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Resumen

RESUMEN

El presente estudio se dividio en dos etapas, la pnmera etapa se aboctd al
establecimiento del medio y las condiciones de cultivo idéneas para el crecimiento de
Aspergillus fumigatus y de la produccidn de gliotoxina, Para eflo se probaron tres
diferentes medios de cultivo liquidos, utilizando una técnica modificada a partir de la de
Jones and Hancock (1988). Los medios tuvieron en comun una base de minerales y
teniendo como diferencia extracto de harina de maiz, extracto de harina de amoz,
extracto maita. Se obtuvo una mayor produccion de biomasa con medio extracto malta.
Se recurrié al método de cromatografia en capa fina, para determinar la presencia de
gliotoxina en los diferentes medios de cultive , empleando un estandar de referencia para
su posterior comparacion, teniendo como resultado una marcada presencia de gliotoxina
en medio de cultivo con extracto malta. Por lo que se decidié que este medio fuera el

medio adecuado para el crecimiento de Aspergillus fumigatus.

La segunda etapa del trabajo se dirigio al estudio de 10 cepas obtenidas de aislamiento
clinico de aspergilosis aviar, encontrando que las cepas 2,3,4,5,7,8, 9 y 10 presentaron
un compuesto que se comporto similar al estandar de gliotoxina. Se llevd a cabo el uso
de cromatografia de liquidos de alta presion ( HPLC ) para determinar la cantidad de
gliotoxina en las cepas a estudiar, obteniendo que las cepas 3 y 8 tuvieron un tiempo de
retencidn similar al estandar. Posteriormente se eligid a la cepa 3 para realizar la
caracterizacion de ia molécula por medio de espectrometria de masas y espectrometria
de infrarrojo, en el espectro de masas se obtuvo un pico de 326 m/z que comesponde al
peso molecular reportado para gliotoxina, en el espectro inframojo se obtuvieron algunos
grupos funcionales de la molécula de gliotoxina. Con esto se confirma que el método
desarrollado para el crecimiento de Aspergillus fumigatus y produccion de gliotoxina fue
el adecuado, puesto que se liego a la confirmacion de la presencia de la molécula de
gliotoxina, mediante espectroscopias de infrarrojo y de masas.

v



Generalidades

GENERALIDADES

GENERO ASPERGILLUS

Los miembros del genero Aspergilfus estan ampliamente distribuidos en la naturaleza,
son frecuentemente reportados en infecciones fungales oportunistas pueden causar
diferentes tipos de enfermedades dependiendo del estado fisiolégico general o local del
huésped y del agente causal que puede ser alergénico, toxigénico o patogénico (Dexter,
1885). Estos hongos, al ser consumidos mediante algunos granos, como el malz, trigo,
frijol, sorgo entre otros, y contener altas concentraciones de Aspergillus pueden causar
en el ganado ovino y bovino, patologias como abortos micéticos, infecciones pulmonares
en aves asl como también toxicosis, incluso en cerdos (Rippon, 1988).

Se han reportado 132 especies y 18 variedades, sin embargo este nimerg se ha
incrementadc en 35 nuevas especies al género (Alexopulus 1985). Unicamente 16
especies y una varedad hanh sido registradas como agentes etioldgicos de
enfermedades en humanos, Aspergillus niger es la tercera especie mas comiin gue
puede causar enfermedades, esta especie y Aspergillus fumigatus son las dos especies
conocidas que producen aspergilomas bolas de hongos en tejido pulmonar.

De las especies de Aspergiflus las mas frecuentemente implicadas en
enfermedades en humanos es Aspergilius fumigatus —entre 50-70%— Aspergiflus flavus
que es la segunda especie mas comdn que causa propagacion de enfermedades, se ha
aislado de lesiones de sinusoides nasales. Aspergiflus se encuentra disperso en el medio
ambiente, como por ejemplo en el agua potable, suelo, vegetales en descomposicion,
pintura humeda, alimentos, polvo y agentes sanitizantes empleados en hospitales. Otras

especies de Aspergillus son.

A. amstelodami A oryzae A. versicolor
A. candidus A restrictus A. caesielius
A. cameus A. sydowi A. clavatus
A. nidulans A. temreus A. avenaceus
A. nidulans A. ustus A, deflectus

var.echinulatus (solo reportado en perros)
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IpENTIFICACION DEL GENERO

El género Aspergifius se caracteriza por la produccién de conidibforos erguidos con
vesicula apical que soporta el esterigma en la cual se producen las cadenas largas de
conidios. El conidiéforo frecuentemente se origina de una célula pie, este puede ser
hiatino, amarillo verde o café terminando en una vesicula féril, pasando de una forma
esférica a ovoide y produce de una a dos series de esterigma en la vesicula formando la
cabeza conidial. La mayoria de la informacion taxondmica acerca de Aspergillus es
obtenida en base al crecimiento en Agar Czapek Dox y en Agar Extracto Malta y a la
morfologia del conidiofor6 (véase figura 1), (Evans y Richardson,1991).

Figura 1, Diferentes estructuras micoticas

Las diferentes especies del genero Aspergillus pueden producir diversas
enfermedades principalmente en aves y humanos, provocando una serie de procesos
patolégicos que incluyen los siguientes:

= Intoxicaciones producidas por la ingestion de alimento contaminado.

« Alergias y secuelas a causa de la existencia de conidias 6 debido al desarrollo

transitorio de! hongo en orificios corporales.

» Colonizacidon de dérganos por el hongo sin que exista diseminacién en las

cavidades perforadas y en los tejidos debilitados.
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+» Enfermedad penetrante, inflamatoria, granulomatosa, necrosante de los
puimones 6 de otro érgano.

» Enfermedad generalizada y diseminada mortal.

Dentro de estas enfermedades el término aspergilosis es usado para identificar
un sindrome clinico que resulta de la infeccién por colonizacion ¢ reaccién alérgica
debido a ta presencia de hongos del genero Aspergiffus.

La aspergilosis fue una de las primeras enfermedades fungicas reconocidas en el
hombre y en los animales. Segun Rippon {1988) menciona que en 1815 Mayer y
Emmert, descrbieron la primera infeccion pulmonar, en 1842 Rayer y Montagne
identificaron Aspergilfus candidus en saco aéreo de un pinzén real .Fresenius en 1850
empled por primera vez el término aspergillosis en su trabajo realizado sobre la infeccidn
fungica del saco aérec de un pdjaro, al microorganismo aislado ie asigno €l nombre de
Aspergillus fumigatus. Con base en estudios reportados por Bennett en 1844 y en 1847
Sluyder acerca de la presencia de Aspergilius y la estrecha relacién con la enfermedad
en humanos, Virchow en 1856 efectio un trabajo acerca de la enfermedad bronquial y
pulmonar en humanos por lo que realizé una descripcion exacta del agente etiologico
que lo identifica como Aspergillus fumigatus. En 1910 ya se habian descrito casi todas
las formas de Aspergilosis en animales (Kwon-Chung and Bennett, 1992; ).

Aspergiloma bolas fungales fue definido segin Eichner (1989) que Debe en
1938, y en 1952 Hinson et al. definieron aspergilosis alérgica broncopulmenar. Sin
embargo fa importancia de aspergilosis invasiva como infeccidn secundaria fue
reconocida mucho después que la forma colonizada ¢ alérgica de la enfermedad.

Desde el punto de vista patdégeno, jos hongos pueden producir enfermedades en
los animales y en los humanos por dos mecanismos; invasion del drgano vivo o
produccion de sustancias llamadas toxinas (micotoxinas) que posteriommente al ser
ingeridas por medio de alimento contaminado, provocan alteraciones en el huésped
dando origen a una micotoxicosis. Las toxinas pueden estar contenidas en las esporas y
en 5us micelios 6 bien ser excretadas como exoloxinas en el sustrato de crecimiento. Si
Iz toxina entra por via digestiva, la adsorcion causa generalmente una reaccién en el
tubo digestivo como hemorragia 6 necrosis. Muchas de las toxinas poseen especificidad
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por un érgano 6 tejido, los ma"s frecuentemente atacados son: higado, rinén y sistema
nervicso.

El problema de micotoxinas alcanza proporciones inimaginables en lo que
respecta al nimero de especies de hongos toxigénicos que contaminan los afimentos y
producen una variedad de metabolitos tdxicos responsables de graves lesiones en
animales y el hombre.

L a importancia sanitaria de las micotoxinas nos puede dar idea de los trastomos
que pueden producir como son:

= Aflatoxicosis (Aspergillus y Penicillium}
+ Leucoencefalomalacia (Fumonisina)

» Fotosensibilidad (Sporidesmina)

+ Estrogenismo (Zearalenona )

« Nefrotoxicosis (Ocratoxina y Citrinina)

La contaminacion de los alimentos para el hombre y los animales por hongos
produciores de toxinas lo pueden hacer por dos formas: habitando como parasito en ias
plantas 6 contaminado diche alimento cosechado, almacenado o procesado debido a la
humedad, temperatura, luminosidad escasa, aireacion defectuosa y otras condiciones
para su crecimiento, esto da motivo ha establecer una division de estos hongos
toxigénicos:

= Los que se desarrollan y producen toxinas en todas las circunstancias

ambientales, por ejemplo A. flavus que produce aflatoxinas.

