wayne, 2002)

Ho: 21 = Xz =73 =74
H¢: No todas X, son iguales

Se calculé el estadistico de la prueba: donde se rechaza la hipotesis nula
(Ho) si el valor F calculado es mayor o igual al valor del F tabular. (Wayne,
2002)
2.3.2.3 Produccion de Spawn “semilla de hongo”

Los granos de trigo fueron lavados con abundante agua, las semillas no
viables y aquellas que flotan sobre el agua fueron eliminadas
cuidadosamente, luego, el trigo se hirvié hasta que el grano obtenga un 50%
de humedad (determinado por gravimetria). Cuando los granos de trigo
alcanzaron la humedad adecuada son retiraron del calor, se escurrieron y
distribuyeron sobre bandejas para eliminar el exceso de humedad (Sanchez,
2001). Por kilo de grano hidratado se agregé 12 gramos de yeso
(CaS04.2H,0) y 3 gramos de carbonato de calcio (CaCOs); el yeso para
evitar que la semilla se pegue y el carbonato de calcio para corregir el pH de
5,8 a 6,5 estos valores fueron medidos con cintas indicadoras de pH.(Gaitan,
2006)

El trigo se colocd en las bolsas de polipropileno y fueron llenadas en tres
cuartas partes de su volumen. En este punto las bolsas estan listas para la
esterilizacién en una autoclave a 121°C por 20 minutos. Las bolsas fueron
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enfriadas a temperatura ambiente. La inoculacién con cultivo micelial se
realizo con la ayuda de un mechero Bunsen que permitié proteger el material -
cada vez que se abri6 la bolsa para introducir el inoculo. El micelio que
crecié sobre una placa Petri con medio de cultivo fue cortado con un bisturi
en pequefios cuadros o trozos y transferidos a los granos estériles. Las
bolsas con grano inoculado se incubaron a 25°C, en oscuridad; cuando se
observé un crecimiento vigoroso del micelio se procedi6 a agitar las bolsas
cada 4 dias para soltar los granos, hasta que el micelio haya cubierto
completamente todos los granos. (Lépez, 2007).
2.3.2.4 Preparacion de Sustrato

Se utilizaron dos desechos industriales (Cascara de cacao y aserrin)
procedentes de la Centro de produccion de Chocolates y de la Carpinteria,
ambos pertenecientes a la Universidad Nacional de San Antonio abad del
Cusco, realizando diferentes formulas que se presentan en la tabla 02.

Tabla N° 02: Formulas de sustratos para el cultivo de Pycnoporus sanguineus

Formula Sustrato principal Fuente de nitrégeno | Suplemento
SAP 99 % de Aserrin * 1% de yeso.
SAS 80 % de Aserrin '19% de salvado de arroz | 1% de yeso.
SCP 99 % de cascara de cacao * 1% de yeso.
SCS 80 % de cascara de cacao 19% de salvado de arroz | 1% de yeso.

50 % cascara de cacao + 49 % * o
SCA de aserrin 1% de yeso

NOTA: * No se utiliz6 salvado de arroz

Para la preparacion de los sustratos se consiguieron los insumos secos y se
eliminaron las particulas grandes dejando las particulas de 2 a 5mm de

aserrin y de la cascara de cacao luego se mezclaron en las proporciones
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correspondientes. Los insumos se humidificaron, remojandolos en agua por
dos dias, hasta alcanzar la humedad requerida de 65 %, se tomo el peso
inicial y al terminar el proceso de hidratacién se tomo el peso final para
observar si el sustrato incremento un 65 % en proporcion al peso inicial, esta
humedad no debe ser superficial, sino que el sustrato debe estar hidratado,
de tal forma que al tocarlo se sienta humedo pero no moje las manos, en
caso se apriete no debe escurrir agua entre los dedos, luego se agregé el
yeso homogenizando la mezcla, con la finalidad de obtener un valor optimo
de pH del sustrato para el crecimiento micelial es de 5,0 a 6,5. Se colocaron
los sustratos en bolsas de polipropileno de 1Kg y se pasteuriz6 por 7 horas a
80. °C en un cilindro acondicionado. Cada sustrato fue preparado por
triplicado. (Mush World, 2005)

| 2.3.2.5 Inoculacién e Incubacion
Despues de la pasteurizacion, las bolsas se enfriaron a temperatura
ambiente, procediendose a la la inoculacidon con 30gr de spawn “semilla de
hongo” por kilogramo de sustrato (Tasa de inoculaciéon de 3 %). (Sanchez,
2001 y Fernandez, 2004)
La incubacion se realizO en un ambiente cerrado a una temperatura
promedio de 16°C sin iluminacion ya que la luz inhibe el crecimiento
extencivo del micelio vegetativo. (Deacon, 2006); se incubo hasta que las
bolsas esten completamente invadidas por el micelio. (Garcia, 2003)

2.3.2.6 Induccidn de la fructificacion

Las bolsas invadidas completamente por el micelio fueron transportadas a
un ambiente acondicionado, recubierto por plastico para evitar la perdida de

humedad. Para la induccién a Ia fructificacion se controlaron los parametros:
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Temperatura ambiente de 16°C, humedad relativa de 80% conservada
mediante el riego realizado dos veces al dia; ambos parametros registrados
por un termohigrometro, la iluminacion se logré mediante lamparas
fluorescentes encendidas entre 8 y 10 horas por dia; la oxigenacion se logré
recirculando el aire con la ayuda de ventiladorespequefos. (Modificado de
Garcia, 2003)

2.3.2.7 Cosecha
La recoleccién se hizo en forma manual cortando con una cuchilla estéril y el
peso de los carpoforos se determiné inmediatamente después de su corte,
en una balanza analitica, este procedimiento se realizé6 durante las tres
cosechas recomendadas en la biotecnologia del cultivo de hongos.
(Staments, 1993 y Fernandez, 2004)

2.3.2.8 Evaluacion de la Produccion.
La productividad se evalué en funcion a ias tres cosechas obtenidas,
tomando en cuenta los siguientes parametros:

e Ciclo de cultivo (CC): Tiempo transcurrido desde la inoculaciéon del
spawn o “semilla del hongo” en el sustrato, hasta el ultimo dia de
produccion.(Acosta, 2010)

¢ Rendimiento (R): Definido como la relacién en porcentaje del peso de
hongos frescos y el peso hiimedo del sustrato. (Martinez, 1993)

Peso de hongos frescos

= 0
Peso del sustrato hlimedo x100%

o Eficiencia biolégica (EB): Definida como la relacién en porcentaje del
peso de hongos frescos y el peso seco del sustrato.(Martinez, 1993)

__ peso de hongos frescos

= 0
EB Peso del sustrato seco %100 %
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¢ Tasa de produccion (TP): Definida como la relacién en porcentaje de la
eficiencia biol6gica y los dias transcurridos desde la siembra hasta el
ultimo dia de produccion. (Sanchez, 2001)

Eficiencia Biolbgica
TP = f gica

Ciclo de cultivo 0

Segln establece la tecnologia del cultivo de hongos se considera una
produccion aceptable cuando el rendimiento (R) es superior al 10 %, y la
eficiencia biolégica (EB) es mayor al 40 %, esto determina que el proceso
sea factible econédmicamente. (Martinez, 1993).
2.3.2.8.1 Tratamiento estadistico
Para comprobar estadisticamente si existe o no variacién significativa se
realizd la prueba de t-Student, prueba estadistico que permitié establecer la
diferencia o igualdad entre los parametros de Rendimiento (R), eficiencia
biolégica (EB) y tasa de produccion (TP), con las siguientes
hipotesis(Wayne, 2002):
Ho: X; = X,
Hi: X; # X,
Donde se rechaza la hipétesis nula (Ho) si el valor T calculado es mayor o
igual al valor del T tabular. (Wayne, 2002)
2.3.30BTENCION DEL EXTRACTO CRUDO DEL HONGO Pycnoporus
sanguineus
2.3.3.1 Pruebas de solubiiidad
Las pruebas de solubilidad se realizaron con solventes de polaridad
creciente (Acetato de etilo, Acetona, Cloroformo, Hexano, Metanol, Etanol
puro, Etanol al 80 %, Etanol al 70 % y Agua destilada).
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Se picaron los cuerpos fructiferos del hongo P. sanguineus hasta obtener
particulas de 2 mm aproximadamente, luego se colocaron en tubos de
ensayo y se agregé a cada tubo un solvente diferente, observandose la
intensidad de color en cada caso, después de 5, 10 y 30 minutos se
observo y anotd la coloracion, de este modo se determiné la solubilidad
cualitativamente. (Lock, 1997)
2.3.3.2 Obtencion del extracto crudo

