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RESUMEN

La onicomicosis es una enfermedad causada por hongos que afecta a personas en todo
el mundo. El objetivo principal de esta tesis es evaluar la actividad antifungica del
quitosano frente al hongo causante de la onicomicosis. El quitosano se obtuvo mediante
un método quimico asistido por ultrasonido, variando el tiempo de sonicacion durante la
etapa de desproteinizacién, lo que permiti6 obtener quitosano con diferentes
caracteristicas fisicoquimicas. Conforme aumenté el tiempo de sonicacion, de 40 a 80
minutos, el grado de desacetilacion disminuyd de 86.7 a 67%. El peso molecular vario
entre 1612 y 590 kDa, mientras que el tamafio de particula se situ6 en el intervalo 32.4 —
14.2 um.

Con el quitosano obtenido, se prepararon soluciones de diversas concentraciones (0.2%,
0.5%, 1% y 2%). La mayor actividad antifungica contra P. Chrysogenum, se observo en
las muestras de quitosano obtenidas con 70 y 80 minutos de sonicacion a una
concentracion de 0.2% logrando inhibiciones del 48.14% y 47.34%, respectivamente. La
velocidad de crecimiento micelial del patégeno en los tratamientos fue de 0.0048 y 0.0049
cm/h, respectivamente.

En conclusion, el quitosano demostré actividad antifungica, donde su funcionalidad esta
estrechamente relacionada con el grado de desacetilacion, el peso molecular, el tamafio
de particula y la concentracion, los cuales desempefian un papel crucial en la interaccion

del quitosano con la superficie celular del patégeno.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La onicomicosis es una enfermedad que afecta aproximadamente al 5.5% de la poblacién
mundial; en personas de la tercera edad, la afeccion es hasta del 35% (Marin, 2021). En
América del Norte, la ocurrencia en nifios es del 0.4%, mientras que en México se calcula
gue entre el 2 y el 8% de las personas la padece (Marin, 2021; Secretaria de Salud,
2016). Se trata de una de las enfermedades infecciosas y contagiosas mas comunes,
causada por hongos y afecta principalmente las ufias de los pies y las manos (Nazar,
Gerosa y Diaz, 2012). La zona ungueal de los pies es la mas afectada, con una
prevalencia del 80% mayor que en las manos (del Cid, 2019). Ademas de ser un problema
de salud publica, también representa una preocupacion estética.

Hasta la fecha, los tratamientos disponibles requieren largos periodos de aplicacion.
Entre los medicamentos sistémicos mas usados estan la terbinafina y el itraconazol
(Bouchara, Nenoff, Gupta y Chaturvedi, 2021; del Cid, 2019), con una duracion de
tratamiento que puede extenderse de 6 a 12 meses. La terbinafina, aunque efectiva,
puede causar efectos secundarios como dolor de cabeza, sintomas gastrointestinales,
sarpullido, y en casos menos frecuentes, anomalias en las enzimas hepéticas y
alteraciones del gusto (Bouchara et al., 2021). Los tratamientos tépicos actuales, aunque
menos propensos a generar efectos secundarios, también requieren varios meses para
curar la enfermedad. Debido a los resultados limitados ante diversos agentes causantes
de la onicomicosis, a menudo se combinan tratamientos sistémicos y topicos (del Cid,
2019). Uno de los principales problemas de los tratamientos actuales es que pueden
causar hepatotoxicidad y a la persistencia de la enfermedad (Tejedor, Gonzélez y
Mayordomo, 2021). Esto resalta la necesidad de desarrollar tratamientos mas efectivos

y con menos efectos adversos para mejorar el control de la onicomicosis.



JUSTIFICACION

La onicomicosis se ha vuelto un problema de salud publica, a pesar de las mejoras en la
calidad de la vida y las medidas de higiene personal. Actualmente no existe un
tratamiento ideal para combatirla y los farmacos actuales presentan tiempos prolongados
de curacion, algunos pueden ocasionar efectos secundarios. Esto ha conducido a la
busqueda de productos menos nocivos a la salud, que presenten actividad antifungica
ante el hongo causante de esta infeccion.

Entre los materiales que se han propuesto utilizar contra hongos patégenos humanos, se
encuentra el quitosano. Este material es un polimero lineal de origen natural derivado de
la quitina, la cual puede encontrarse en crustaceos como en las conchas de cangrejo o
en las cascaras de camaron e incluso en hongos; ademas, puede emplearse de manera
oral o topica, como ya se ha visto por ejemplo en la liberacién controlada de farmacos o
en la cicatrizacion de heridas (Guo et al., 2024). El quitosano es un material no téxico,
biodegradable, biocompatible, con una amplia actividad antibacteriana y antifungica, que
se ha empleado como fungicida sobre varios patégenos fungicos en plantas y humanos
(Ke, Deng, Chuang y Lin, 2021; Mania et al., 2023). En el caso de humanos, Candida
albicans, Candida tropicalis y otras especies de Candida presentan susceptibilidad al
guitosano a concentraciones minimas inhibitorias (CMl), lo cual esta asociado a su grado
de desacetilacion y a su peso molecular (Ke et al., 2021).