= los que necesitan un sustrato especifico de la planta causando un

desequitibrio metabdlico y provecando que se produzcan sustancias nocivas,
por ejemplo, scolanina en las papas (Jurado, 1989 ).

Sin embargo existen también hongos que tienen propiedades bioldgicas que
constituyen la base de una gran cantidad de procesos industriales, estos tienen una
gran importancia en la produccion comercial de preparaciones vitaminicas, enzimas y
sustancias antimicrobianas. Por ejemplo se ha obtenido la enzima glucosa oxidasa la
cual es de gran importancia ya que tiene varias aplicaciones principalmente en el area
alimentaria como antioxidante para prevenir cambios en el color, aroma y sabor de los
alimentos durante su procesamiento., también se emplea para eliminar la glucosa

residual de |os huevos previniendo asi las reacciones de oscurecimiento de Maillard.
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Esta enzima se ha obtenido principalmente de los géneros Penicillium y
Aspergiflus tales como: P. chrysogenum , P.pelefeu, P purpurogenum, P.parpegenum,
P.glaucum, A. niger, A.oryzae, Aglaucus (Bahena,1993).

ASPERGILOSIS EN AVES

La aspergilosis se define como cualquier padecimiento de un miembro del género de
hongos Aspergillus, sin embargo, cuando se menciona aspergilosis aviar generalmente
se refiere a aspergilosis pulmonar que es principalmente causada por Aspergillus
fumigatus en el momento en que se exponen animales susceplibles a altas
concentraciones de conidias aéreas (Petrak.M.L., 1982).

La aspergilosis aviar es mas comunmente considerada como una infeccién
respiratoria, pero otras manifestaciones de la enfermedad ocumen en aves de corral.
Algunos de los nombres que recibe este tipo de enfermedad son neumonia micotica y
neumonia de las nacedoras. La aspergilosis aviar se produce principalmente de dos
formas en las aves domesticas: la primera es ia aspergilosis aguda que se caracteriza
por brotes intensos en aves jovenes con alta morbilidad y mortalidad, la segunda es
aspergilosis cronica que se presenta en aves reproductoras y en ocasiones en parvadas
adultas o aviarios. (Smith ,1989, Peden, 1992, Richard et. al.,1994)

La colonizacién fungal se presenta comunmente en el alimento y en la cama de
las aves, estos materiales son inevitables fuentes de contaminacion sobretodo cuando
llegan a humedecerse con precipitacion natural, materia fecal u onna, ofreciendo
condiciones iddneas para el crecimiento del hongo y por ende provocande una
contaminacién fungal con esporulacién en gran magnitud. Los niveles de esporulacion
en hierba seca es aparentemente determinada por los dias de luvia en verano
(Smith,1989).

Cuando Aspergilfus libera sus conidias estas caen en la cama de paja
volviéndose fuente potencial de contaminacién, el movimientc de heno ¢ paja de las
camas crea una aerolizacion que provoca que las aves se expongan a respirar las
conidias de Asperngillus fumigatus, éstas miden 5um. de diametro e ingresan al
organismo mediante la aspiracion profunda de las aves depositandose en los sacos
aéreos. (Bennett, 1992, Smith, 1989).
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La infeccién en huevos para incubacion no es muy frecuente, sin embargo una
vez que penetra el hongo el cascaron y la membrana empieza la geminacion de
conidias; las condiciones propias para que se desamolle la germinacion parece ser el
microambiente del poro del cascardn principalmente cuando queda cubierto con heces o
con residuos de huevo quebrado, también se ha visto que contribuye el alto contenido de
humedad en las incubadoras. El crecimiento fungal ocurre concentricamente en el punto
de entrada; los conididforos son formados en la parte interior del saco aéreo vy
posteriormente se produce el crecimiento tipico. El embrién muere después del sexte dia
de crecimiento del hongo, el huevo afectado se rompe liberando una nube de conidias la
cual puede provocar riuevas infecciones. (Bennett, 1992, Smith, 1989),

Aspergilfus furnigafus usualmente coloniza la superficie mucosal del tracto
respiratorio y la superficie serosal del sacc aéreo, provocando una aereosaculitis
micotica, también puede ocurrir una infeccién primaria en los ojos y la mucosa del
intestino asi como infeccion es metastasicas a visceras abdominales.

La sintomatologia de aspergilosis aviar puede ser variada e indistinta, entre los
signos que se pueden presentar estdn anorexia, disnea, actitud depresiva, diarrea e
inciuso la muerte, en un caso conico las alas se doblan y hay signos de angustia
respiratoria, pérdida de reflejo derecho o torticolis.

Entre las lesiones importantes que se presentan por la infeccion observadas en
necropsia inciuyen placas caseosas en saco aéreo y bronquiolos y areas de necrosis
caseosa en pulmén y drgano parenguimatoso de! abdomen. Si el foco de infeccion es
expuesto al aire se presenta esporutacion en el érganc por lo tanto la lesién es cubierta
con un peolvo azul gris que son formaciones de conidias, en este caso se puede ohservar
Ia cabeza conidial entera en preparaciones microscopicas.

El rasgo patolagico de aspergilosis incluye supuracion y necrosis caseosa en el
tejido afectado y la presencia de septos e hifas con sitios paralelos, también se ha
detectado que existen elementos miceliales y sateiitismo alrededor de estructura
vascular. (Bennett, 1992, Petrak, 1989).
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PREVENCION Y CONTROL

La infeccion por Aspergillus fumigatus en polios y pavos tiene que ser controlada por
medidas sanitarias en la incubadora, se debe disponer de equipo de muestreo y medios
para monitorear el aire en las incubadoras, debe evitarse la cama de paja y alimentos
mohosos, el examen de las instalaciones o materiales empleados para la cama o equipo
cominmente muestran ef origen de la infeccion, la limpieza y desinfeccion diana de
comederos y bebederos ayudan a eliminar la infeccién al igual que la aspersion de la
tierra alrededor de comederos y bebederos, con fungicidas.

En los brotes de Aspemgillus fumigatus se recomienda una solucidn acucsa de
sulfato de cobre 1:2000 para toda el agua de beber para ayudar a prevenir la
propagacién aungue no se recomienda este método para uso continuo. Se debe de
implantar la ventilacion dentro de las casetas para reducir la microflora del aire, lo cual se
puede usar como medida preventiva para controlar la aspergilosis, por lo general no se
dispone de medios eficaces de terapia para la aspergilosis aviar aunque ciertos
medicamentos se han empleado para su tratamiento pero resultan ser demasiado caros
en su aplicacién, por lo que la terapia se emplea raramente y ésta es aplicada
dnicamente en ciertas especies de aves exdticas, administrando anfotericina B, 5-
Fluorocitosina, sin embargo y a pesar del manejo de medidas preventivas contra la
aspergiosis, esta puede presentarse en algunas temporadas de! afio, principalmente en

inviemo, en casetas cemadas.

ASPERGILLUS FUMIGATUS.

Aspergillus es posiblemente el grupo mas comun de los hongos en el medic ambiente
del hombte. Se ha observado que Aspemgillus fumigatus se encuentra presente en
material organico en descomposicién, se observd reportado que al preparar abono con
base en pedazos de hojas y ramas, se produjo un masivo crecimiento de Aspemillus
fumigatus, por lo que las personas mas expuestas a contaminacion en este caso son los
jardineros y agricultores que scn los encargados de distibuir el abono, si estas personas
son hipersensibles, pueden sufrr una respuesta alérgica severa, debidc a que
Aspergillus fumigatus se puede encontrar comunmente en el sueloy en el aire ya
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que las esporas son transportadas principalmente a través del aire, de esta las

infecciones son adquiridas por inhalacién en la mayoria de los casos provocando una

aspergilosis. Este hongo es causal de diferentes enfermedades en pulmén en el

hombre, se ha observado que se puede presentar en 3 diferentes formas que son las

siguientes:

Aspergilosis alérgica. En los individuos atopicos que son expuestos a
Aspergillus fumigatus se produce Aspergilosis pulmonar alérgica o asma,
esta enfermedad puede provocar una obstruccién en vias aéreas; en
individuos no atdpices se produce tanto una alveolitis alérgica causada por
inhalacién de conidias, como un Aspergiloma o bola fangica . (Eichner., 1984;
Amitani. et. al., 1995 ). El Aspergiloma se puede localizar como una masa
micelial densa que puede ser de varios centimetros de diametro, esta masa
se puede encontrar lineal en el epitelio 0 puede estar en una via o en un
bronquio, si se reconoce su existencia en un chequeo de rutina de rayos-X o
en una cirugia el caso puede ser benigno, sin embargo, se hace peligroso
cuando aumenta de tamaiio el aspergiloma provocando rompimiento de vaso
sanguineo causando eliminacion de sangre en el esputo, en algunos casos el
hongo se expande radialmente y puede diseminarse a Afon y otros drganos
(Dexter, 1985).

Aspergilosis  pulmonar  invasiva, Se presenta en  pacientes
inmunocomprometidos se puede desarrollar de tal manera que pone en
riesgo la vida del individuo, presenta una gran variedad de manifestaciones
principalmente en pulmén (neumonia necrosante), fifion, higado, sistema
nenvoso central, sistema cardiovascular y en algunos casos se puede
extender a cualquier érgano por via hematégena (Evans and Richardson
1991).