Los cuerpos fructiferos se secaron en una estufa a 45 °C por 48 horas,
los cuales se picaron hasta obtener particulas de 5 mm
aproximadamente, se pes6 50g del hongo picado. La muestra se coloco
en un frasco de vidrio y se agreg6é 250ml del solvente macerandose por 7
dias en oscuridad; transcurrido el tiempo de maceracion se procedio a
filtrar los extractos utilizando papel filtro con poro de 11 pym de diametro, el
filtrado se almacena en oscuridad, al residuo del hongo que queda se le
agréga 250 ml del solvente y se deja macerando en oscuridad
nuevamente por 7 dias, este proceso se repiti6 una vez mas (extraccion
por agotamiento). Los tres filtrados obtenidos se mezclan y se llevan al
rotavapor para eliminar el solvente por evaporacion, a una presion de 80
mbar y 40°C (Temperatura de evaporaciéon para el etanol). El extracto
crudo obtenido se mantuvo en una estufa a 45°C por 48 horas para
eliminar por completo residuos de solvente y agua. (Lock, 1997) Este
proceso se realizé individuaimente para los cuerpos fructiferos silvestres y

los cultivados.
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2.3.4BIOTOXICIDAD EN Artemia salina Leach.

2.3.4.1 Cultivo de Artemia salina
Se utilizé el producto Artemia — mix (mezcla de huevos de Arfemia salina y
sal) marca SERA ®, que contiene 18 g de la mezcla. El cultivo de Arfemia
salina se realizé6 en un recipiente transparente de forma cilindrica y base
cbnica, con un volumen de 300 cm?®, conectado en la base a un oxigenador
de acuario; a este recipiente se le agreg6 la mezcla de huevos de Arfemia
salina y sal, disuelta en 500ml de agua destilada. Todo esto fue incubado a
una temperatura de 27°C con luz continua, durante el tiempo de incubacion
se mantuvo un flujo constante de aire para garantizar la eclosioén. Luego de
48 horas se obtuvieron los nauplios que fueron utilizados en el bioensayo.
(Gonzales, 2007).

2.3.4.2 Preparacion de extractos y adicion de nauplios
A partir delos residuos secos de los extractos etanélicos obtenidos de los
carpoforos silvestres y cultivados del hongo Pycnoporus sanguineus, se
preparé con agua destilada una solucion patron de 1000 mg de extracto por
litro de solucioén, del cual se realizé ocho diluciones de 6, 10, 24, 50, 100,
240, 500 y 1000 ug/mL de concentracion, que son un rango preliminar de
concentraciones para bioensayos. Todas las diluciones se hicieron con la
solucion salina en la crecen los nauplios de Arfemia salina. (Ver anexos)
Se adicion6 5 mililitros de cada dilucién del extracto en tubos de ensayo, se
transfirieron diez nauplios de Arfemia salina en cada tubo con una pipeta
Pasteur, paralelamente se préparé un blanco por dilucién de extracto de la
siguiente forma: Se tomaron 10 nauplios en un tubo de ensayo y se

completo el volumen de cada uno a 5 mililitros con ‘solucion salina en la cual
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estaban los nauplios. Las ocho concentraciones y el blanco se trabajaron por
triplicado. Se incubaron los tubos a 27°C con iluminacién continua durante
48 horas, al cabo de los cuales se contd el nimero de nauplios muertos en
cada tubo. (Flores, 1999)

2.3.4.3 Determinacion de la dosis letal media (DLsy) mediante el método

Probit

El método Probit mide la relacion entre la intensidad de un estimulo y la
proporciéon de casos que presentan una cierta respuesta a dicho estimulo.
Este procedimiento permite estimar la intensidad necesaria para que un
estimulo llegue a inducir una determinada proporcion de respuestas, como la
dosis letal media. Para la determinacién de la DLsgse contaron los nauplios
muertos en cada extracto y cada blanco, se corrigen las mortalidades
mediante la formula de Abbott y paralelamente se utilizb otra correccién que
se basa en el porcentaje de supervivencia de los individuos, esta correccion
es utilizada en algunos procedimientos encontrados. (Diaz, 2003)

Las formulas de estas correcciones son las siguientes:

M = e — Mp
1—my
Donde:
M = Mortalidad.
Me = mortalidad en el extracto.
mp = mortalidad en el bianco.
r r
m, = — my = —
® n >~ hn

r = Nauplios muertos en el extracto.

r' = Nauplios muertos en el blanco.

n = Numero de individuos.

Como el nimero de individuos es constante (10 en este caso):
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(me — my,)

M = —2 7
AM = G0 mp) ¥

100

Con los datos obtenidos se determin6 la DLsy con el 95% de confianza
utilizando el Método Probit, (Diaz, 2003) El grado de toxicidad del extracto se
definié en funcién del rango en que se encontraron los valores de DLgy de

acuerdo con la tabla 03 que muestra las categorias:

Tabla N° 03: Categorias de toxicidad.

Categoria Rango de Ia concentracion
Extremadamente toxico DLse< 10 pg/mL
Muy téxico 10 pg/mL<DLse<100 ug/mL
Moderadamente téxico 100 pg/mL<DLs; <1 000 pg/mL
No toxico DLso> 1 000 pg/mL

Fuente: Bartolomé, 2004

2.3.5DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD LEISHMANICIDA

2.3.5.1 Cultivo de promastigotes de leishmania
Se utilizo6 el medio bifasico Agar sangre llamado USAMRU rico en nutrientes
necesarios para el crecimiento de promastigotes, este medio consta de dos
fases, una solida y otra liquida. La sangre se obtuvo de conejo fue vertida en
un frasco estéril con perlas de vidrio, para desfibrinarla se agité suavemente
con movimientos rotatorios durante 10 minutos. Se autoclavé el agar a
121°C por 15 minutos, se dejé enfriar a temperatura ambiente; cuando
alcanzd los 56°C aproximadamente, se agregé la sangre desfibrinada y la
solucién stock de antibiéticos (ver anexo). Se homogenizé y repartié el
medio en tubos de cultivo con tapa rosca. Se colocaron los tubos en plano
inclinado y dejaron a medio ambiente hasta que gelifique. Los tubos con

medio de cultivo se refrigeraron a 4°C hasta el momento de su uso. (Evans
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D.; 1989) Las cepas con las que se trabajaron fueron obtenidas a través del
laboratorio Referencial de la Direccién Regional de Salud de Apurimac.
2.3.5.2 Comparacion de la actividad leishmanicida de los extractos de los
carpoforos silvestres y cultivados del hongo Pycnoporus
sanguineus.
Para el ensayo in vitro se utilizaron cultivos de promastigotes de L. (Viannia)
braziliensis, L. (Viannia) panamensis. L. (Viannia) guyanensis y Leishmania
spp. En fase de crecimiento logaritmico. Luego de 3 dias de cultivo a la fase
liqguida de solucion fisiolégica se le afnadié6 el extracto del hongo P.
sanguineus obtenidos de los carpéforos silvestres y cultivados. Se
emplearon concentraciones de 25, 50, 200 y 400 ug/ml de extracto (Ver
anexos); los ensayos se realizaron por ftriplicado para cada cepa de
leishmania, considerando como controles los cultivos sin extracto.
(Alzamora, 2007)
El recuento de parasitos se realizé diariamente desde el primer hasta el
quinto dia de incubacion con los extractos. Para el recuento del parasito se
empleo la camara de Neubauer (400x) lo que ademas permitid evaluar la
supervivencia del parasito, esta altima, relacionada con su movimiento. La
actividad leishmanicida (reduccién en la cantidad de promastigotes) se

determiné aplicando la siguiente formula:

Actividad Leishmanicida = [100 -~ (LZ/ L1> * 100]