Es importante encontrar un material antifGngico menos nocivo y que sea eficaz para tratar
la onicomicosis; por eso, el presente trabajo se enfocard en obtener quitosano de
diferente grado de desacetilacion y peso molecular, para evaluar su funcionalidad
antifangica ante el hongo patdgeno causante de la onicomicosis en la zona ungueal del
pie. El quitosano proporciona ventajas al ser un material natural de facil obtencion y de
bajo costo; ademas, puede ser utilizado de forma oral o tépica; es biocompatible,
biodegradable, no toxico y con actividad antifingica probada en hongos patdégenos, por

lo que es una opcion viable.

10



HIPOTESIS

El quitosano presenta actividad antifingica ante el hongo causante de la onicomicosis.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antifungica del quitosano ante el hongo de la onicomicosis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener quitosano modificando las condiciones quimicas del proceso.

e Caracterizar el quitosano para determinar sus propiedades fisicoquimicas.

e Recolectar una muestra clinica de un paciente diagnosticado con onicomicosis en
la zona ungueal del pie.

e Identificar el hongo patdgeno responsable de la onicomicosis mediante un examen
microscopico y cultivo microbioldgico.

e Aislar el hongo causante de la infeccion para su posterior analisis.

e FEvaluar in vitro el efecto inhibitorio del quitosano sobre el hongo aislado,

determinando su eficiencia antimicética.
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CAPITULO I. MARCO TEORICO

1.1 Onicomicosis

1.1.1 Area estudiada

La onicomicosis es una enfermedad de la zona ungueal de manos y pies causada por
hongos patdgenos que supone el 50% de las onicopatias a nivel mundial (Pérez et al.,
2018). A nivel mundial la padece el 5.5% de la poblacién y su prevalencia va en aumento
del 2,1% al 9,1%; afecta hasta al 35% de las personas de la tercera edad (Marin, 2021;
Pérez et al., 2018). La prevalencia media de la enfermedad en Europa y América del
Norte es del 4.3% segun estudios poblacionales, siendo causada principalmente por
dermatofitos; en América del Norte, el 0.4% de los nifios la padece (Bouchara, et al.,
2021; Marin, 2021). En México se calcula que entre el 2 y el 8% de las personas tiene
esta enfermedad (Secretaria de Salud, 2016). En Ciudad de México en el afio 2008 se
hizo un analisis retrospectivo en el que se identific6 con mayor frecuencia en las ufias de
los pies (94%), respecto de las manos (del Cid, 2019); en otro estudio realizado en México
a 7250 personas (del afio 2010 al 2019) se hallé que el 58.9% padecia onicomicosis,
identificando del 55% las formas clinicas (subungueal distal 17.5% vy distréfica total
16.3%, son las mas frecuentes), siendo Tricophyton Rubrum el agente causal con mayor
prevalencia en este y otro estudio realizado (del afio 1995 al 2015) a 78,239 personas
(Fonseca, Urbano y Zanguiia, 2022; Marin, 2021). Pakshir et al. (2021) reporté 50 mohos
no dermatofitos aislados causantes de onicomicosis, los cuales fueron algunas especies
de Aspergillus (A. flavus, A, niger, A. fumigatus, A. sydowii y A. terreus) Penicillium (P.
chrysogenum, P. commune, P. glabrum) y Fusarium (F. solani y F. thapsinum).

1.1.2 Predisposiciony presentacion clinica
Las personas pueden contagiarse facilmente por el uso de calzado cerrado, el contacto
con zonas humedas en areas publicas, manicura o pedicura y pueden estar mas
predispuestos al contagio si tienen enfermedades como diabetes, psoriasis e
inmunosupresion (Bouchara et al., 2021; Pérez, et al., 2018). Ademas, se puede ver
predispuesto por factores genéticos y socioeconémicos y ambientales (Martinez, Peres,
Bitencourt, Martins y Rossi, 2021).
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La onicomicosis es una infeccién causada por hongos en la zona ungueal de manos y
pies que presentan con mayor ocurrencia adultos respecto de nifios, en la cual las
manifestaciones clinicas se observan en el engrosamiento de las ufias y/o en la piel de
bajo de estas, su cambio de color, onicdlisis, division y destruccion de la placa ungueal
(Cafete y Wiederhold, 2023).