Aspergilosis localizada. Principalmente se implanta o se deposita, vy se
presenta como una infeccion, en el ojo y en el oido (Dexter, 1985). La
endocarditis aspergiosa se presenta después de una cirugia del corazén o
por la administracion de una droga por via intravenosa, se caracteriza por un
gran crecimiento que puede provocar una embolia en arterias (Evans. And
Richardson, 1991).
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El mecanismo moleculér por el cual el hongo establece la infeccidn ain no ha
sido elucidado, sin embargo, se ha estudiado la relacion que las proteinas y las
glicoproteinas puedan fener en el proceso actuando como ligandos de esporas de
Aspemillus fumigatus en la superficie celular del hospedero, por ejemplo, se ha
observado que el fibrinogeno juega un papel importante en la reaccion de inflamacién y
que la laminina, que es la mayor proteina de origen diferente al colagenc en la
membrana basal, es un promotor de adherencia de Aspemifius fumigatus in vilro
(Tronchin. et. al, 1995, Coulot et al., 1994), diversos investigadores han encontrado que
las interacciones hidrSfobas también se consideran importantes en la adherencia de
microorganismos patégenos sobre la superficie de la célula del hospedero, los filamentos
miceliales de Aspengillus fumigatus exhiben proteinas y glicoproteinas de superficie con
propiedades hidréfobas, estas interacciones hidréfobas pueden ser importantes en la
promocidén de invasion de tejido por formas filamentosas def hongo, después de haber
iniciado la colonizacién por conidias en células del hospedero 6 superficie mucosal al
ocurmr la infeccion por propagacion por el aire {Pedalver et al. 1996},

Por otra parte se ha estudiado que en procesos de aglutinacion se encuentran
involucrados tanto los carbohidratos como {as proteinas ya que este proceso se leimina
cuando estos componentes se retiran de la pared celular suprimen la aglutinacion de
conidias (Tronchin, et. al., 1995).

En estudios realizados in vitro se ha mostrado que al emplear filtrados de cultivo
de Aspemgilius fumigatus el movimiento ciliar disminuye y se produce dafio en el epitelio
respiratorio humano, perturbando el sistema mucociliar que es la linea de defensa
principal de la via aérea contra patégenos inhalados. Se considera que el dafo esta
asociado a un compuesto de bajo peso molecular, el cual fue extraido y purificado por
Cromatografia de Liquidos de Alta Presion (HPLC), seguido de una espectromelria de
masas, presentando un espectro donde se detecto un idn molecular de 326 m/z que
comresponde al peso molecular de gliotoxina, este compuesto fue comoborado por el
patron de fragmentacion def espectro obtenido.

La identificacion por esta técnica espectroscopica pemitié concluir que la
gliotoxina es la causante de la disminucion de! movimiento ciliar en asociacion con dafio

epitelial a una concentracion de 0.2 g g/ mi, (Amitani et.al., 1595 ).
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Considerando lo anterior se han realizado diversas investigaciones acerca de las
caracteristicas de esta toxina, la cual es preducida por diversos hongos principalmente,
Aspemillus fumigatus y es considerada dentro del grupo de las micotoxinas que a través
de los afos han adquirido una gran importancia ya que son las causantes de graves
enfermedades en ef hombre y en diversos animales, Algunos metabolitos producidos por
Asperillus furmigatus que han sido aislados e identificados se muestran en ia figura 2.

Sin embargo, los estudios efectuados con gliotoxina sefalan que es el compuesto

que puede tener una amplia relacién en la patogenia de la Aspergilosis.

CH30

_-_H cﬁHmNsoy %HZCNJOB
P.M =624 gmol

Fumitremorgina B Verruculogeno
Co7H3eN30s CogHarNOr
PM=482 g/mol P M =527 g/mol

Figura 2. Otras micotoxinas producidas por A. furmigatus
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CHy,
CHLCOO
Fumigaclavina A
C1aHzN0;
Fumdremorngina C P.M = 298 gimol
CzzHagN3sO3
PM = 362 gimot
CHa.
s M migactavina
CzHaoN20;

P.M = 366 g/mol
Fumigaciavina B
CigHaN0

P.M = 255 g/imol

Figura 2. (Continuacion).

CARACTERISTICAS DE LA COLONLA ASPERGILLUS FUMIGATUS

Las colonias de Aspergillus fumigatus crecidas en medio agar Czapek (cultivada a 25°C
o 37°C) o en agar extracto de malta crecen rapidamente produciendo colonias planas de
color blanco convirtiendose en azui-verde y por Ultimo gris-verde al ocurrir la produccidn
de conidios. La textura sobre la superficie puede ser desde alerciopelada a bastante
afelpada, vellosa ¢ aigo plegada, y el reversce de la colonia es incoloro; sus colonias
tienen un diametro aproximado de 3 a 4 cm en 7 dias, la caracteristica distintiva de
Aspergillus fumigatus es el desarrollo de masas columnares de cadenas de conidias que
se originan en la vesicula (véase figura 3), estas cadenas conidiales pueden alcanzar

una longitud de hasta 400 wn de crecimiento colonial.
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Figura 3. Estructura micotica de Aspergillus fumigatus

El conidioforo es corto, liso, tiene 300 um de longitud y de § a 8 um de didmetro,
El conidioforo crece de manera gradual en direccién distal para formar una vesicula en
forma de frasco, la vesicula tiene de 20 a 30 um de didmetro y produce, solamente en la
mitad superior, una serie sencilla de fialides ( 6 a 8 um de largo) que se dirigen hacia
arriba de manera paralela al eje del conidioforo. Los conidios son verdes, en masas
equinuladas, globosas o subglobosas de 2 a 3 um diametro. (Evans et. al. 1991,
Larone, 1987, Rippon.J. W., 1988).

GLIOTOXINA

La glintoxina también ha sido identificada de aislados de Trichoderma viridae, Peniciflium
obscurum y Gliocadium fimbriatum. Su estructura quimica (figura 4) indica que es una,
epidithiodioxopiperazina (ETP) que incluye 1,3-ciclohexadiona, un puente 1,1-disulfuro y
2,5-piperazinediona, su peso molecular es de 326.39 g/mol. Su férmula molecular esta
definida como Cyy Hy N2 O, S,
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"~

OH s§
O N TCHy
CH,0H

Figura 4. Estructura de gliotoxina.

La gliotoxina esta relacionada con el grupo epipolitiopiperazina-3,6-dione,
primeramente fue aislada por sus propiedades de antibidtico, posteriormente se encontrd
que causaba toxicidad aguda en animales vertebrados.

Es sensible a la oxidacién y puede ser inactivada por calor a 100°C por 10
minutos. Es soluble en cloroformo, puede ser cristalizada por metanol o etanol, tiene un
punto de fusién de 221°C. Es inestable a la luz, acidos y bases fuertes (Betina, 1984,
Johnson et, al., 1943), se puede extraer con disolventes organicos y emplear métodos de
cromatografia en placa fina y de liquidos para ser identificada y cuantificada siendo este
OHimo método el mas adecuado.

Al contacto con alimina neutra a 20°C cambia su estructura, se destruye el
puente disulfuro y por lo tanto pierde su actividad biolégica. La modificacion que se lleva
a cabo se muestra en la figura 5 (Bell et al., 1958; Bose et. al., 1968).

S 0 Alimina O
OH s‘s 200¢ OH
o*;rN\CH: o7 N'""‘CHa
SH
CH,OH CH,OH

Figura 5. Inactivacion de la actividad biolkdgica de glictoxina con alimina neutra.
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El puente disulfuro que tiene glictoxina parece estar asociado a la actividad de la
molécula ya que al ser eliminado de la estructura pierde la mayoria de sus propiedades
bioldgicas (Trown and Bilello1872).

En algunos trabajos se indica que a! colocar gliotoxina con compuestos que
contienen grupos tiol ésta se inactiva, pero se ha detectado que esta inactivacion es
reversible, ya que al agregar solucion de iodo, se observa una regeneracion completa,
esto se comprobé a través de la prueba de actividad antibacteriana. También se mostré
que la inactivacion reversible de gliotoxina en presencia de tioles favorece la estructura
dithio de gliotoxina méas que la estructura thiosulfinato, la cual no es capaz de ser
reversible reduccidn-oxidacion (Cavallito et. al., 1946).

Por otro tado, las investigaciones realizadas indican que gliotoxina inhibe la
hemdlisis de eritrocitos de conejo lo que sugiere que puede ser un agente antiagregante,
estabilizante de membrana, ef puente de disulfuro en la molécula de gliotoxina puede
ser el responsable de la actividad inhibitoria, ya que el desthiogilotoxina no tiene ningan
efecto en la agregacién de plaquetas.

Se ha descubierto también que gliotoxina inhibe la sintesis de RNA viral en el
primer estado del ciclo de replicacion viral. En virus tales como picomavirus, poliovirus,
echovirus, virus influenza y parainfluenza, esta actividad inhibitoria se debe a la
estructura en estado oxidado de la toxina, se ha observado que la forma reducida no
tiene actividad inhibitoria de la sintesis de RNA viral, debido a que pierde su puente
disulfuro. La forma reducida se puede mantener experimentalmente por la adicion en
exceso de ditiotreitol 6 glutation. (Trown and Bilello 1972, Frame and Carton, 1988, Miller
et. al., 1968).