Donde:
L4: Es el ndmero de células viables en el cultivo control
L2: Es el namero de células viables después del tratamiento con los extractos.
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El porcentaje de viabilidad se determiné por comparaciéon con el niimero de
promastigotes de los controles. (Alzamora, 2007) Con los datos obtenidos se
determiné la concentracion efectiva media (CEsp) con el 95% de confianza
utilizando el Método Probit. (Diaz, 2003) Para comprobar estadisticamente si
existe o no variacién significativa se realizé la prueba de t-Student, prueba
estadistico que permitid establecer la diferencia o igualdad entre los dos
promedios de la actividad leishmanicida y la concentracion efectiva media
(CEso) de los extractos de los carpéforos silvestres y cultivados calculados
para los 5 dias de evaluacion, con las siguientes hip6tesis (Wayne, 2002):
Ho: X;= X,
Hi: X1 #X,
Donde se rechaza la hipétesis nula (Ho) si el valor T calculado es mayor o

igual al valor del T tabular. (Wayne, 2002)
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CAPITULO I
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 COLECTA DEL HONGO Pycnoporus sanguineus.
Los cuerpos fructiferos silvestres del hongo Pycnoporus sanguineus fueron
colectados de troncos quemados al interior de un cultivo de papayas, que
cuenta con riego por aspersion continuo en el distrito de Quellouno, provincia

de La Convencion, Region del Cusco.

Figura N° 15 y 16. Derecha: Cultivo de papaya. Izquierda: Colecta de los cuerpos

fructiferos del hongo Pycnoporus sanguineus

Figura N° 17. Cuerpos fructiferos del hongo Pycnoporus sanguineus sobre el

sustrato en el gue crece naturalmente
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3.2 CULTIVO DEL HONGO Pycnoporus sanguineus

3.2.1 Aislamiento a partir de pseudotejido
Para el aislamiento por pseudotejido del hongo Pycnoporus sanguineus se
uso tres placas de Petri con medio de cultivo PDA por cada carpéforo

utilizado en el aislamiento.

Tabla N° 04: Grado de desarrollo del micelio del hongo Pycnoporus sanguineus

durante el aislamiento.

Carpéforo| placa | TLECEN
A 2 0
3 +
1 +
B . 2 +
3 0
Leyenda;

++ = crecimiento bueno
+ = crecimiento regular
0 = no presento crecimiento

La TablaO3muestra el grado de desarrollo del micelio a los 12 dias después
del aislamiento; observando que la placa A1 presento crecimiento bueno, las
placas A3, B1 y B2 crecimiento regular; A2 y B3 no desarrollaron micelio.

Del proceso de aislamiento se obtuvieron dos cepas las cuales fueron
codificadas seguin el Cepario del Centro de Investigacién y Produccion de
hongos comestibles y medicinales; la cepa obtenida del carpéforo A se
codifico como CIPHAM-005 y la cepa obtenida del carpéforo B como
CIPHAM-006.

De las dos cepas aisladas (CIPHAM-005 y CIPHAM-006), se utilizé la cepa
CIPHAM-005, porque presento mejor respuesta al proceso de aislamiento,

condiciones de laboratorio y un crecimiento mas rapido, este fenébmeno
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biolégico ocurre debido a que los individuos de cada especie reaccionan de
manera diferente, a los procesos de adaptacion.

Barreto en el afno 1997 concluye que la técnica mas eficaz para el
aislamiento del hongo Auricularia fuscosuccinea, es a partir de pseudotejido
y también es factible a partir de esporas del hongo, aunque la probabilidad
de obtener la cepa es menor que con la técnica anterior.

En el caso del hongo P. sanguineus es recomendable realizar el aislamiento
por medio de pseudotejido debido al himenio poroide que caracteriza a la
especie, el cual no permitié obtener esporada con facilidad, haciendo poco
probable la realizacion del aislamiento por esta técnica.

Figura N° 18. Placa con micelio vegetativo caracteristico de Pycnoporus

sanguineus

—

El miceliq de P. sanguineus tiene caracteristicas especiales que permite
diferenciarlos claramente de otro tipo de hongos que comiunmente presentan
un micelio blanco, contando con las siguientes caracteristicas:

Color : Micelio naranja intenso

Aspecto : Algodonoso

Crecimiento : Radial al ras de la placa
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La coloracién inicial del micelio es blanca, al tercer dia se torna naranja y el

color va intensificandose con los dias y solo se da al entrar en contacto con

el oxigeno.

3.2.2Seleccion del medio de cultivo solido 6ptimo para la propagacion del

micelio vegetativo del hongo Pycnoporus sanguineus.

Al seleccionar el medio de cultivo 6ptimo para la propagacién vegetativo del

hongo Pycnoporus sanguineus permitira conocer mejor la preferencia

nutricional de la especie, de este modo se disminuye el tiempo de incubacion

de las placas y los resultados obtenidos sean tomados como antecedentes

en el caso que se realice un proceso de produccion de mayor escala.

Tabla N° 05: Diametro de la colonia y velocidad de crecimiento micelial del hongo

Pycnoporus sanguineus en cuatro medios de cultivo sélidos.

Diametro de la colonia (mm) Velocidad de
Medios de cUltvo |- e 5 dia | 3 dia |4 dia |57 dia |6 dia | 7o dia | e
| (mm/dia)
PDA 80 | 147 | 280 | 37,7 | 533 | 66,0 | 77.7 10,0
EWA 80 | 167 | 260 | 36,0 | 50,0 | 64,0 | 900 117
WBC 80 | 147 | 247 | 347 | 48,0 | 563 | 65,3 82
AS 80 | 10,0 | 250 | 400 | 53,7 | 67,3 | 76,7 9.8

* Cada resuitado es el promedio de tres repeticiones

Leyenda:

PDA = Papa Dextrosa Agar
EMA = Agar Extracto de Malta

MBC = Medio Basado en Cerveza
= Agar Sabouraud.

AS

La tabla N° 05 muestra el diametro promedio de las tres repeticiones que

presento en micelio del hongo Pycnoporus sanguineus durante los 7 dias de

evaluacion y la velocidad de crecimiento micelial en los diferentes medios de

cultivo.
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Grafico N° 01: Crecimiento del diametro de la colonia del hongo Pycnoporus

sanguineus en cuatro medios de cultivo.
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Leyenda:

PDA = Papa Dextrosa Agar

EMA = Agar Extracto de Malita
MBC = Medio Basado en Cerveza
AS = Agar Sabouraud.

El grafico N° 01, muestra el diametro promedio de las tres repeticiones que
obtuvo el micelio de P. sanguineus al cabo de 7 dias de evaluacion en
cada medio de cultivo, el crecimiento del micelio es homogéneo en los
cuatro medio de cultivo hasta el 5° dia de evaluacion; al 6°dia se observa
diferencias en el crecimiento y al 7° dia la diferencia es mayor observado
que el micelio tuvo mejor crecimiento en el medio EMA con 80 mm de
diametro llenando la placa Petri por completo, seguido del medio PDA con
77.7 mm, en tercer lugar el medio AS con 76.7 mm y en ultimo lugar el

medio basado en cerveza (MBC) con 65.3 mm de didmetro.
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Grafico N° 02: Velocidades de crecimiento del micelio del hongo P. sanguineus en

cuatro medios de cultivo
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Leyenda:

PDA = Papa Dextrosa Agar

EMA = Agar Extracto de Malta
MBC = Medio Basado en Cerveza
AS = Agar Sabouraud.

El grafico N° 02 muestra las velocidades de crecimiento micelial del hongo
Pycnoporus sanguineus en los medios de cultivo evaluados, en primer lugar
el medio EMA con una velocidad de crecimiento de 11,7 mm/dia,
probablemente esto fue posible por la composicion quimica (Ver anexos) de
este medio que cuenta con extracto de malta y dextrosa, disacaridos de facil
degradacion y absorcion, siendo la fuente principal de carbono para el
micelio del hongo; la peptona suministra el nitrégeno requerido por el hongo.