Su presentacion clinica depende de la forma en que el hongo entra a la zona ungueal
(Figura 1), por lo que de acuerdo con Fonseca et al. (2022) y Zahara, Dehavay y Richert
(2024) puede clasificar en onicomicosis:

e Subungueal distolateral (85% de los casos): el hongo penetra la parte inferior de
la punta distolateral de la zona ungueal extendiéndose proximalmente. La ufia
puede presentar coloracion blanca amarillenta, separacion del lecho ungueal,
hiperqueratosis en la parte inferior del hiponiquio y el lecho ungueal.

e Subungueal proximal: el hongo invade la zona de la cuticula y penetra por la parte
de abajo del pliegue proximal a la uiia y se extiende distalmente. Se presenta como
una leuconiquia proximal (con manchas blancas o lineas transversales) o
leuconiquia longitudinal proximodistal. Se relaciona con pacientes que presentan
inmunosupresion.

e Superficial: el hongo ingresa mediante la capa superficial de la lamina ungueal. Se
presentan pequefias manchas calcareas blancas con verdes afilados en la zona
ungueal de los pies.

e Endonyx: el grosor de la placa ungueal se ve afectado por el hongo desde el borde
libre, dejando intacto el lecho ungueal y la superficie. Se presenta una lesion opaca
de color blanco lechoso sin onicdlisis, hiperqueratosis subungueal o alteracion
superficial.

e Distrdfica total: se presenta cuando ya ha progresado durante varios afios, por lo
que es la etapa final de la enfermedad. La zona ungueal presenta un gran grosor,
es hiperqueratésica o totalmente atrofica, con restos de queratina en el lecho

ungueal.
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Figura 1. Presentacion clinica de la onicomicosis: a) Distolateral. b) Proximal. c)
Superficial. d) Endonyx. e y f) Distrofica Total. Fuente: Zahara et al. (2018).

1.1.3 Etiologia
Los hongos que pueden causar onicomicosis de acuerdo con del Cid (2019) se clasifican
en:

e Dermatofitos: los géneros implicados son Epidermophyton, Trichophyton y
Microsporum. El Trichophyton rubrum es el mas frecuente en onicomicosis a nivel
mundial.

e Levaduras: se encuentran especies de Candida como Céndida albicans (mas
frecuente), C. parasilopsis, C. tropicalis. Representan del 5 al 20% de la
onicomicosis.

e Mohos no dermatofitos: los mohos hilianos y los mohos demitiaceos pueden ser
asociados también como especies invasoras secundarias. Aspergillus y Fusarium
se presentan con mayor frecuencia, entre 1 y el 5% a nivel mundial. Penicillium
chrysogenum, P. commune y P. glabrum también han sido identificado como
causante de onicomicosis (Pakshir et al., 2021).

1.1.4 Modelo de interaccion fungico-huésped
En la onicomicosis de acuerdo con Martinez et al. (2021) refieren que los hongos detectan
y se adaptan a la zona ungueal, donde las células fungicas mediante reordenamiento

mecanico y bioquimico colonizan la estructura queratinizada, en la que la unién de las
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células fungicas a los tejidos del huésped depende de las adhesinas especificas de
carbohidratos ubicadas en la superficie de los conidios y proyecciones de fibrillas que
conectan las artrosporas adyacentes con la piel. Los hongos deben buscar y recolectar
nutrientes para asegurar la permanencia de la infeccién, mientras que los conidios o las
artrosporas liberan enzimas, producen lipasas, ceramidas e invaden la queratina
superficial siendo los causantes de la infeccion en el aparato ungueal (Fonseca et al.,
2022; Martinez et al., 2021). Como una estrategia de supervivencia fangica, los conidios
pueden permanecer en un estado de reposo, ya que en algunos hay ARN y proteinas
involucradas en el mantenimiento, latencia y germinacion de los conidios, como en el

caso de T. rubrum (Martinez et al., 2021).

1.1.5 Control de la enfermedad

Inicialmente se requiere llevar a cabo la identificacion de la enfermedad y el patdgeno
gue la causa. La identificacién de onicomicosis se puede llevar a cabo mediante muestreo
micologico, dermatoscopia, tomografia de coherencia Optica y microscopia de
reflectancia confocal (Zahara et al., 2024).