Se conoce que gliotoxina tiene un amplio rango de actividad antibacteriana, esto
se mostrd comparando a esta toxina con antibiGticos como: penicilina, gramicidina,
actinomicina, estreptomicina, los resultados mostraron que este compuesto tiene una alta
actividad bacteniostatica, y que el efecto es en microorganismos gram negativos
(Johnson, 1943).

Se ha demostrado que ia toxina tiene un efecto antifagocitico y otras propiedades
tanto inmunomoduladoras que inducen supresion inmunoldgica y el posibie papel como
droga de proteccion en transpfante de rganos (McMinn et. al, 1990 ).



Generalidades

La actividad inrnunosupresora de este compuesto se descubrid cuando se
trabajaba gliotoxina secretada por Aspergiius fumigatus manifestando el fendmenc de
inhibicién de fagocitosis y de adherencia de macrofagos a plastico.

Existe evidencia de que también este involucrada en la patogenia de la
aspergilosis la cual puede ser producida en tejido infectado. Eichner y col., en 1986,
determinaron que glictoxina y los derivados de ésta fueron encontrados en favados
peritoneales de ratones inoculados con Aspergillus fumigatus.

Gliotoxina también fue aislada e identificada en una infeccion natural en tejido de
ubre de bovino mientras otras toxinas conocidas de este agente estuvieron ausentes
Fumitremorgins BC, Verruculogen, y toxina TR-2. (Baver et al.,1989).

Se determiné que a dosis orales de 7.5mg de gliotoxina por kg de peso en pavos
de corral de un dia de nacidos producian el 100% de mortalidad en 24 hrs.

Aunque no existan muchos estudios acerca de su toxicidad parece ser que los
pavos son mas sensibles que animales de otras especies por ejemplo ratas, ratones,
hamsters y conejos en donde |a dosis letal es de 45 a 65 mg por kg de peso cuando son
inoculados intravenosa o intraperitonealmente (Richard et. al., 1994, Betina, 1984).

ANALISIS DE GLIOTOXINA

Las invesfigaciones sobre la presencia de gliotoxina han estimulado el desarrollo de
procedimientos para la identificacion y cuantificacion de la misma, y asi poder contar con
material disponible para investigaciones posteriores.

Para Hlevar a cabo el estudio de |a presencia y cantidad de gliotoxina se han
tenido que emplear técnicas como ; cromatografia en capa fina (CCF), cromatografia de
liquidos de alta presién {HPLC) y espectometria de masas para asegurarse de su
presencia en diferentes medios de cultivo.

Bose et. at. 1968, realizaron las primeras investigaciones sobre gliotoxina
empleando técnica de espectometria de masas.

Mulballer et al. (1985}, Baver et. al (1989), Richard et al.{1989) lograron la
identificacidn, purificacion y confimmacion de (a presencia de gliotoxina empleando
técnicas como CCF, HPLC y especiometria de masas.
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Richard et.al., en 1994 reportaron que no Se tenia todavia una técnica de CCF y
HPLC para ia determinacién de giictoxina en tejido.

Con base en este seguimiento de procedimientos para identificar a gliotoxina se
ha observado que la técnica de CCF es el método de eleccion para identificacion de
gliotoxina, pero no asi para la cuantificacion.

La importancia del uso de ta cromatografia en capa fina, es la de servir como guia
para el desamolio de las condiciones Optimas para realizar separaciones por
cromatografia de liquidos en columna. Las ventajas de seguir este procedimiento son la
rapidez y el bajo costo de los ensayos experimentales. La cromatografia en capa fina se
ha convertido en la herramienta de batalla de la industria para los controles de la pureza
del producte, también se ha encontrado un amplio uso en los laboratorios clinices y es la
piedra angular de muchos estudios bioguimicos y biologicos.

La técnica de HPLC se ha estado empleando desde los inicios de jos noventa
para la cuantificacion de gliotoxina, es la técnica de separacion mas ampliamente
utifizada, debido a su sensibilidad, su facil adaptacion a las determinaciones cuantitativas
exactas, su capacidad para la separacion de especies no volatiles o termolabiles y sobre
todo, su gran aplicabilidad a sustancias que son de primordial interés en la industria, en
rmuchos campos de la ciencia.

La técnica de HPLC se puede decir que es nueva en el campo de la
cromatografia de liquidos, la llave para el uso de presiones altas fue el desarrollo de
rnaterial de soporte capaz de resistir presiones altas y de esta manera poder disminuir la
distancia que la particula de soluto tiene que viajar a lo largo de la columna. Se
incremento la eficiencia y resolucion empleando pequefnas particulas (5 um de didmetro)}
y otras fases de unién quimica en la superficie de la particula. Esta técnica ofrece una
separacion en un tiempo muy corto de § a 30 min, y es adecuada para compuestos
térmicamente labiles, y compuestos fuertemente polares y biopolimeros.

Debido al empleo de presiones altas en HPLC, el tipo de soporte de la fase
estacionana es limitada, por lo que la separacion se realiza con base a la vatiacion en la
composicion de la fase moévil. Et flujp constante de ta fase mowl es esencial para
efectuar una buena separacion, reproduccion de tiempos de retencion y obtencion del
area del pico especialmente si se usa para un analisis cuantitativo.
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La técnica de HPLC a ||égado a ser importante porque con ella se puede separar
una amplia varedad de mezclas de compuestos en un tiempo muy corto, (Skoog and
Leary, 1994).

Los espectros de masas se obtienen por conversion de los componentes de una
muestra en iones gaseosos que se mueven rapidamente y se separan en funcién de su
refacidn masa-carga. Un espectro de masas de un compuesto puro proporciona diversos
tipos de datos que son utiles para su identificacion. El primero es ef peso molecular del
compuesto y el segundo su férmula. Ademas, el estudio de fragmentacidn que se pone
de manifiesto en el espectro de masas a menudo proporciona informaciéon scbre la
presencia de varios grupos funcionales. Una fragmentacién de las moléculas organicas y
un registro de las masas de los fragmentos producidos, son caracteristicos y dan
informacién muy valiosa sobre la estructura molecular.

La muestra se introduce en una‘cémara con alto vacio y se somete al bombardeo
con un chomo de electrones de alta energia, los cuales arrancan electrones a las
moléculas organicas quedando con una carga positiva y un electron desapareado por lo
que se forma un catidn radical conocido con el nombre de ion molecular y su masa
representa el peso molecular del producto.

El pico mds alto obtenido se le llama pico base, las intensidades de los demas
picos, incluyendo el pico molecular se dan como porciento, asi cada pico queda definide
por su masa m/e y por su intensidad. Finalmente la identidad real de un compuesto se
puede establecer por comparacién de su espectro de masas con los de compuestos
conocidos hasta llegar a una total coincidencia (Primo, 1994}

JUSTIFICACION

Aspergilius fumigatus es un importante patégeno respiratorio que afecta principalmente a
especies avicolas y cuyo contacto esta latente aungue se tomen medidas de control. Se
sabe que gliotoxina esta aparentemente involucrada en la patogénia de Aspergilosis y
tomando en cuenta que existe poca informacion al respecto, en esie trabajo se
considerd importante llevar a cabo una investigacion que proporcione informacién mas
amplia acerca de las caracteristicas de esta toxina , su produccién in wvitro y su
importancia dentro de la patogénia causada por Aspergillus fumigatus.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizacion quimica parcial de gliotoxina producida por cepas de campo de

Aspemgilfus fumigatus.

OBJETIVOS PARTICULARES

Implementar un método in vitro para el crecimiento de Aspergiffus fumigatus y produccion

de gliotoxina.

Evaluar un método de extraccion para gliotoxina del medio de cultivo.

Evaluar la cinética de produccion de gliotoxina

Caracterizar a la gliotoxina por el método de espectrometria de masas.



Material y métodos

MATERIAL Y METODOS

£l presente esiudio se dividid en dos etapas, la primera etapa consiste en el
establecimiento del medio y las condiciones de cultivo idoneas para el crecimiento de
Aspergilius fumigatus y la produccién de gliotoxina. (La segunda etapa se orientd al
estudio de 10 cepas, obtenidas de aislamientos clinicos de Aspergilosis aviar, del cepario
del Departamento de aves (C-1, C-2, C-3, C-4, C-5, C-7, C-8, C-9, C-10, C-11) y una
cepa de laboratorio  A-20 que fue donada por el laboratorio Micologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia UNAM, para detectar la que tenga una mayor
produccién de gliotoxina.

A continuacion se describen las dos etapas y se muestran esquematicamente en

los diagramas 1y 2.

CEPA Aspergilius fumigstus
A-20
]
Siembra en agar SabouraudJ

e I
Identificacién ]

WS_u_spencibn de esporas | Contec de esporas ’
3.14x10

Cracimiento
8 dias & 28°C

Determinacion:
Proteinas
Carbohidratos
i
Extraccién
I
Identificacién y Cuantificacion
de gliotoxina

Diagrama 1. Establecimiento de las condiciones det medio de cultivo para el crecimiento de Aspergidius
fumigatus v produccion de gliotoxina
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10 cepas de aislamiento
de casos clinicos
(C-1,C-2,C-3,C-4C-5,
C-7-C-8,C-9, C-10y C-11)

1

Siembra en agar
Saboraud

I

Prepraracién de
inoculo
[
Crecimiento en medio
liquido extracto de malta
8 dias 28°C

]
Extraccion
I
Analisis de
cromatografia en capa fina

i
Andlisis por
HPLC
!