En segundo lugar se encuentra el medio PDA que present6 una velocidad de
10,0 mm/dia, este medio tiene un alto contenido de carbohidratos teniendo
como componente principal infusién de papa mas dextrosa probablemeﬁte el
contenido de nitrogeno es menor en comparacion al medio EMA. En tercer
lugar se encuentra el medio Sabouraud con 9,8 mm/dia, en este caso este

medio presenta mayor contenido de nitrégeno en la caseina y la peptona,
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como fuente de carbono un monosacérido (glucosa) que es consumido
rapidamente por el hongo. En ultimo lugar se encuentra el medio MBC con
una velocidad de 8,2 mm/dia probablemente el crecimiento es menor debido
a su baja contenido de carbohidratos.

Tabla N° 06: Analisis de varianza de la velocidad de crecimiento de la colonia de

Pycnoporus sanguineus en cuatro medios cultivo (mm)

Fuente de variacién SC !GL| CM | Razén de Variacion (RV)- Nivel de
Entre muestras 77.025 | 3 2568 Fc Ft(3;24) Significancia
Dentro de las muestras | 189.24 | 24 | 7.885 0.05 { 0.01 *
Fc=3.25 _
Total 266.265 | 27 | 33.56 3.01 | 4.72 | diferencia significativa

El anadlisis estadistico de varianza dio como resultado que el valor del F
calculado (Fc) para la razén de varianza, es mayor que F tabular (Ft) al 95%
y menor al 99% de confianza; siendo p > 0.05 entonces se rechaza la
hipétesis nula (Ho)y se acepta la hipétesis alterna (H,), es decir que existe
una diferencia significativa entre los promedios de las velocidades de
crecimiento micelial de los cuatro trafamientos evaluados.

Estadisticamente el medio EMA es el mas adecuado para la propagacion del
micelio del hongo P. sanguineus con una velocidad de crecimiento micelial
de 11.7 mm/dia, valor superior al reportado por Acosta en el2010,que utilizé
el medio basado en harina integral de trigo (HIT) con una velocidad de
crecimiento micelial de 9mm/dia para el hongo Pycnoporus sanguineus y a
la reportada por Morales en el 2009, indica que para el hongo medicinal
Schizophylum commune no existe diferencia significativa (p < 0.05) entre los
medios PDA y EMA que presentaron velocidades de crecimiento de 6 y 4

mm/dia respectivamente.
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3.2.30btencion de cuerpos fructiferos cultivados del hongo Pycnoporus
sanguineus

Respecto a la producciéon del Spawn “Semilla fingica”, el tiempo de

colonizacion micelial del hongo Pycnoporus sanguineus en el trigo fue de
28 dias a 25°C.

Figura N° 19: Bolsas con diferentes sustratos inoculadas con spawn “semilla del

hongo” del hongo Pycnoporus sanguineus

Tabla N° 07: Tiempos del ciclo de cultivo en los diferentes sustratos evaluados

SUSTRATOS
ETAPAS | SAP ' SAS | SCP | SCS | SCA
Inoculacion - Induccion | 105 dias | 97dias | * | * |
Induccién - 12 cosecha | 85dias ; 84dfas , * , * "
12 cosecha -22 cosecha | 89 dias | 88dias | * | * s
22 cosecha - 32 cosecha | 97 dias : 96 dias | * : * voo®
TOTAL ' 376 dias . 365 dfas * | * *

Leyenda:

SAP= 99 % de Aserrin + 1 % de yeso

SAS= 80 % de Aserrin + 19 % de salvado de arroz + 1 % de yeso

SCP= 99 % de cascara de cacao + 1 % de yeso

SCS=80 % de cascara de cacao + 19% de salvado de arroz + 1 % de yeso
SCA=50 % cascara de cacao + 49 % de aserrin 1 % de yeso

*No presento invasién micelial
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El micelio el hongo Pycnoporus sanguineus colonizé completamente el
sustrato SAP (99 % de Aserrin + 1 % de yeso) y SAS (80 % de Aserrin + 19
% de salvado de arroz + 1 % de yeso) mientras que no hubo colonizacion en
los sustratos SCP (99 % de cascara de cacao + 1 % de yeso), SCS (80 % de
cascara de cacao + 19% de salvado de arroz + 1 % de yeso) y SCA (50 %
cascara de cacao + 49 % de aserrin 1 % de yeso).

El factor que pudo haber afectado el crecimiento del micelio en los sustratos
que presentaron en su composicion cascara de cacao fue probablemente el
tamafio de particula entre 2 a 5 mm.

Segtn Calvo en 1993 indica que el tamafio de las particulas de la cascara
de cacao que se encuentran entre 1,25 y 4,00 mm dificulta el crecimiento del
hongo sobre el sustrato por la presencia de pectina en la cascara de cacao y
la formacion de gel o mucilago, que es mayor en particulas pequenas.

El proceso de colonizacion completo se dio a la temperatura ambiente de
16°C en un periodo de 97 dias para el sustrato SAS y 105 dias para el
sustrato SAP; transcurrido este periodo las bolsas se trasladaron al ambiente
acondicionado con humedad relativa de 80% y temperatura promedio de
16°C. Las bolsas fueron abiertas por la parte superior, al tercer dia de entrar
en contacto con el oxigeno los bloques fueron tomando el color anaranjado
caracteristico de la especie Pycnoporus sanguineus, los primordios iniciales
se formaron a los ocho dias en promedio; la superficie que seguia cubierta
por la bolsa no pigmenté por lo que se decidié retirar las bolsas por
completo.

A los 84 y 85 dias después de la induccion se obtuvieron cuerpos fructiferos

en los sustratos SAS y SAP respectivamente. Después de la realizacion de
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la primera cosecha de los cuerpos fructiferos, los bloques fueron

.. sumergimos en agua por 24 horas, hidratdndose al doble del peso que
presento el bloque después de la primera cosecha, fue necesario hidratar los
bloques debido a la perdida de humedad de estos y para inducir la segunda
oleada; esta técnica es muy utilizada en el cultivo del hongo Lentinula
edodes “Shitake” para la induccion de la fructificacion por lo que fue
adaptada a nuestra técnica.
A los 88 y 89 dias después se logré la segunda cosecha en los sustratos
SAS y SAP respectivamente, para obtener una tercera cosecha se repitio el
proceso anterior, 96 y 97 dias después se tuvo la tercera cosecha en el
sustratos SAS y SAP respectivamente.

3.2.4Evaluacion de la Produccion

Tabla N° 08: Ciclo de cultivo, Rendimiento, Eficiencia biolégica y tasa de produccién

de la cepa A del hongo Pycnoporus sanguineus en los sustratos SAP y SAS

Cepa Sustrato | CC (Dias) R (%) EB (%) TP
CIPHAM SAP 365 41,98 83,97 0,230
005 SAS 376 30,85 61,70 0,164

SAP =99 % de Aserrin + 1 % de yeso

SAS =80 % de Aserrin + 19 % de salvado de arroz + 1 % de yeso
CcC = Ciclo de Cultivo

R (%) = Rendimiento

EB (%) = Eficiencias Biologica

TP = Tasa de Produccion

La tabla N° 08 muestra los resuitados del Ciclo de cultivo, Rendimiento,
Eficiencia biolégica y tasa de produccién de la cepa CIPHAM-005 del hongo
Pycnoporus sanguineus en los sustratos SAP y SAS; esta cepa tuvo mayor
rendimiento, eficiencia biolégica y tasa de productividad en el sustrato SAS
(80 % de Aserrin + 19 % de salvado de arroz + 1 % de yeso), esto se debe

probablemente a que el sustrato SAS tiene en su composicion una fuente de
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nitrégeno que es el salvado de arroz que también es reportado por Sanchez
en el 2001, en el caso del sustrato SAP no tuvo suplementos de nitrégeno.
Los valores obtenidos se encuentran dentro de los parametros
recomendados en la tecnologia de produccion de hongos.