En el tratamiento de la onicomicosis se han utilizado medicamentos topicos y sistémicos
y terapias combinadas con ambos. Los medicamentos sistémicos utilizados son el
fluconazol, la terbinafina, el itraconazol, el lanoconazol, entre otros; Unicamente los
dltimos tres estan autorizados por la FDA (Bouchara et al., 2021; del Cid, 2019); la
terbinafina puede ocasionar efectos secundarios tales como dolor de cabeza, sintomas
gastrointestinales, sarpullido, anomalias de las enzimas hepaticas y alteraciones del
gusto (Bouchara, et al., 2021). Entre los tratamientos topicos se ha utilizado bifonazol al
1%, tioconazol al 28% o cilcopirox al 8%; en el tratamiento mediante oclusion o
desbridamiento (mecéanico, quimico o quirdrgico) de la ufia, se aumenta la tasa de
curacion al disminuir la masa fangica y facilitar la difusion de los agentes antifungicos (del
Cid, 2019; Zahara et al., 2024).

Es dificil tratar la onicomicosis debido a que el hongo penetray permanece en la lamina
ungueal; ademas, presenta tiempos de curacion muy prolongados, desde 6 hasta 12
meses lo que conduce al abandono y muchas veces un mal diagnostico puede conducir
a un mal tratamiento. Hay medicamentos que inclusive pueden ocasionar hepatotoxicidad

(Marin, 2021; Tejedor et al., 2021). Aunque existen tratamientos disponibles, hay
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informacion sobre la resistencia y la tolerancia a los antifungicos; como en el caso del
dermatofito T. rubrum que es uno de los mas predominantes y de los mas reportados con
resistencia a tratamientos estandar (Martinez et al., 2021).

1.2 P. chrysogenum

El hongo P. chrysogenum ha sido utilizado como productor de penicilina a nivel industrial,
pero que en algunos casos puede actuar sobre la salud como un agente patogénico
causante de onicomicosis, gqueratomicosis, micosis broncopulmonar alérgica y asma
(Abastabar et al., 2016).

1.2.1 Taxonomia
La taxonomia de P. Crhysogenum de acuerdo con Fernandez (2014) se clasifica de la
siguiente manera, Tabla 1.

Tabla 1. Taxonomia de P. chrysogenum.

Dominio Eukaryota

Reino Fungi

Phylum Ascomycota
Sub-phylum Pezizomycotina
Clase Eurotiomycetes
Subclase Eurotiomycetidae
Orden Eurotiales
Familia Thricomaceae
Subfamilia Aspergillaceae
Geénero Penicillium
Especie Penicillium chrysogenum

1.2.2 Caracteristicas morfoldgicas
El hongo puede reproducirse asexualmente por la fermentacion del micelio o generando
conidios los cuales una vez formados y al quedar libres en un medio nutritivo se hinchan
y rompen su pared celular y emiten brotes de hifas tabicadas y divididas por septos de
pared celular que se nutren del sustrato (no penetran mas alla de los 4.5 mm) hasta que

forman un micelio de hifas compactas (en las terminales los productos de la hidrolisis

16



vacuolar se emplean en la produccion de energia y en la sintesis de materiales celulares
nuevos que sostienen el crecimiento en estas regiones del micelio) donde se producen
conidioforos asimeétricos bi- o tervicelados que se proyectan sobre la superficie del micelio
y en cuyo extremo libre se forman las métulas ramificadas y sobre estas se asientan las
fidlides (no superan las 15 pm y presentan forma de botella) que estan llenas de
citoplasma rico en reservas y son las encargadas de formar los conidios elipticos (4x3.3
pum) o subglobosos (4x4.5 um) que después de que finaliza el estrangulamiento de la
fidlide estos quedan libres y pueden germinar dando comienzo de nuevo al ciclo
(Fernandez, 2014; Xia et al., 2018). El hongo microscépicamente presenta la forma

caracteristica de pincel.

1.3Quitosano

El quitosano (Qs) es un polimero cationico lineal cuyo mondémero principal es el 2-amino-
2-desoxi-B-D-Glucopiranosa derivado de la quitina (segundo polisacarido mas abundante
en la naturaleza) la cual puede presentarse en tres formas polimorficas en las que varia
la direccion, en capas de cadenas de polisacaridos con diferente direccion en forma
antiparalela (a), capas en forma paralela (B) y en cada terceracapa con direccion opuesta
a las dos anteriores (Y), siendo posible obtenerla mediante el método quimico y biolégico
(Torres, 2023). La quitina se encuentra en la pared celular de hongos como los
ascomicetos, zigomicetos y basidiomicetos (Vallejo, 2019); también en exoesqueletos de
artropodos como el camaroén, la langosta, los cangrejos y aracnidos (Guo et al., 2024,
Mania et al., 2023).