Identificacion de la
cepa productora
de gliotoxina
|
Purificacion de
gliotoxina
I

Analisis por .Comprobacion de la actividad
espectrometria de biclogica en un programa
masas computacional UNICHEM

Diagrama de flujo 2. Estudio de 10 cepas de Aspergilus fumigalus

PREPARACION DEL INoOCULO

Para implementar el métedo de crecimiento y produccion de la glictoxina, se utilizé una
cepa de Aspemgillus fumigalus A-20. Se sembro en tubos inclinados con 10 ml de agar
Sabouraud por el método de picadura, los tubos se incubaron a 28°C por 8 dias en una
estufa bacteriolégica. La identificacion de la cepa se realizé por la técnica de azul de

algodon lactofenol para visualizar la estructura micdtica def hongo.
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Para la preparacion del inéculo la cepa se sembrd por el método convencional de
esfria en tubos inclinados con 10 ml de agar dextrosa Sabouraud, se incubaron a 28°C
de 6-8 dias. Posteriormente se realizd una suspension de esporas en una solucion
salina fisiclogica 0.9% y tween 80 al 1% estéril. El conteo de esporas se llevo a cabo en
una camara de Neubauer, empleando una pipeta para glébulos blancos, ajustando la
suspension de esporas a una concentracién de 3.14x10° esporas por mi.

CRECIMIENTO EN DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO

Se emplearon tres diferentes medios de cultivo para el crecimiento de Aspergillus
fumigalus y la produccién de gliotoxina, utilizando la cepa A-20. El método empleado
para el crecimiento es una adaptaciéon al método descrito por Jones and Hancock,
(1988). Se define como base comin a la mezcla de compuestos que continuacion

aparece;
D-GIUCOSA ..o 6g'L
DL-Asparaging ...........o.......... 15g" L
KHaPOu oo, 025" L
MezcLa CaCLo5mM ... Tmi/L
CoMUN ZnClh 1M . 1mi/L
MnCL . 4H,0 1miM ... Ami/L
MgCl; .6H,O 1mM.............. 2mi/L
FeNaEDTA 1mM . ... dml/L
Na;S;03 . 5H.0 OtmM....... S5mi/L
MEDI0: 1
Base comun con amoertiguador 2,200 mi
Extracto de Harina de maiz 600 ml
Inocuto 150 mi
MEDIO: 2
Base comuin con amortiguador 2,200 ml
Extracto de Harina de amroz 600 m!
Inoculo 150 mi
MEeDiO: 3
Base comun con amortiguador 2,200 ml
Caldo extracto de Malta 600 mi
Inoculo 150 mi

El cultivo del hongo se realizé en matraz Erdenmeyer de 4000 ml, a cada uno se le
agregé la base comdn y se Hevo a un volumen de 2,200 ml con amortiguador de fosfato
de sodio 0.1 M con pH 5.8, Se les agregaron 600 mi del extracto respectivo, después
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fueron esterlizados en autoclave a 121° C a 15 Lb por 15 minutos y finaimente
enfriados a temperatura ambiente. Posteriormente se les agregaron 900ml de
Asparagina resuspendida en amortiguador de fosfatos 0.1M a pH 5.8 esterilizada por
filtro millipore (0.22 pum) y el inoculo, 150 ml. Los matraces inoculados fueron incubados
a 28°C por 8 dias en una estufa bacteriolégica, durante la incubacién se les adapto un
sistema de suministro de aire al interior de los matraces, para ello se empleo una bomba
(olite 802) utilizando filtros con membrana de millipore de 0.22p para favorecer el
desarmolio fungal. Se obtuvieron alicuotas de 25 ml cada 24 hrs. durante los 8 dias que

se llevo a cabo la fermentacion.
DETERMINACION DEL CONTENIDO DE PROTEINAS Y CARBOHIDRATOS

A las alicuotas recolectadas a las 24, 48, 96, 120, 192 hrs. de los diferentes medios se
les realizaron analisis epectrofotometrico realizando un bammido de 250 a 700 ( Beckman
DU-64 ) para observar la longitud de onda a la que absorbe la gliotoxina y que es a 250
nm. A los extractos obtenidos se les determind el contenido de proteinas por el método
de Bradford (1976} y asi mismo carbohidratos por el método de Dubois et. al., (1956).

SEPARACION De La Biomasa Y EXTRACCION DE LA GLIOTOXINA

Después de mantener la fermentacion durante 8 dias, se separd la biomasa del medic
liquido de cada uno de los matraces, primero por una filtracion a través de un embudo de
cristal con papel Whatman No.1, posteriormente una segunda filtracion con succién. Los
filtrados recolectados de cada uno de los matraces se colocaron en embudos de
separacion de 500 ml y se le realizaron extracciones secuenciales con 70 mi de
cloroformo, tres veces, por cada 140 ml del filtrado respectivo. Se colectaron las fases
cloroférmicas y se evaporaron a sequedad en un rotavapor { Bichi R-124 ). Los
residuos se resuspendierén en ater de petrleo y se guardaron a 4°C por 24 hws, pasado
ese tiempo se evaporaron nuevamente y se resuspendieron en un volumen final de 10

mi de etanol, que finaimente se aimacenaron a 4°C.
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Identificacion y Cuatificacion de la Gliotoxina de los Medios De Cultivo.

Los extractos concentrados obtenidos de cada medio de cultivo, se sometieron a la
identificacion de gliotoxina por cromatografia en capa fina, ufilizando cromatoplacas
{(Whatman 0.25mm grosor, silica gel flucrescencia UVa ).

Se aplicd un estindar de gliotoxina (Sigma G9893) como referencia junto a la
muestra de! extracto. Las placas fueron desanvlladas empleando acetato de etilo -
Hexano ( 70:30 ) y reveladas bajo luz U.V. de onda corta y posteriormente con lodo. La
detemminacion de la presencia de gliotoxina en los medios de cultivo se hizo por

comparacion visual con el estandar.
ENSAYO BIOLOGICO PARA DETERMINAR LA PRESENCIA DE GLIOTOXINA

Para el ensayo bicldgico se utilizd la prueba de hemdlisis (Tilden et al., 1961). Se
emplearon eritrocitos de pollo conservados en solucion de Alsever’s. Los eritrocitos se
lavaron con solucién salina fisioibgica 0.9% varnas veces. Posteriormente se prepard una
suspension de eritrocitos al 2%. Se realizaron diferentes diluciones de gliotoxina
{estandar) : 0.3 ug/m! , 0.5 ug/m! , 0.7 ug/ml , 0.9 ug/mi , 1 ug/mi, 10 ug/m! , 50 ug/mi ,
60 ug/ml, B0 ug/ml en agua destilada.

En una microplaca de plastico, se colocaron en 9 pozos 100 ui de solucion de
entrocitos al 5% y 100 ul de cada una de las diluciones. Por duplicado con sus
respectivos controles positivos y negativo. La placa se sello con parafilm, se incubd a
37r'c por una hora y media. Pasado ese tiempo se observd la dilucion en donde se
presentd hemolisis.

La determinacion de hemolisis tambiéen se realizd por espectrofotometria
(Masseyeff.,1993), para ello se prepard el reactivo de Drabkin : (cianuro de potasio, 50
mg., ferricianuro de potasio, 200 mg, bicarbonato de sodio, 1g; en un litro de agua
destilada. Esta solucion es estable por varios meses. Posteriormente se agregé 0.1 ml de
solucion de ertrocitos al 5% mas 2 mi del reactivo de Drabkin, se agita vigorosamente
para promover 1a reaccion. Se lee a 540nm. Utilizando como blanco el reactivo de
Drabkin, se leyd en los 3 primeros minutos después de la agitacion. Los resultados
deben transformarse de absorbancia a concentracién de CMHb en g/100mi, empleando
el factor de 36.8 mencionado por Masseyeff. (1993).

23



Material y métodos

DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE GLIOTOXINA En LAS DIFERENTES CEPAS.,

Se emplearon las 10 cepas de aislamiento clinico de Aspergilosis aviar. Las cepas
fueron sembradas por el método de estria en tubcs inclinados con 10 ml de agar
dextrosa Sabouraud, los tubos fueron incubados a 28°C por B dias. Se preparé un
inocculo de cada cepa como se describié anteriormente. Para el cultivo del hongo se
empled el medio seleccionado en este estudio. El medio de cultivo se prepard de
acuerdo a lo descrito anteriormente. Los matraces inoculados fueron incubados a
28°C en una estufa bacterioldgica con bombeo de aire estéril. La fermentacion se llievo
a cabo durante 8 dias. Después de la fermentacion por 8 dias, se separd la biomasa del
medio liquido de cada uno de los matraces y se llevé a cabo la extraccion de la gliotoxina
para su determinacién por cromatografia en capa fina de acuerdo a la metodologia ya
mencionada.

Por el método de cromatografia de liquidos de alta presién (HPLC) se realizd la

cuantificacion de gliotoxina en las diferentes muestras.
PURIFICACION DE GLICTOXINA

Una vez identificada y cuantificada la gliotoxina en las diferentes cepas de estudio, se
procedid a purificar y caracterizar la gliotoxina, utlizando la cepa que fue mejor
productora de glidtoxina.‘

Se prepararon 30 Its. de medio de cultivo. El crecimiento y la extraccion del medio
liquido se realizé como se describié previamente. A la biomasa obtenida se le realizd
primeramente una extraccion con cloroformo (1000 ml) a reflujo por 4 hrs., pasado ese
tiempo se separd por decantacion la biomasa del cloroformo, nuevamente se hizo otra
extraccién con metanol a reflujo por 4 hrs. Los dos extractos tanto cloroférmico como
metanolico se evaporaron a presién reducida hasta un volumen de 25 mi.