El ciclo de cultivo en el sustrato SAP duré 11 dias mas que en el sustrato
SAS. El rendimiento obtenido en el sustrato SAS fue de 41,98 % y en el SAP
30,85%; La eficiencia biolégica del sustrato SAS fue 83,97 % y en el sustrato
SAP 61,70%, el sustrato SAS tuvo una mejor tasa de produccién debido a
que tiene un ciclo de cultivo menor y una eficiencia biolégica superior al
presentado en el sustrato SAP. Comparando estadisticamente los valores
obtenidos en los distintos parametros evaluados se determino que existe una
diferencia altamente significativa (p > 0,01) entre los sustratos SAP y SAS;
por lo cual determinamos que el sustrato SAS con 80 % de Aserrin + 19 %
de salvado de arroz + 1 % de yeso es el sustrato 6ptimo para la obtencion
de cuerpos fructiferos del hongo Pycnoporus sanguineus.

La cepa CIPHAM-005 de Pycnoporus sanguineus tuvo un eficiencia
biolégica de 83,97 % y tasa de produccion 0,23 obtenidos en el sustrato SAS
(80 % de Aserrin + 19 % de salvado de arroz + 1 % de yeso) a una
temperatura de 16°C; superiores a los reportados por Acosta (2010) para la
cepa HEMIM-53 de Pycnoporus sanguineus con una eficiencia biolégica de
63,3 % y tasa de produccién de 0,20 sobre aserrin de pino, encino y cedro,

obtenidos a 24°C.
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Figura N° 19 y 20: Derecha primordios a la lzquierda Cuerpos fructiferos del Hongo

Pycnoporus sanguineus en el sustrato (SAS)

3.3 OBTENCION DEL EXTRACTO CRUDO DEL HONGO Pycnoporus
sanguineus

3.3.1 Pruebas de solubilidad

Los resultados de las pruebas de solubilidad se muestran en la siguiente tabla

Tabla N° 09: Resultado de la prueba de solubilidad

Solvente Muestra Resultado
! 3 R
— R .
Cloroformo Pycnoporus sanguineus (picado) I !
. |
Acetato de etilo Pycnoporus sanguineus (picado) I
Metanol puro . Pycnoporus sanguineus (picado) PS i
Etanol puro " Pycnoporus sanguineus (picado) PS
i Etanol 80% Pycnoporus sanguineus (picado) [
Etanol 70% ' Pycnoporus sanguineus (picado) | PS |
| — S, S O
| Agua Destilada | Pycnoporus sanguineus (picado) - PS
i : :
Leyenda:
S: soluble

PS: parcialmente soluble
I: insoluble
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La tabla N° 09 muestra los resultados obtenidos en la prueba de
solubilidad, determinando que el solvente mas adecuado para realizar la
extraccion del solvente es el Etanol al 80%, fue el que presenté mayor
intensidad de color al entrar en contacto con el hongo.

Figura N° 21, 22 y 23: Pruebas de solubilidad

)
Etanol al 80%

Rl

3.3.2 Obtencion del extracto crudo
Las cantidades de extracto obtenido a partir de los cuerpos fructiferos

secos silvestres y cultivados de la especie en estudio se indican en la

~

siguiente tabla.

Tabla N° 10: Cantidad de extracto crudo obtenido

Muestra Peso de la muestra(g) Peso del exiracto(g)
Hongo silvestre 50 1,878
Hongo cultivado 50 2,016

En la tabla N° 10 se indica la cantidad de extracto obtenido a partir de 50
gramos de muestra seca del hongo silvestre y cultivado. Ambas muestras
proporcionaron una cantidad similar de extracto crudo con una diferencia
minima de 0.138 g, esto puede deberse a las condiciones ambientales en la
que los hongos crecieron.

Los hongos silvestres estuvieron expuestos a diferentes factores

ambientales; mientras que los hongos cultivados no estuvieron expuestos a
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ninguno de estos factores, por lo que no hubo deterioro de los carpdforos;
esta podria ser una explicacion de porque se obtuvo mayor cantidad de
extracto en los carpéforos cultivados.

Figura N° 24 y 25: A la derecha Equipo de Rotavapor donde se realizo el proceso

de extraccion, a la lIzquierda extractos de los carpéforos silvestres y cultivados del

hongo Pycnoporus sanguineus

3.4 BIOTOXICIDAD DE LOS EXTRACTOS CRUDOS DE LOS
CARPOFOROS SILVESTRES Y CULTIVADOS DEL HONGO
Pycnoporus sanguineus EN Artemia salina Leach.

Artemia salina es un crustaceo sensible a un amplio rango de compuestos
con actividad biologica y de muy diversas estructuras quimicas planteando
su uso en pruebas de toxicidad.

Figura N° 26 y 27: Derecha quistes de Arfemia salina en camara de cultivo; a la

izquierda vista al microscopio de nauplios de Arfemia salina.

71



Figura N° 28: Conteo de nauplios de Arfemia salina para el bioensayo

1

1. H
[ SO J— |

Tabla N° 11: Mortalidad de los nauplios de A. salina en los extractos crudos de

los carpéforos silvestres y cultivados del hongo Pycnoporus sanguineus

Porcentaje de Mortalidad (%) por concentracién Nivel
- DLy,
Extracto | o neo| © 10 | 24 | 50 100 240 500 1000 | yo/ml de
pg/ml | pg/mi | pg/mi | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml Confianza
Silvestre 10 10 10 10 20 20 50 100 441,2 95%
Cultivado | 0 10 10 10 20 20 30 50 100 | 41504 95%

La tabla N° 11 muestra el porcentaje de mortalidad en las diferentes
concentraciones evaluadas, el porcentaje de mortalidad fue proporcional al
incremento de las concentraciones de cada extracto. Estos datos permitieron
obtener la DLsy de los extractos de los carpéforos silvestres y cultivados,
determinando que la DLsy para el hongo cultivado es 415,04 ug/mL y para el
silvestre es 441,20 ug/mL. El grado de toxicidad de los extractos se
encuentra dentro de la categoria de moderadamente téxico. La DLsg permitié
establecer la concentracidbn maxima a la que puede exponerse al parasito
para que estos mueran por accion del principio activo del extracto de P.
sanguineus y no por toxicidad excesiva debido a que no son citotoxicos, es
decir que la muerte de los nauplios se dio por el principio activo y no porque

haya causado dano celular.
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Figura N° 29: Diferentes concentracioneé de extractos de los carpéforos silvestres y

cultivados del hongo Pycnoporus sanguineus a los que fueron sometidos los

nauplios de Artemia salina

i,
i e
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Correa (2005) reporta una DLsy de 15,4 ug/ml para extractos hexanicos del

hongo Pycnoporus sanguineus este valor esta en la categoria de muy toxico,

debido al solvente que utilizaron. La DLsg del los extractos etanélicos de los

carpoforos silvestres y cultivados del hongo Pycnoporus sanguineus

obtenidos en el presente trabajo de investigacion (441,20 pg/mL y 415,04

pHg/mL son menores en toxicidad.
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3.5 COMPARACION DE LA ACTIVIDAD LEISHMANICIDA DE LOS
EXTRACTOS DE LOS CARPOFOROS SILVESTRES Y CULTIVADOS DEL

HONGO Pycnoporus sanguineus

Tabla N° 12: Actividad leishmanicida en porcentaje de los extractos silvestres y
cultivados del hongo Pycnoporus sanguineus en diferentes especies de leishmania.

Concentraciones
Especie Extracto de los

carpéforos 25 ug/mL 50 ug/mL | 200 ug/mL | 400 ug/mL

Cultivados 15.86 % 29.33 % 44.34 % 87.71%
Leishmania ( V.) braziliensis

Silvestres 9.21% 22.99 % 36.79% 85.66 %

Cultivados 16.15% 2364 % 51.23 % 95.73 %
Leishmania( V.) guyanensis

Silvestres 14.99 % 22.97 % 49.06 % 94.48 %

Cultivados 34.21% 66.19 % 98.24 % 99.18 %
Leishmania ( V.)panamensis

Silvestres 25.50% 58.65 % 95.81 % 98.75 %

Cultivados 9.37 % 18.75% 42.23 % 78.71%
Leishmania spp.

Silvestres 5.39% 15.57 % 31.58 % 77.78%

La tabla N° 12 muestra la actividad leishmanicida de las diferentes
concentraciones de los extractos de los carpéforos silvestres y cultivados del
hongo Pycnoporus sanguineus, comprobandose que esta especie si tiene
actividad leishmanicida.