El quitosano se obtiene al desacetilar parcialmente a la quitina (Figura 2), usando ciertos
alcalis, lo cual genera grupos amina cargados positivamente en la estructura confiriéndole
un caracter policatiénico (Solis, 2023; Rodriguez et al., 2022). Se puede obtener con
diferente grado de desacetilaciéon (GD) en un intervalo de 50 a 90%; si se alcanza el 100%
se le denomina quitano (Solis, 2023; Vallejo 2019). También se puede obtener con
diferente peso molecular, lo que permite clasificar al quitosano de acuerdo con este
parametro en peso molecular bajo (menor a 150 kDa), peso molecular medio (de 150 a
700 kDa) y peso molecular alto (mayor a 700 kDa) (Arias, Veloza y Sepulveda, 2020).

17



CH,OH
NaOH | A3~0 I~ r@
— . Wy P N

HO™ 0~
A CH,0H

Figura 2. Reaccion de desacetilaciéon de la quitina.

1.3.1 Propiedades

Propiedades quimicas
Las propiedades que posee el quitosano incluyen: alta hidrofilicidad y cristalinidad,
insolubilidad al agua y disolventes inorganicos, conductividad ionica, agente floculante,
propiedades quelantes y complejas, adhesion para el aislamiento de biomoléculas,
biocompatibilidad, biodegradabilidad, no toxicidad, capacidad de acelerar la cicatrizacion,
propiedad hemostética, antiacida, antiulcerosas y antitumorales (Mania et al., 2023:
Vallejo, 2019).

Una de las propiedades mas relevantes y de interés para el presente trabajo es su
actividad antimicrobiana. En hongos patdégenos humanos y fitopatégenos tiene un efecto
fungicida y fungistatico, el cual se relaciona con su naturaleza policationica, originada por
los grupos amina cargados positivamente; estos generan la interaccion con la pared o
membrana celular cargada negativamente (a mayor contenido de acidos grasos mas
carga negativa) dando lugar a la salida de proteinas, afectando el ARN y la funcion
mitocondrial (Ke et al., 2021; Rodriguez, 2022). El quitosano de acuerdo con estudios
reportados ha sido util en el tratamiento de hongos patogenos y fitopatégenos. En hongos
suele inhibir la germinacion de esporas, el alargamiento del tubo germinal y el micelio
(Torres, 2023).

Propiedades fisicoquimicas
La funcionalidad del quitosano esta ligada con sus propiedades fisicoquimicas, tales

como.

e Solubilidad: el quitosano es soluble en soluciones acidas gracias a los grupos amino
protonados (con un valor aproximado de 6.5 pKa) y depende de factores como el peso

molecular, el grado de desacetilacion, el pH, la temperatura y la cristalinidad del
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polimero (Aranaz et al., 2021). El &cido acético al 0.1M se suele emplear para probar
la solubilidad del quitosano (Vallejo, 2019).

Grado de desacetilacion (DA): el grado de desacetilacion (GD) del quitosano permite
diferenciarlo de la quitina por la presencia de grupos amina cargados positivamente.
El GD determina la relacion de las unidades repetitivas 2-acetilamina-2- desoxi-p-D-
(+)-glucosimina entre la 2-amino-2-desoxi-p-D-Glucopiranosa, donde si esta Ultima
representa igual o mas del 50% ya se considera quitosano (Solis, 2023; Vallejo, 2019).
Uno de los métodos mas faciles y rapidos para determinar el GD es el de correlacién
desde el espectro infrarrojo, el cual utiliza las bandas de absorcion de los grupos
funcionales amina IIl (1320 cm™) y CH2 (1420 cm™) (Ramirez, Delgado y Andrade,
2016); otros métodos empleados son la espectroscopia H-NMR, titulacion
potenciométrica, espectroscopia-UV, espectroscopia-CD, titulacion coloidal y
meétodos enzimaticos (Solis, 2019).

Peso molecular: la viscosidad sirve como herramienta para determinar el peso
molecular ya que esta intrinsecamente ligada a este. Mediante viscosimetria capilar
se puede determinar el peso molecular promedio, utilizando la ecuacion 1, propuesta
por Mark-Houwink-Khun-Sakurada (Tan, Kaya, Tavlek, Sargin y Baran, 2018); de
acuerdo con Pastor (2004) refiere que las constantes dependen de los parametros de

temperatura, disolvente y grado de desacetilacion (GD) del quitosano.

[n] = kMS Ecuacion (1)
Donde:
n: viscosidad intrinseca.

My: viscosidad promedio.
k y a: son constantes de Mark-Houwink-Khun-Sakurada.