Para comprobar la presencia de glictoxina en estos extractos se llevo a cabo una
cromatografia en capa fina realizandola en las condiciones descritas previamente.

A Jos dos extractos se les realizé por separado una cromatografia preparativa
segun el proveedor (Merck), con el fin de separar cada uno de los compuestos
presentes en ambos extractos,
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El sistema de elucién empleado fue acetatc de efilo-hexano (70:30).
Posteriormente se cbservaron bajo luz U.V. de onda corta, se marcaron las diferentes
Zzonas cbservadas para su posterior separacion y punficacion

La caracterizacion det compuesto de interés se llevd acabo por espectometria de
masas en un espectrometro de masas JEOL SX-100, la espectrometria de inframojo en
un equipo Perkin Elmer 283 y Nicolet FT 55K.
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RESULTADCS Y DISCUSION

CRECIMIENTO DE ASPERGILLUS FUMIGATUS EN DIFERENTES MEDIOS DE CutTivO

Después de cbtener ia muestra de 25 mi, el comportamiento de crecimiento de {a cepa
A-20 en los diferentes medios se muestra en la grafica 1 en la cual e} rendimiento de
biomasa fue mayor en & medio de cullivo con extractoc de maita, Se realizd un analisis
estadistico a los rasultadas obtenidos en los diferentes medios de cuttivo para determinar
la diferencia significativa entre ellos, La Tabla 1 que se observa en el Anexo 1 nos
muestra que entre fos fres medios de cultivo no se presentaron diferencias significativas
{P>0.05).
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Grafica 1. Cinética de crecimiento de Asporgius fumigatus
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DETERMINAGION DE PROTEINAS Y CARBOHIDRATOS

la concentracidn de proteinas (Bradford, 1876} y carbohidratos (Dubois, 1956) de las
alicuotas de los sobrenadantes de los 3 medios de cultive con la cepa A-20 a diferentes
tiempos de la fermentacion se presentan en las graficas 2 y 3. Con respecto a Jas
proteinas y carbohidratos podemos observar en 12 Tabla 2 que se encuentra en el Anexo
1 se puede observar que del analisis de varianza como prueba estadistica mostrando
que no existe diferencia significativa (P>0.05).
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Grifica 2. Concentracitn de proteinas en las alicuotas de los medias de cuitivo durante toda el
periodo de fermentacién.
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Grifica 3. Concentracién de carbohidratos en las alicuotas de los medios de cultivo durante todo ¢!
periodo de fermentacidn.

En las graficas 2 y 3 se observa que la cantidad de proteinas y carbohidratos
presentes en el medio de cultivo con extracto de maita s menor, debido a un mayor
consumo pof parte del microorganismo durante la fermentacion. Sin embargo el estudio
estadistico por medio det andlisis de varianza muestra en la tabla 3 del Anexo que no
existe diferencia significativa entre los res medios de cultivo,
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DETERMINACION DE I_A PRESENCIA DE GLIOTOXINA EN DIFERENTES CEPAS

En la figura 7 se muestran ias cromatoplacas de las diferentes cepas de aislamiento
clinico de aspergilosis aviar, donde se observa que las cepas 2, 3, 4, 5,7, 8, 9y 10 se
obtuvieron compuestos que se comportan igual al estandar de referencia de gliotoxina

por lo que se deduce que puede ser el mismo compuesto.
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Figura 7. Representacion esquematica de la produccién de gliotoxina en las diferentes cepas.
En las cepas C1, C8 y C11 no se observd ningin compuesto similar a gliotoxina
estandar de referencia ya que se presentaron compuestos con diferente polaridad.

ENsAYO BIOLOGICO PARA DETERMINAR LA PRESENCIA DE GLIOTOXINA

Esta prueba se utilizd como altemativa para deteminar la presencia de gliotoxina, por
medio de la presencia de hemolisis, empleando el estandar de gliotoxina se logro
obtener la minima concentracion detectada, presentandose en 1 pg/ml= 1000ng/ml
donde se observd hemdlisis. Eesta prueba fue realizada por triplicado.
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CUANTIFICACION DE GUIOTOXINA En LAs DIFERENTES CEPAS

Para la cuantificacién de gliotoxina en las diferentes cepas se utiizo 1a técnica de
Cromatografia de Liguidos a Afta Presion (HPLC). Con esta técnica se cbservaron
diferencias notables en la produccion de gliotoxina en las cepas, en la figura B se
presenta el cromatograma de glicloxina estandar la cual presenta un tiempo de retencion
de 3.03 min.

.

W% drea T9.TTH

Figura B. Cromatograma del estandar de gliotoxina.

Considerando este dato como referencia se procedid a determinar la presencia y
cantiklad de gliotoxina. En el Cuadro 2 se registran los picos mas abundantes obtenidos
de todas las cepas, asi mismo los cromatogramas se presentan en el apéndice 1.
Tambbién en este Cuadro se muestran que las cepas C3 y C8 presentan un tiempo de
retencién similar al estandar de gliotoxina, y la cepa C1, C2, C3, C5, C7, C9, C10y C11
tuvieron un tiempo de retencidn cercanc al estandar. En &l apéndice se muestran los
cromatogramas obtenidos para cada cepa.
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Cuabro 2
REGISTRO DE LOS PICOS OBTENIDOS EN HPLC DE LAS DIFERENTES CEPAS.

Cepz | _ _ Tempode
c1 4 269
436
533
9.13
c2 T 147 |
1.9 519
253 832
264 1020
3% 024
433 10.01
5.32 56.99
ca 6 2% 244
ace s
436 140
527 285
912 T2.16
16,14 16.02
cs5 ] 268 304
s 1.48
4.41 357
5% 980
9.23 7217
16.63 7.31
c? ] 1.04 16.38
1.74 1094
245 1209
5 1873
428 14.74
5.0 2708
(¥, ] S 123 16.77
298 067
529 423
5.58 4.8
654 1.1
cg 8 115 187
1.2 1.16
197 146
253 1117
517 4752
13% 1.26
883 3256
214 2.86
Cc10 5 1.14 385
1.2 267
198 ad
253 T8
5.16 82.80
ci1 [ 1.14 586
123 5%
190 10.04
253 2662
524 S163
6.65 0.446
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CARACTERIZACION DE GLIOTOXINA.

Para la caracterizacion de gliotoxina se empled la cepa C-3 de la cual se obtuvieron 5 mi de un
concentrado de color amarillo del cual se obluvieron 30 mg de un precipitado blanco con punto de
fusion de 219-220°C.

La identificacién de este precipitado se hizo mediante las técnicas espectroscipicas mas
usadas como, Espectrometria de Masas por Impacto Electronico y de Infrarrojo. En la figura 9 se
presenta el espectro de masas que se obtuvo con el empleo de la técnica de impacto elecirdnico,
resyttando una sefial m/z = 326 que coresponde al i6n molecular, a sefial referente 8 miz = 262
representa ef pico base que comresponde a la pérdida de un puente disulfuro, (Trown and Biello
1972) esla pérdida es esquematizada en [a figura 10.

Figura 9. Espectro de masas de glictoxina aislada de ia cepa C-3.

OH

(o] N\CH:

OH

126 m/z OH 262 miz

Figura 10. Representacion de la pérdida de un puente disufuro en gliotoxina.
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Con los datos propuesios de la espectrometria de masas podemos afirmar que el
compuesto blance purificado de 1a cepa C-3 es gliotoxina.

En la figura 11 se presenta el resultado del espectro de inframojo de gliotoxina,
obteniéndose lo siguiente: Gliotoxina, IR v(cm™) pelicula 3430.1 {(grupo OH) 3051.2 (Cspr-H)
1467.091 (C=0), donde se corroboran los grupos funcionales que pertenecen al compuesto en
estudio.

T R atd L R I S e e L T e M
frameacidBatrstend b AET T AN L1

 mLagreanae

Figura 11. Espectro de infrarojo de Glictoxina aislada de la cepa C-3
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Para estudiar ia estructura de glictoxina y proponer los posibles 4tomos gue contribuyen a
la aclividad bioldgica (HOMO y LUMO) se empled UNICHEM "(AM1), los cuales estan basados en
calculos de mecanica cuantica. En la figura12 se presenta la conformacion de glioloxina,

{ograndose apreciar el puente disulfuro y la estereoquimica que presenta.