Observandose mayor porcentaje de mortalidad a la concentracién de
400 ug/mL en ambos extractos, de las cuatro especies de Leishmania
evaluadas la mas susceptible a los extractos fue Leishmania (V.)

panamensis con un porcentaje de mortalidad de 99,18 % y 98,75%;
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Leishmania (V.) guyanensis con 95,73 % y 94,48 %; en tercer lugar
Leishmania (V). braziliensis con 87,71 % y 85,66 % en los extractos de los
carpoforos cultivados y silvestres respectivamente.

La especie que presento menor susceptibilidad a los extractos del hongo fue
la cepa de Leishmania sp. con 78,71 % de mortalidad en el extracto de los
carpoéforos cultivados y 77,74 % en el extracto de los carpoforos silvestres.
En todos los casos el porcentaje de mortalidad del extracto de los carp6foros
cultivados fue mayor, pero estadisticamente con la prueba de T - student se
determind que no existe diferencia significativa (p < 0,05) entre el porcentaje
de actividad leishmanicida de los extractos de los carpéforos silvestres y
cultivados del hongo Pycnoporus sanguineus concluyendo que ambos extra

ambos extractos tienen la misma actividad leishmanicida.

Tabla N° 13: Concentracién efectiva media (CEsy) de los extractos silvestres y

cultivados del hongo Pycnoporus sanguineus.

Especie CEso (g/mi)
Extracto Cultivado Extracto Silvestre
Leishmania (V.) braziliensis 197,76 229,58
Leishmania (V.) guyanensis 172,11 . 180,68
Leishmania (V.)panamensis 37,71 55,72
Leishmania spp. 219,86 278,78

La tabla N° 13 muestra las concentraciones efectivas medias CEsg que es la
concentracion del extracto que provoca una respuesta en un 50 % de la
poblacion evaluada; estos valores permiten realizar comparaciones con otros

trabajos de investigacion.
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Grafico N° 03: Concentracion efectiva media (CEs,) para los extractos cultivados y

silvestres del hongo Pycnoporus sanguineus.
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Para la especie Leishmania (Viannia) braziliensis Rojas, J.; y col, (2009)
reportan la actividad leishmanicida de la especie vegetal Unonopsis

spectabilis con una CE_. - 54,2 ug/mL. Brito, S.; y col. (2006) indica la
50

actividad leishmanicida de la Asteraceae Wedelia trilobata contra los
amastigotes axénicos y promastigotes de Leishmania (Viannia) braziliensis
con una CEsg de 0,25 y 0,78 ug/mL respectivamente y Ruiz, G., y col. (2005)
reporta la actividad leishmanicida de la planta Piper cumanense con una
CEsp de 12,5 ug/ mL en Leishmania (Viannia) braziliensis.

En el presente trabajo de investigacion se obtuvieron CEsq de 197,76 pg/mL
y 229,58 ug/mL de los extractos de los carpéforos cultivados y silvestres
respectivamente para Leishmania (Viannia) braziliensis; valores superiores
encontrados en los reportes anteriores para plantas superiores, se hace esta
comparacion debido a que no se cuenta con reportesvpara Pycnoporus

sanguineus.
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Para la especie Leishmania (Viannia) guyanensis, no se encontraron
antecedentes de actividad leishmanicida de plantas superiores o inferiores,
en el estudio realizado se determino Iaé CEso de los extractos de los
carpéforos cultivados y silvestres de 172,11 y 180,68 pg/mL para
Leishmania (Viannia) guyanensis.

Correa, E. y col., 2005 reporta la actividad leishmanicida de Pycnoporus
sanguineus en amastigotes de Leishmania (Viannia) panamensis con una
CEsp de 4,10 yg/mL. En nuestro trabajo de investigacién se encontré una
actividad leishmanicida de los extractos de los carpoforos silvestres y
cultivados del hongo Pycnoporus sanguineus en promastigotes de
Leishmania (Viannia) panamensis con una CEsp ¢ 55,72 y 37,71 pg/mL
respectivamente; siendo estos valores superiores a los reportados por
Correa 2005.

Para la cepa de Leishmania spp. la CEsp del extracto del hongo cultivado fue
de 219,86 pug/mL y para el extracto del hongo silvestre fue de 278,78 pg/mL.
Rojas, en el 2009 reporta la CEsp de 10 ug/mbL para la pentamidina como
farmaco patroén en contra de leishmania. Todos los valores encontrados en el

estudio son mayores a los reportados en los antecedentes.
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CONCLUSIONES
1. Se logro el aislamiento del micelio del hongo Pycnoporus sanguineus (L.
Fr) Murr. por medio de pseudotejido, obteniendo dos cepas; se determino
como medio de cultivo sélido 6ptimo para la propagaciéon del micelio
vegetativo de Pycnoporus sanguineus (L: Fr) Murr. al Agar Extracto de
Malta (EMA) en la cual se logro una velocidad de crecimiento de

11.7 mm/dia.

2. El sustrato optimo para la obtencién de cuerpos fructiferos del hongo
Pycnoporus sanguineus (L: Fr) Murr.es la mezcla de 80 % Aserrin + 19 %
Salvado de Arroz + 1 % de yeso con un rendimiento (R) de 41.98 %;
eficiencia biolégica de 83.97 % y tasa de producciéon de 0.23 a la

temperatura de 16 °C.

3. La DLspde los extractos crudos de los carpoforos silvestres del hongo
Pycnoporus sanguineus (L: Fr) Murr. es de 441,20 pg/mL y de los
cultivados es 415,04 pug/mL que se encuentran en la categoria de

extractos moderadamente toxicos.

4. Se determindé que los carpéforos del hongo Pycnoporus sanguineus
(L: Fr) Murr. silvestres y cultivados tienen actividad leishmanicida in vitro
sobre promastigotes de leishamania determinado que la concentracion
efectiva media (CEsp) para: Leishmania (Viannia) braziliensis de 229,58 y
197,76 ug/mL; Leishmania (Viannia) guyanensis de 180,68 y 172,11

ug/mL, Leishmania (Viannia) panamensis de 55,72 y 37,71pug/mL y
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Leishmania spp. de 275,78 y 219,86 ug/mL respectivamente; no existe
diferencia significativa (al 95 % de significancia) entre la actividad
leishmanicida de los extractos de los carpéforos silvestres y cultivados en
promastigotes de las cuatro especies de Leishmania evaluadas. Siendo
Leishmania (Viannia) panamensis La especie mas susceptible a los

extractos del hongo Pycnoporus sanguineus (L.: Fr) Murr.
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RECOMENDACIONES
1. Aislar nuevas cepas del hongo Pycnoporus sanguineus (L: Fr) Murr. y
evaluar la actividad leishmanicida de las fracciones de los extractos en
diferentes especies de Leishmania determinando las moléculas
encargadas de la actividad leishmanicida.
2. Continuar con la investigacion evaluando la actividad leishmanicida de
los extractos en amastigotes de leishmania con técnicas como el cultivo

celular.
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ANEXOS

Anexo N° 01: Ficha de colecta

...cm

Textura;
Zonacion:

Contexto

Hifas ligadoras...............c.cceeveneee.
Esporas, Basidios y Cistidios
Forma: ................... Tamano.........

Observaciones:

....................................................

..........................................................
....................................
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Capas de los
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Anexo N° 02: Clave Taxonémica para identificar la especie Pycnoporus

sanguineus
1" Basidiocarpo resupinado ..............coveeriiiiniii i e 2
2’ Himenoforo con poros redondeados...............cocoveeieiiiiiiiiicinnnnn, .3
3 ESPOras liSAS .......cceovniiiit e e e 5
5"  Hifas generativas con fibulas..................ccoiii i 6
6 Tubos y contexto, anaranjados o rojo cinabarinico..... SO 104
104 Tubos y contexto naranjas, rojo latérico o rojo cinabarinico.......... 106

105’ Basidiocarpo anual resupinado, tubos y contexto naranja a rojo
cinabarinico creciendo sobre angiospermas.............c..coceevienene. 107
107’ Basidiocarpo rojo cinabarinico, sistema hifal

trimitico.................. Pycnoporus sanguineus (Ryvarden, L. 199

1)

93



Anexo N° 03: Determinacion taxonémica del hongo Pycnoporus
sanguineus
Caracteristicas Macroscépicas
Basidiocarpo anual 8 x 4 x 1,5 cm, adherido por una base lateral o un
pequefio estipite, delgado coriaceo cuando fresco, duro al secarse.
Superficie del pileo glabrb lustroso con zonacién con ligeras bandas algo
mas claras u oscuras anaranjadas, contextocorchoso fibroso, margen agudo,
himeniotubular con poros circulares, de 5 a 6 por mm. Se encontré sobre un

sustrato lignicola.