El quitosano ha sido utilizado en un sinfin de aplicaciones como en el area de la salud

debido a sus diversas propiedades. En forma de andamio, hidrogel, inyectable o pelicula

para la administracion de medicamentos, cicatrizacion de heridas, en ingenieria de tejidos

0seos, tejidos cartilaginosos, tejidos cutaneos y como funcion terapéutica como posible

agente cancerigeno (Gupta, Sharma, Jabin y Jadoun, 2024; Maj et al., 2019). Asi como

en el tratamiento de infecciones como la causada por Candida albicans o Aspergillus
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fumigatus que causa infeccién invasiva potencialmente moral en personas con el sistema
inmune debilitado en el que el quitosano funciona como una sustancia antigénica e inhibe
la infeccion (Nasiri-Jahrodi, Shams-Ghahfarokhi, Paskiabi y Razzaghi-Abyaneh, 2024;
Zhang et al., 2024)

1.4 Estado del arte

El quitosano es un polimero biocompatible que de acuerdo con estudios reportados ha
presentado actividad antifingica ante diversos hongos como en hongos patdégenos de
especies del género Candida (Candida albicans, Candida tropicalis, entre otras),
Aspergillus, Penicilium y Fusarium (Ke et al, 2021; Pakshir et al., 2021); y en hongos
fitopatdgenos se ha usado frente a la especie Fusarium oxysporum, Pyricularia oryzae,
Collectotrichum gloeosporoides (Rodriguez, Bautista, Ramirez, Plascencia y Hérnandez,
2022; Solis, 2023), entre otros.

La actividad antifungica del quitosano puede afectar el crecimiento micelial, el desarrollo
del hongo, su esporulacion, su viabilidad y germinacion de las esporas (Rodriguez et al.,
2022).

Sun et al. (2021) evaluaron la accién antifingica in vitro del quitosano con peso molecular
de 100kDa y 93% de desacetilacién a concentracion de 0.1% contra Penicillun expansum
aislada de manzanas en descomposicion. Al dia 5 de incubacion presento el 28.5% de
relacion inhibitoria.

Meng et al. (2020) estudiaron la actividad antifingica del quitosano frente a Aspergillus
ochraceus el cual puede producir ocratoxina A (OTA) la cual posee posible actividad
cancerigena de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud. El hongo fue cultivado
en PDA con concentraciéon de 0.05% y 0.1% de quitosano (GD=93%) a 25°C durante 7
dias de incubacién, concluyendo que la concentracion de 0.1% fue la que presento una
mayor tasa de inhibicion (34.5%).

Thanyasrisung, Satitviboon, Howattanapanich y Matangkasombut (2023) investigaron la
eficacia del quitosano contra Candida resistente a medicamentos. Los hongos fueron
cultivados en placas de agar YPD con quitosano soluble en agua (150-200 kDa) y soluble
en &cido (7-9 kDa y 900-1000 kDa) a 30°C durante 48 horas. Los tratamientos con < 40
mg/ml el quitosano de 150-200 kDa y < 6mg/ml de quitosano de 7-9 kDa y 900-1000 kDa

fueron los que eliminaron la mayoria de los aislados de Candida.
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Ribeiro et al. (2023) evaluaron el potencial antifungico in vitro del quitosano obtenido de
especies fungicas (Rhizopus stolonifer, Mucor pseudolusitanicus L. y Cunninghamella
elegans) frente al hongo dermatofito Microsporum canis (CFP 00098). El hongo fue
cultivado en PDA con quitosano a concentraciones de 600, 1200 y 2400 pg/mL* a 28°C
durante 72. El quitosano obtenido de la especie Rhizopus stolonifer con 85.4% grado de
desacetilacion y masa molar de 26.23 kDa a concentracion de 2400 pg/mL™ fue el que
presento mayor inhibicion del crecimiento micelial en M. canis, con hasta 62.81%.
Zhang et al. (2024) reportaron la actividad antifungica del quitosano contra Fusarium
solani. Utilizaron medios de cultivo de PDA con quitosano a 30, 50, 100, 150 y 200 kDa
a concentracion de 0.125, 0.25, 0.5, 1y 2 g/L, durante 5 dias de incubacion. El quitosano
a 150 kDa presento mejor inhibicion del crecimiento micelial de F. solani; a la
concentracion de 0.5 g/L al dia 2 y a la concentracion de 1g/L al dia 4 se inhibio por
completo el crecimiento. La morfologia del hongo tratado con quitosano a 150 kDa se
deformo y colapso, presentando algunos micelios completamente fracturados y
perdiendo su forma.
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CAPITULO Il. METODOLOGIA

El trabajo se divide en cuatro etapas, como se observa en el diagrama de la Figura 3.

Metodologia

v

| Etapa 1 I

|Etap32l |Etapa3|

Obtencion de Caracterizacion Ms!amignto }r
quitosano del quitosano caracterizacion
del hongo
Obtencion de
L 4 Trata |
| exoesquelelo ﬂR_I"_"’ CER Aislamiento ==
de camaron acetilacion en SDA
Caracterizacion
| Desmineralizacion L, Peso N SEM
molecular —
| Desproteinizacion :I Caracterizacion —
*@ Microscopia inhibicion
—| Desacetilacion 0[)“03
SEM

Figura 3. Diagrama general de la metodologia.
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2.10btencién de quitosano
Se utilizé la metodologia propuesta por Vallejo (2019) con algunas modificaciones.