52 . '
puente % s E o
disulfuro . e -

Figura 12. Representacion de la estructura de glictoxina de fa cepa C-3

Actualmente no se conocte con cerleza la naturaieza electronica del receptor con el gue
interactua gliotoxina, por ello considerarnos importante calcular para gliotoxina el orbital molecular
méas alto ocupado y el orbital molecular mas bajo desocupado esto es, el HOMO y LUMO
respectivamente. Tanto €n el HOMO como en el LUMO se establece la parte mds reactiva de la
molécula, en el caso del HOMO se indica la parte nucleofilica y el LUMO {a parte electrofilica
{figura 13 y 14)

Figura 13. HOMO de glictoxina Figura 14. LUMO de glictoxina.
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De las figuras 12 y 14 gue indican ¢! HOMC y LUMO de gliotoxina se puede inferir que la
parte mas reactiva de esta molécula es el puente disulfure, esto Ultimo corrobora o propuesto por
Trown, que afirma que at romperse €l puenle disulfurc gliotoxina pierde su actividad biglogica,
(figuras 15 y 16). Asi mismo, se propuso calcular el HOMO y LUMO de glistoxina cuando pierde el
puente disulfure, notando una diferencia en la distribucién electrénica tanto en el HOMO como en
el LUMO.

S -

|

Figura 15. HOMO de gliotoxina sin puente Figura 18, LUMOQ de ghotoxina sin puente
disulfura disulfuro

De acuerdo 2 la tecria de |a llave y la cerradura podemos afirmar que el puente disulturo
s muy importante en la actividad bioldgica, es decir hay una relacion estructura-actividad entre la

{oxina y el aceptor.
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En Iz literatura se describen varios métodos para el cultivolo de Aspergilius fumigatus y
{a produccidn de gliotoxina. Mdlibacher et al (1985); Richard et al., (1989); Darshana and
Larsen (1991); Baver et al,, (1989); Amitani et al., (1995}, emplearon medios de cultivo
tales como Medio Eagle’s y medio 199, que son de muy alto costo ya que se usan
principalmente para cultivo celufar, lo que representa una desventaja el utilizarios.
Richard et al., (1989) emplearon granos de armoz como medio de cultivo, ef cual es un
método muy lento de realizar, por lo que se considerd importante el implementar un
método para el crecimiento de Aspengillus fumigatus y produccion de gliotoxina que fuera
barato y facii laborar, para esto se tomé como base el medio propuesto por Jones and
Hanckok {1988), el cual consiste en un medio liquido que emplea como fuente de
carbono glucosa al 0.6%, en el medio estudiade en el presente trabajo se adicionaron
como fuente de carbone adicional harina de amoz, harina de maiz ¢ extracto de maita,
respectivamente pues se consideré que al contener una fuente de carbono en mayor
concentracion el microorganismo crecié mas facilmente, para eflo se utilizd una cepa de
referencia como lo es la A-20, ya que la experiencia previa en este laboratorio se verificd
que producia gliotoxina, por lo que se uso como referencia para emplearla en los
diferentes medios a estudiar.. En la grifica # 1, muestra el comportamiento de
crecimiento de Aspergillus fumigatus en los diferentes medios de cultive estudiados,
donde se observé que la velocidad de crecimiento fue mayor en el medio adicionado de
harina de arroz, e_l cual alcanzo la fase estacionaria después de las 75 hres, del inicio de
la fermentacion. En el caso del medio con extracto malta aunque la velocidad de
crecimiento y el tiempo requerido para alcanzar la fase estacionaria fueron menor y
mayor respectivamente la produccion de biomasa obtenida en este medio fue mayor,
teniendo un méaximo de crecimiento a las 100 hrs.de iniciada la fermentacion.

El seguimiento del consumo de nutrientes por parte de Aspergilius fumigatus en
los tres medios de cultivo estudiados fue llevado a cabo empleando la técnica de
Bradford para determinar proteinas(1976) y la técnica de Dubois (1956) para deteminar
carbohidratos, esto se muestra en las graficas # 2 y 3. Chavez et al, (1992), reportd
que el arroz contiene 78.8% de carbohidratos, 7.4%, de proteinas, mientras que el maiz
tiene 73% de carbohidratos y 7.9 % de proteinas lo que muestra que hay cantidades
altas de carbohidratos y bajo contenido de proteinas, lo cual se pudo comroborar al inicio
del estudic donde se puede ver que de los tres medios probados et que proporciond
mayor cantidad de proteinas y menor de carbohidratos fue el extracto maita y los de
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arroz y de maiz proporcionaron mayor contenido de carbohidratos y menor de proteinas
ya que el extracto de mailta contiene grandes cantidades de enzimas principaimente alfa
y beta amilasas cuya actividad conjunta sobre los carbohidratos provocan su hidrélisis lo
que han aprovechado los microorganismos ( Garcia, 1993; Monroy, 1981). De los
extractos de los diferentes medios de cultivo a intervalos de tiempo de 24 hrs. durante la
tfermentacion, con la finatidad de determinar el consumo de los nutrientes del medio de
cultivo por el microorganismao, esto se muestra en las graficas 2 y 3.

En la grafica # 2 se observd un incremento en la concentracion de proteinas a las
120 hrs. de la fermentacién en el medio con extracto aroz, se considera que este
incremento puede estar relacionado con la velocidad de crecimiento de Asperyifius
fumigatus, ya que ha esa hora se inicio la lisis del microorganismo lo que provoca una
liberacion de proteinas al medio de cultivo.

Caber mencionar que tanto la grafica 1, 2y 3 inician en cero, debido a que el
programa nio 1o ubicd en su lugar.

£l fendmeno de aumento en el contenido de proteina en el medio de cultivo de
malta y de maiz se inicio a las 150 hrs. de fermentacion, lo corresponderia a proteinas de
exportacién hacia el medio por parte del microorganismo, ya que la lisis del
microorganismo se inicic aproximadamente a tas 150 hrs.

Con respecto a la concentracién de carbohidratos (grafica 3) presentes en los
medios, tanto en el medio con extracto maiz como en el medio con extracto amoz, los
niveles detectados fueron de 20 y 22 .5 ug/m! en comparacion con el medioc con maita
que fue de 12 ug/ml | esto puede explicarse debido a que por naturaleza se sabe que
estos dos productos contienen grandes cantidades de almidon en forma nativa, el cual
es hidrolizado por Aspergilfus fumigatus, a azucares asimilables antes de ser utilizados,
fenémeno que no se observé en el medio con extracto de maita, la malta por naturaieza
tiene gran cantidad de enzimas que hidrolizan a los azucares que el microorganismo
puede asimilar facil y rapidamente, lo anterior podria explicar la razén por la cual se
obtuvo una mayor produccion de biomasa en este medio que en los otros. De estos
resultados es cbvio mencionar que de ios tres medios de cuitivo modificados estudiados
el mas adecuado para el crecimiento de Aspergiflus fumigatus es el de extracto de malita.
Este medio en comparacién con los reportados por Darshana and Larsen (1991);
Richard. et al. (1989) Amitani et al. {1995), Baver et al., (1989), tiene amplias ventajas
en cuanto a su cosio.
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Habiendo seleccionado el medio de malta como el mas adecuado se procedio a
evaluar la presencia de gliotoxina en el medio de cultivo y posteriomente determinaria
en los otros dos, para ello se recurrid al emplec de cromatografia en capa fina, puesto
que en la literatura cita Millbacher et al., (1985); Richard et al., (1989); Baver et
al.,(1989), el uso de cromatografia en capa fina para deteminar la presencia de
glictexina. Por otro lado es importante mencionar que son muy variables los datos
reportados en cuanto al sistema de elucion emplieado para tener buena separacion de
gliotoxina, cuando se repitieron las condiciones de elucién ya establecidas ninguno fue
eficiente para la separacion, por lo que se implementd el sistema acetato de etilo-hexano
con el cual se tuvo una buena separacion de la muestra. Para verificar la presencia de
glictoxina se utilizé un éstandar de gliotoxina como referencia, con lo que se obtuvieron
valores de Rf igual al estdndar, esto se realizé por triplicado en cromatoplacas con
éstandar Unicamente y con éstandar mas la muestra. En la fig.6 se muestran los
cromatogramas realizados a cada uno de los medios de cultivo, en donde la produccion
de gliotoxina en medio extracto amoz se detectd hasta después de las 120hrs., siendo
muy poca la cantidad producida. En el medio extracto maiz se determind ia presencia de
gliotoxina a las 96 hrs. de la fermentacion y a las 168 hrs. la cancentracidn fue mayor, de
igual manera fue el comportamiento en el medio extracto malta, pero con mayor
produccion de gliotoxina, ademas de que se encontro la presencia de otros compuestos
desconocidos presentando polaridades diferentes a la gliotoxina. Para observar mejor
este hecho en la figura 6d se tienen 10s cromatogramas de cada medio, obtenidos a las
192 hrs., donde se observa que el medio con extracto de malta habia mayor presencia
de gliotoxina. Con esto se confirméd que el medio 6ptimo para el crecimiento y produccion
de gliotoxina por Aspergillus fumigatus fue el medio con extracto de malta.