Figura N° 01, 02 Y 03: Caracteristicas morfologicas del cuerpo fructifero y

el sustrato donde fue encontrado.
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3.5.1 Caracteristicas Microscopicas
Esporas cilindricas lisas de pared delgada 5,8 um; basidios claviformes,
sistema hifal trimitico con hifas generativas de septos fibulados; hifas

esqueletales y ligadoras de hasta 10 ym de ancho.
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Observacion: Se realizé6 observaciones del pseudotejido sin coloracion,
viendo las hifas esqueletales de pared engrosada, cubierta de granulos de
pigmentos solubles el alcohol.

Figura N° 04: Hifas generativas e hifas esqueletales himeniales
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Figura N° 05: Hifas esqueletales y ligadoras, (del trama)
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Figura N° 06: Basidios claviformes
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Anexo N° 04: Composicion quimica y preparacion de los medios de
cultivo sintéticos
1) Agar Extracto De Malta (Difco™ EMA)

Formula aproximada para 1 L (pH 4.7 +/- 0.2)

Maltosa ..o 12.75¢
Dextrosa.......ccccovviieecciere e 2.75¢g
€117 =T 1o | 2.35g
Peptona.........cooii 0.78g
AJAr.......cciiiiiicr s s 159

Preparacién: Suspenda 33.6 g del polvo en 1 L de agua destilada.
Caliéntese con agitacion frecuente y hierva por 1 minuto hasta que disuelva
completamente. Autoclavar a 121 © C por 15 minutos. Evitar el exceso de
sobrecalentado para tener culturas optimas.

2) Oxoid Sabouraud

Formula aproximada para 1 L (pH 5.7 +/- 0.2)

Digerido pancreatico de caseina...................... 50g
Digerido peptidico de carne fresca.................. 509
Glucosa................ eeeeeeemreee e neeeaeenree s e rnerens 2009

Preparacion: Preparar 30g del medio en un litro de agua destilada. Mezclar
bien y distribuir en recipientes definitivos. Esterilizar en autoclave a 121 °C,
15 minutos.

3) Papa Dextrosa Agar (Difco™ PDA)

Formula aproximada para 1 L

Infusion de papa........ccccceeecccermrieeeeeeee e, 200g
Bacto dextrosa..........ccceccevicimeeeeceeereeeeee 20g
Bacto Agar.........oovrninnnnc e 169

Preparacion: Disolver 39 g de PDA en un litro de agua destilada,

homogenizar y autoclavar y 121 — 124 ° C por 15 minutos.
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4) Medio Basado en Cerveza (MBC)

Formula aproximada para 1 L.

Cerveza
Agua destilada

Bacto Agar

La cerveza contiene:

Anhidrido carbdnico
Etanol

Azucares

Dextrinas

Glicerina

Acidos organicos
Proteinas

Sales minerales

Preparacion: Para preparar el medio se debe mezclar: 15 g de agar- agar,

250 ml de cerveza, 750 ml de agua destilada. Agitar hasta obtener una

mezcla homogénea Autoclavar a 121° C por 15 minutos.

5) Medio USMARU

Solucién fisiolégica

e CINa (0.85 g)

e Agua destilada (100 mL); diluir y autoclavar.

Solucion stock de antibidticos

¢ Sulfato de estreptomicina (0.5 g)

¢ Penicilina sddica (0.5 g)

e Agua destilada (10 mL)
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Anexo N° 05: Crecimiento radial de la colonia de Pycnoporus sanguineus

en cuatro medios cultivo (mm)

Medio Rep. 1°d 2°d 3°d 4d 5°d 6°d 7°d

[ 8.0 18.0 30.0 35.0 48.0 62.0 79.0

] 8.0 12.0 26.0 40.0 62.0 72.0 76.0

1] 8.0 14.0 28.0 38.0 50.0 64.0 78.0

PDA |Promedio 8.0 14.7 28.0 37.7 53.3 66.0 7.7

I 8.0 16.0 24.0 32.0 48.0 62.0 90.0

H 8.0 16.0 26.0 40.0 54.0 60.0 90.0

]| 8.0 18.0 28.0 36.0 48.0 70.0 90.0

EMA | Promedio 8.0 16.7 26.0 36.0 50.0 64.0 80.0

[ 8.0 14.0 28.0 38.0 52.0 61.0 70.0

[ 8.0 16.0 220 34.0 46.0 54.0 62.0

] 8.0 14.0 240 32.0 46.0 54.0 64.0

MBC |Promedio 8.0 14.7 247 34.7 48.0 56.3 65.3

I 8.0 10.0 25.0 40.0 53.0 66.0 74.0

! 8.0 10.0 24.0 38.0 53.0 68.0 78.0

1 8.0 10.0 26.0 420 55.0 68.0 78.0

AS |[Promedio| 8.0 10.0 250 40.0 53.7 67.3 76.7
Leyenda:

PDA: Papa dextrosa Agar

EMA: Agar extracto de Malta

MBC: Medio basado en cerveza
AS: Agar Sabouraud
d: dia
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Anexo N° 06: Tablas de composicion quimica de diferentes sustratos en
porcentajes

Residuo agroindustrial

Carbono total (%p/p)

Nitrogenec total (%op/p)

Aserrin ¥ St .11
Capacho de uchuva ## 2831 1.10
Cascary de arveja +% 2551 2.18
Tuza de maiz ** 18.66 10.85

Fuente :*Escobar, 2002, y **Mojica y Molano, 2006

MATERIAL MATERIA GRASA FIBRA N- MINERALES CALCIO | NITROGENO
SECA LIBRE TOTALES
Roble 93.8 9.3 2.7 29.9 453 6.6 1.49

(Hojas, en

VivQ 0 seco)

Fuente: Staments, 1993.
Material Materia N Grasa Fibra  Extracto Cenizas C/N

orgdnica  total bruta bruta  libre de N

Salvado de trigo 92.9 2.57 4.9 14.1 57.9 71 21.0
Salvado de centeno 94.6 2.69 4.3 7.4 66.1 5.4 20.4
Salvado de cebada 94.1 2.17 3.6 15.4 61.6 59 25.2
Salvado de avena 93.5 1.33 36 224 59.2 6.5 40.8
Salvado de arroz {entero? 88.5 2.32 18.3 11.8 439 11.5 22.1
Salvado de arroz (desgrasado) 87.8 3.17 3.0 13.1 51.9 12.2 6.1
Salvado de maiz 97.3 1.74 8.2 9.8 6GR.5 2.7 324
Bagazo de caiade anicar (1) 97.5 0.18 0.4 51.9 44.0 ) 314.2
Fulpa de café — 0.59 — — — — —
Maguey (2) 91.1 0.36 28 324 hA36 89 146.8
Residuo de algodon 36.9 1.2Y 1.5 52.8 248.5 13.1 39.1
Cascara de semilla ce algodon 97.0 1.00 3.1 47.0 40.6 3.0 55.7
Cascara de cacao (3} 92.2 2.79 5.3 16.1 53.3 7.8 19.2
Cascara de girasol 96.1 0.96 34 534 333 3.9 58.0
Cascara de cacahuete (3) 92.4 2.44 9.7 26.3 41.2 7.6 22.0
Cascarillade arroz (4) 82.5 0.63 1.3 48.1 24.2 17.5 759
Semilla de uva (harina integra) 96.9 1.92 13.2 58.9 12.8 3.1 29.3
Semilladeuva 06.3 1.87 I. 19.6 33.7 3.7 20.9
(harina desgrasada)
Orujo de uva (alcoholeria) 93.2 1.93 4.9 26.7 49.5 6.8 28.0
(hollejo + raspon)
Orujo de uva (alcoholeria) 95.1 1.87 8.6 28.6 46.2 4.9 29.5
(hollejo + raspon + semillas}
Orujillo de aceituna (agotado) 97.7 0.85 1.0 56.5 34.9 2.3 66.7
Orjitlo de aceituna 93.2 1.06 6.9 47.6 32.1 6.8 51.0