2.1.1 Obtencién de materia prima
El exoesqueleto de camardn se sumergié en agua durante un dia, tras lo cual se lavo
repetidamente hasta eliminar completamente los residuos de carne y pigmentos. Luego,
las cascaras de camardn se secaron en una estufa convencional a 110 °C durante 4
horas. Una vez secas, se pulverizaron utilizando un molino de aspas de la marca Biolomix

(Figura 4) y el polvo resultante se tamizé con una malla de 250 (0.0025 pulgadas).

Figura 4. Molino utilizado para la pulverizacion del esqueleto de camaron.

2.1.2 Desmineralizacion
Se utilizd acido acético 0.6 M en relacién 1:11 (m/v), durante 3 horas a 30 °C con
agitacion constante a 1200 rpm (Figura 5).

Figura 5.Proceso de desmineralizacion.

2.1.3 Desproteinizacion
El material obtenido en la etapa anterior se desproteinizé utilizando un bafio ultrasoénico

de la marca Fisher Scientific (Figura 6) sometiéndolo a tiempos de sonicacion de 40, 50,
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60, 70 y 80 minutos, a temperatura ambiente. Para el proceso, se emplearon soluciones

de quitina de concentracion 4% en agua destilada.

Figura 6. Bafio ultrasonico.
2.1.4 Desacetilaciéon

Para la obtencion del quitosano, se empled una disolucion de NaOH al 50% en una
relacion 1:4 (m/v). El proceso se llevé a cabo bajo agitacién constante a 800 rpm vy
temperatura de 70 °C Para obtener el quitosano, se utilizd hidroxido de sodio al 50%
en una relacion 1:4 (m/v), aplicando agitacion constante de 800 rpm a 70 °C durante
dos horas, seguido de un tratamiento a 115 °C por dos horas adicionales. Se emple6
un sistema refrigerante para condensar los vapores de la disoluciébn de NaOH y
favorecer la reaccion (Figura 7). En todas las etapas, la muestra se ajust6 a pH neutro
mediante lavados con agua destilada, utilizando una centrifuga de la marca National
Health Laboratories (Figura 8). Posteriormente, se seco en una estufa convencional a
110 °C durante 3 horas, se pulverizé en un mortero y se tamizé utilizando una malla
250 micras (0.0025 pulgadas).

Figura 7. Desacetilacion de la Figura 8. Lavado en centrifuga.
quitina.
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2.2Caracterizacion del quitosano

2.2.1 Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR)
Las muestras de quitosano se caracterizaron mediante espectroscopia de infrarrojo (IR),
utilizando un espectrofotometro FTIR- ATR, Perkin Elmer. Aproximadamente 0.05 g de
cada muestra fueron analizados, registrando el espectro en la regién de IR medio (500 -
4000 cm™),

2.2.2 Grado de desacetilacion
El grado de desacetilacién (GD) del quitosano se determiné utilizando la metodologia
propuesta por Ramirez et al. (2016); en esta se utilizaron las bandas de absorcion de los
grupos funcionales amina Il (1320 cm™) y CH2 (1420 cm™) del espectro infrarrojo. EI GD

se obtuvo mediante la siguiente ecuacion:

21320 — 3822 + 0.0313GA Ecuacion (2)

A1420

Donde:

GA: grado de acetilacion.

GD: 100-GA

Ai320: Area bajo la curva de la banda de absorcion del espectro de infrarrojo en el nimero
de onda 1320 cm™.

Aw20: Area bajo la curva de la banda de absorcién del espectro de infrarrojo en el nimero
de onda 1420 cm™.

2.2.3 Peso molecular

El peso molecular del quitosano se determiné mediante viscosimetria capilar, utilizando
un viscosimetro tipo Ubbelohde a 25 °C. Las disoluciones de quitosano se prepararon en
un buffer de acido acético 0.3M/acetato de sodio 0.2M. Para cada muestra, se utilizaron
cinco concentraciones: 9.6x1073, 7.68x1073, 5.76x1073, 1.92x107% y 9.6x10™* g/mL.
Posteriormente, se midi6 el tiempo de caida de las disoluciones (Figura 9), tomando el
promedio de cinco mediciones. La viscosidad intrinseca se determind empleando la
ecuacion (1).

Las constantes empleadas fueron:

Para GD= 67-74% > k=7.4x10*y a=0.8
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Para GD= 86% - k=6.95x10*y a=0.81

Figura 9. Medicién de viscosidad especifica del quitosano.