Al haber establecido las condiciones de desarrolio de cromatografia en capa fina,
se prosiguié a crecer las diferentes cepas obtenidas de aislamiento clinico de
Aspergilosis aviar, empleando tanto el medio de cultivo seleccionado por cromatografia
en capa fina y asi poder determinar ia produccion de gliotoxina en cada una de ellas. En
la fig.7 se muestran los resultados obtenidos del estudio del método de cromatografia de
capa fina realizado al final de la fermentacion de las cepas a estudiar, de las cuales las
cepas 2, 3, 4, 5, 7, 9 y 10, presentaron un compuesto que tuvo similitud al ser
comparado con el estandar de gliotoxina, no asi para las cepas 1, 8 y 11 que
manifestaron compuestos con peolaridad diferente a gliotoxina.
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Por otra parte se realizé un ensayo biolégico para determinar la presencia de
gliotoxina y asi tener otra opcion ademas de cromatografia en capa fina. Tilden et al
(1961) propuso la prueba de hemdolisis para determinar la presencia de gliotoxina, esta
prueba es rapida de realizar, aunque cabe mencionar que actualmente la prueba de
hemdiisis no es muy ulilizada debido a que existen otros métodos mas sensibles como
es la técnica de Elisa, para la que se requiere de infraestructura especial con la cual no
se contaba en ese momento, por lo se levo a cabo una prueba de hemolisis. La
determinacion se reafizé visualmente y por medio de un método espectrofotometrico, el
método para la determinacion del grado de hemdiisis de las células fue la cuantificacion
de la hemoglobina liberada en el sobrenadante que no sedimienta a la misma velocidad
que las células; para ello se siguid el método para cuantificar cianometahemoglobina
presente en la muestra, se utilizaron eritrocitos de pollo obteniendo hemdlisis a una
concentracion de 15 ng/mi, al realizar la determinacién visualmente se tuvo que la
minima concentracién detectada fue de 1ug / mi, en la cual se presentdé hemdlisis,
comparando los dos resultados se observa que se tiene mayor sensibifidad al hacer la
determinacion espectrofotometricamente, lo cual ya es una ventaja en este tipo de
técnicas, por (o que podria ser una herramienta Gtil para la determinacion de la presencia
de gliotoxina. En base a que ya no se contaban con volumenes de extractes de los
diferentes medios para realizar este ensayo, por lo que desafortunadamente solo se
trabajo con &l estandar.

Con el proposito de confirmar la presencia y cantidad de gliotoxina en las
diferentes cepas, se decidié llevar 2 cabo el método de cromatografia de liquidos a alta
presion (HPLC), ya que este método se ha estado utilizando para ello por Richard et al
(1988); Darshana and Larsen (1991) ; Amitani ef al., (1995), por lo que se consideraron
las condiciones de realizacion establecidas para poder adecuar y estandarizar nuestras
propias condiciones optimas de comrida. Primeramente se realizd con el estindar de
referencia, con el que se obtuvo un tiempo de retencion de 3.03 min, este valor se
considerd como referencia para asi identificar y cuantificar la gliotoxina en las diferentes
cepas a estudiar. En la Cuadro 2 se sefiala el namero de picos obtenidos con cada
cepa, asi como el tiempo de retencion y el porciento de area de cada pico, de la cual
resulta importante mencionar gue las cepas con tiempo de retencion parecido al
estandar de gliotoxina fueron las cepas 3 y B, mientras que lascepas 1,2, 5,7,9, 10y
11 presentaron un tiempo de retencion aproximado al estandar de referencia de
gliotoxina. Las cepas 9, 10 y 11 tuvieron un comportamiento muy similar entre ellas
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puestc que presentaron un compuesto con tiempe de retencidén igual y una area
grande, pero diferente al éstandar de referencia por lo que se puede deducir que estas
cepas no produjeron gliotoxina.

De los resuftados obtenidos en HPLC, se eligié la cepa 3 que fue la que presentd
en el iempo de retencion muy similar al estandar, para subsecuentemente ser empleada
en la caractefizacion de la molécula. Para este fin se hizo una replica del método de
crecimiento de Aspergillus fumigatus para la produccién de glictoxina en un volumen de
30 Its. para asi poder tener una cantidad de gliotoxina adecuada para su caracterizacion.
Al concentrado obtenido de 5 ml ¥ purificado se le realizo un prueba fisica representativa
que ayuda a comoborar la identificacion de un compuesto como es el punto de fusion
teniendo un vaior de 219-220°C que coincide con e) reportado en trabajos anteriores
{Johnson et al. ,(1943).

Con el afan de caracterizar a (a molécula obtenida del extracto de la cepa 3, se
llevo a cabo la técnica de espectrometria de masas basandose en los estudios hechos
por Mullbacher, et al., {1985); Amitani et al,, (1995), los cuales utilizaron esta técnica
para Hegar a la caracterizacion de gliotoxina, en esta técnica las moléculas que se
someten a esta técnica son fragmentadas mediante un bombardeo de electrones, por lo
que el andlisis de las masas de los fragmentos resultantes permiten conocer el peso
molecular y posiblemente la formula molecular. £n la fig.9 se observa un pico de 326 m/z
y corresponde al peso molecular reportado para la glioloxina {Baver et al. ,{198%9) y un
pico con mayor abundancia de 262 m/z llamado pico base por ser el mas abundante, el
patrén de fragmentacion que se manifiesta en e} espectro propuesto indica un pérdida de
64 unidades de m/z que comesponderia a un puente de disulfuro, por lo que con esto se
confima que la molécula comesponde a la gliotoxina, ademas de que este espectro de
masas obtenido de la cepa 3 es basado en la comparacién de uno ya reportado por
Baver et al ,1989. Se llevo a cabo la técnica de espectrometria de infrarrojo con el fin de
caractenzar ia presencia de gliotoxina en donde se encontraron grupos funcionales que
pertenecen a gliotoxina, con este resultado se puede asegurar que el compuesio en
estudio es gliotoxina.

Con respecto a los estudios que se han realizado para conocer algunas de las
propiedades de gliotoxina Se ha encontrado que puede presentar dos formas, la
oxidada y la forma reducida, de las cuales existe una gran diferencia, a forma reducida
al parecar no tiene actividad bioldgica v la forma oxidada si  presenta actividad puesto
que se ha visto que inhibe la sintesis de RNA viral, no se sabe con certeza cual es la
causa de este comportamiento, se cree que podria ser la presencia detf puente disulfuro
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en el anillo presente en la forma oxidada (Trown and Bilello, 1972). De lo anterior se
deduce que existe poca informacion al respecto, por lo que este hallazgo influyd para
llevar a cabo un estudio sobre la estructura espacial de la molécula, para ello se empled
el programa computacional UNICHEM (AM1) que se basan en célculos de mecanica
cudnitica, con elio se calcuid el orbital molecular mas alto ocupado que corresponde al
HOMO y el orbital molecular méas bajo desocupado que concierne al LUMO, con esio se
puedo establecer la parte mas reactiva de 1a molécula. En la fig. 11 y 12 se aprecia el
HOMO y LUMO de gliotoxina de la cual se puede apreciar que ia parte mas reactiva es el
puenie disulfuro, también se realizdo el estudio a la gliotoxina cuando ha perdido su
puente disulfuro y se observo diferencia significativa en la distribucion electrdnica tanto
en HOMO como LUMO con esto nos ayuda a comoborar lo indicado por Trown and
Bilello.,(1972), Waring, etal., (1995) y a confirmar que el puente disuifuro es de gran
importancia en la actividad biolégica.
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CONCLUSIONES

1.- Con base en los diferentes medios de cuitivo probados para lievar cabo el
crecimiento de Aspergilfus fumigafus y produccién de gliotoxina el 6ptimo fue medio con
extracto de malta.

2_- Al desarrollar la cromatografia de capa fina se encontrd que las cepas 2, 3,4, 5,7, 9
y 10, presentaron un compuesto que se comporté de forma en forma similar al estandar

de gliotoxina, sin embargo no fue lade la gliotoxina.

3.- La Cromatografia Liquida Alta Presion (HPLC) nos ayudd para determinar la
presencia y cantidad de gliotoxina en las cepas aisladas de casos clinicos de la
enfermedad como las cepas 3 y B que fueron las que presentaron un tiempo de
retencion similar al estdndar . Sin embargo las cepas 9, 10 y 11 tuvieron un
comportamiento muy similar entre ellas puesto que presentaron un compuesto con
tiempo de retencion iguat y un area grande, pero diferente a gliotoxina.

4 - De los resultados obtenidos en HPLC, se eligié a la cepa 3 para posteriormente llevar

a cabo la caracterizacién de la molécula.

5.- Tanto la cromatografia de Capa Fina como Cromatografia de Alta presién fueron

eficientes para la identificacion y cuatificacion de la gliotoxina

6.- Al realizar la espectrometria de masas se obtuvo un pico de 326 m/z que

commespondid al peso molecular ya reportado para gliotoxina.

7 .- El andlisis computacional UNICHEM (AM1) nos permitid calcular el HOMO y LUMO e
inferir que la parte mas reactiva de la molécula es el puente disulfuro, que fue
comparado con la estructura cuando esta ha perdido su puente disulfuro por lo que este
de gran importancia en la actividad biolégica.



Anexo 1

ANEXO 1
TABLA 1
RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO DEL PESO SECO ANOVA
Medio de cultivo | Media | Varianza | N
Arroz 0.37889 ) 0.06826 | &
Maiz 0.36889 | 0.03044 9
Malta 043889 | 0.06116 9
TABLA 2
REsULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO DE PROTEINAS ANOVA
Medio de cultivo | Media | Varanza | N
Arroz 0.07269 |0.00635 9
Maiz 0.47872 10.08418 g
Malta 0.1369 0.01979 9
TABLA 3
RESULTADOS DEL ANALSIS ESTADISTICO DE CARBOHIDRATOS ANOVA
wedio de cultive | Media { Vardanza | N
Aoz 0.17383 | 0.01051} 9
Maiz 0.22150 | 0.01145 8
Malta 012472 | 000678 | 9
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