(no agotado)

Fuente: Sanchez, 2001.
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Anexo N° 07: Preparacion de las diferentes concentraciones a partir de

la solucion stock para el bioensayo con Artemia salina

CONCENTRACION VOLUMEN DE VOLUMEN DE AFORO
SOLUCION STOCK
AGREGADA
6 pg/mL 0,06 mL 10 mL
10 pg/mL 0,1 mL 10 mL
24 pg/mL 0,24 mL 10 mL
50 pg/mL 0.5mL 10 mL
100 pg/mL 1,0 mL 10 mL
240 pg/mL 24mL 10 mL
500 ug/mL 50mL 10 mL
1000 pg/mL 10 mL 10 mL

Anexo N° 08: Preparacion de las diferentes concentraciones a partir de la

solucion stock para el evaluar la actividad leishmanicida

CONCENTRACION | VOLUMEN DE SOLUCION VOLUMEN DE
STOCK AGREGADA AFORO
25 yg/mL 0,5mL 20 mL
50 pg/mL 1,0mL 20 mL
200 pg/mL 40mL 20 mL
400 pg/mL 8,0mL 20 mL
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Anexo N° 09: Curvas de crecimiento de promastigotes

Al representar el nimero de promastigotes obtenido en los recuentos diarios de

los cultivos se distinguen dos fases de crecimiento de la poblacién de

leishmanias: logaritmica (I ) y estacionaria (O).

Figura N° 07: Curva de crecimiento de promastigotes de Leishmania (V.) guyanensis

N de promastigates x 10 3

L3

1a

14

1z

2
£ \‘r.
S V"""(:-!_
vy
:p .“\"'\.,
s ..
i 3 \Y
/
,:'
£
d
N
!
{
{
o o
!
d
§
;
Ar
=
@
T T T T T T T T —7
L P 4 & ! 7 3 2 Lo

Tiempoddias de cultivol

Figura N° 08: Curva de crecimiento de promastigotes de Leishmania (V.) braziliensis
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Figura N° 09: Curva de crecimiento de promastigotes de Leishmania (V.) panamensis
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Figura N° 11: Curva de crecimiento de promastigotes de Leishmania spp.
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Anexo N° 10: Ntmero de promastigotes X 10° / mL

Leishmania (V.) braziliensis (Extracto Cuitivado)
ug/mi/Dia 1 2 3 4 5
25 12,09 15,14 18,14 14,69 14,12
50 10,98 12,43 16,5 11,65 10,94
200 8,17 115 12,36 9,3 7,63
400 2,94 4,21 2,59 0,32 0,18
Leishmania (V.) braziliensis (Extracto Silvestre)
pg/mL/Dia 1 2 3 4 5
25 12,83 15,44 19,86 17,01 15,08
50 11,37 13,31 18,31 13,83 11,17
200 9,03 12,23 13,74 11,45 9,26
400 3,47 4,5 3,05 0,66 0,28
Leishmania (V.}) guyanensis (Extracto Cultivado)
peg/mL/Dia 1 2 3 4 5
25 7,53 10,23 13,45 12,05 13,39
50 7,31 10,07 13,96 9,97 10,2
200 4,63 6,35 8,41 7,23 6,24
400 0,51 0,62 0,96 0,61 0,14
Leishmania (V.) guyanensis (Extracto Silvestre)
ug/mL/Dia 1 2 3 4 5
25 7,93 11,31 14,06 13,56 10,4
50 7,59 10,78 12,04 10,49 10,61
200 4,7 6,86 8,78 7,51 6,52
400 0,68 0,73 1,06 0,9 0,28
Leishmania (V.). panamensis (Extracto Cultivado)
ug/mt/Dia 1 2 3 4 5
25 3,4 6,25 7,95 6,61 5,95
50 1,82 3,29 4 3,27 3,03
200 0,2 0,33 0,13 0 Q
400 0,15 01 0 0 0

103



Leishmania (V.) panamensis (Extracto Silvestre)

pg/mL/Dia 1 2 3 4 5
25 3,52 7,25 8,75 7,77 7,15
50 2,13 3,95 5,64 3,61 3,75
200 0,58 0,44 0,27 0,21 0
400 0,17 0,18 0,09 0 0
Leishmania spp. (Extracto Cultivado)
pg/mL/Dia 1 2 3 4 5
25 6,9 10,86 13,51 11,73 11,4
50 6,2 9,7 12,42 10,48 10,02
200 5,18 6,76 9,63 3 4,77
400 1,23 2,07 2,79 0,69 0,48
Leishmania spp. {Extracto Silvestre)
pg/mL/Dia 1 2 3 4 5
25 7,46 11,35 13,78 11,97 12,01
50 6,37 9,98 12,99 11,08 10,38
200 6,19 9,6 10,03 9,1 5,37
400 3,39 2,69 3,22 2,19 0,86
CONTROL
Cepa/Dia 1 2 3 4 5
Leishmania (V.) braziliensis 13,35 17,39 20,69 18,65 18,41
Leishmania (V.) guyanensis 9,16 13,2 16,5 14,36 14,22
Leishmania (V.) panamensis 4,92 8,96 12,26 10,09 9,98
Leishmania spp. 7,67 11,71 15,01 12,91 12,73
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Anexo N° 11: Porcentaje de actividad leishmanicida por dia

Leishmania V. braziliensis (Extracto Cultivado)} %

pg/mL/Dia 1 2 3 4 5
25 9.44 1299 12.31 21.23 2331
50 17.75 28.53 20.25 37.54 42.58
200 38.80 33.89 40.28 50.15 58.57
400 77.98 75.77 87.46 98.31 99.04
Leishmania V. braziliensis (Extracto Silvestre) %
pg/mL/Dia 1 2 3 a 5
25 3.90 11.24 4.03 8.77 18.11
50 14.83 23.44 11.51 25.85 39.31
200 32.36 29.68 33.60 38.62 49.71
400 74.01 74.10 85.27 96.46 98.46
Leishmania V. guyanensis (Extracto Cultivado) %
ug/mL/Dia 1 2 3 4 5
25 17.79 22.48 18.50 16.12 5.85
50 20.20 23.72 15.38 30.59 28.29
200 49.45 51.86 49.06 49.67 56.10
400 94.43 95.31 94.18 95.72 99.02
Leishmania V. guyanensis (Extracto Silvestre) %
ug/ml/Dia 1 2 3 4 5
25 13.43 14.34 14.76 5.59 26.83
50 17.14 18.34 27.03 26.97 25.37
200 48.69 48.00 46.78 47.70 54.15
400 92.58 94.48 93.56 93.75 98.05




Leishmania V. panamensis (Extracto Cultivado) %

pg/mL/Dia 1 2 3 4 5
25 30.89 30.21 35.14 34.46 40.37

50 63.01 63.28 67.39 67.57 69.72
200 95.93 96.35 98.91 100.00 100.00
400 96.95 98.96 100.00 100.00 100.00

Leishmania V. panamensis (Extracto Silvestre} %
pg/mL/Dia 1 2 3 4 5

25 28.46 19.01 28.62 22.97 28.44

50 56.71 55.99 53.99 64.19 62.39
200 88.21 95.05 97.83 97.97 100.00
400 96.54 97.92 99.28 100.00 100.00

Leishmania spp. (Extracto Cultivado) %
pg/mL/Dia 1 2 3 4 5
25 10.04 7.29 9.96 9.12 10.43
50 19.17 17.12 17.26 18.87 21.33
200 32.46 42.26 35.84 38.05 62.56
400 83.96 82.33 8142 94.65 96.21
Leishmania spp. (Extracto Silvestre) %
Hg/mL/Dia 1 2 3 4 5

25 2.74 3.10 8.19 7.23 5.69
50 16.95 14.75 13.50 14.15 18.48
200 19.30 18.03 33.19 29.56 57.82
400 55.80 77.05 78.54 83.02 9431
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