2.2.4 Microscopia electrénica de barrido (SEM)
El tamafio de particulay la morfologia de cada muestra se determiné mediante el uso

Figura 10. Microscopio electrénico de barrido utilizado.

2.3 Aislamiento y caracterizacion del hongo causante de onicomicosis

2.3.1 Obtencion de la muestra
La muestra se obtuvo de la zona ungueal del hallux de un paciente con onicomicosis
distrofica total que radica en el estado de Puebla (Figura 11a). La toma de muestra se
baso6 en el método propuesto por Pérez, Casado y Santiago (2017); previo a la toma de
muestra, se realizé limpieza de la zona afectada, con una gasa estéril y alcohol de 70°
en condiciones de asepsia. Posteriormente, con una hoja de bisturi se rasp6, desechando
la primera capa para disminuir el riesgo de contaminacion. La muestra en polvo fue

abundante y se deposité en una caja petri (Figura 11b).
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Figura 11. Toma de muestra. (a) Zona ungueal afectada del hallux, (b) Muestra
depositada en la caja petri.

2.3.2 Cultivo de lalesién
Se utilizé la metodologia propuesta por Nazar et al. (2012). El cultivo de la muestra de la
zona ungueal del pie se llevo a cabo en agar dextrosa de Sabouraud (SDA) adicionando
gentamicina y cloranfenicol (100 pg/mL). La inoculacién del material ungueal se realizé
con una aguja de diseccion estéril colocando la muestra en 4 cajas petri de 60 x 15 mm
con el medio de cultivo agar dextrosa de Sabouraud (Figura 12a). Se incub6 a 28 °C
durante 3 semanas; posteriormente se identificé y purificé el hongo patégeno causante

de la onicomicosis en cajas con el mismo medio de cultivo (Figura 12b).

| —_— )
P -

Figura 12. Aislamiento y purificacion en medio de cultivo SDA con gentamicina y
cloranfenicol (100 ug/mL). (a) Inoculacion de material ungueal, (b) Purificacion del
hongo.

2.3.3 Microscopia optica
Las estructuras fungicas del hongo causante de la onicomicosis se identificaron mediante

la observacion directa en un microscopio 0ptico marca Rossbach S.A. Kyowa (Figura 13).
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Figura 13. Microscopio optico.

Examen directo (TED)
Se utiliz6 la metodologia propuesta por Pérez et al. (2017); se prepard una solucion de
hidréxido de potasio (KOH) al 30% y se agrego el colorante azul de lactofenol, en una
relacion de 2 partes de KOH por una de tinta. Se agrego una gota de esta solucién a un
portaobjetos. Sobre ella se colocé la muestra obtenida de la zona ungueal del pie y se
cubrié con un cubreobjetos (Figura 14). Posteriormente se calentdé suavemente con un
mechero Bunsen, para eliminar la queratina; finalmente se visualiz6 en un microscopio

Optico con aumento de 40x para identificar al hongo.

Figura 14. Portaobjetos con muestra directa de la zona ungueal afectada en la solucion
de KOH/azul lactofenol, relacion 2:1.

Microscopia 6ptica del hongo aislado
Se colocd una porcion de muestra del hongo aislado obtenido del cultivo de la lesion
sobre un portaobjetos y se agregé una gota de azul de lactofenol (Figura 15).
Posteriormente se colocé un cubreobjetos y se observo en el microscopio 6ptico a 40

aumentos.

Figura 15. Portaobjetos con muestra del hongo aislado.
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2.3.4 Microscopia electrénica de barrido (SEM)
Se utilizé el microscopio electronico de barrido modelo JEOL USM-6610LV (Figura 16),
para examinar la morfologia superficial y el tamafio del hongo aislado. Se cort6 0.6 cm
de inéculo previamente incubado durante 3 semanas en SDA. La muestra fue tratada
previamente en un desecador durante 20 horas y posteriormente se recubrié con oro en

un pulverizador de la marca Denton Vacuum-Desk V.

Figura 16. Microscopio electronico de barrido.
2.4 Evaluacion in vitro
Se evalud in vitro el efecto inhibitorio, usando quitosano con 5 diferentes grados de

desacetilacion y peso molecular (Tabla 5y 6).

2.4.1 Preparacion de las soluciones de quitosano
Se utilizé el método propuesto por El-araby, Janati, Ullah, Uddin y Bari (2024), con
algunas modificaciones. Las concentraciones de quitosano propuestas son 0.2%, 0.5%,
1%y 2% (Tabla 2). Se prepararon soluciones de 70 mL del medio de cultivo con quitosano
(Figura 17); para esto, se mezclaron 69 mL agua destilada con 4.55 g de agar dextrosa
Sabouraud y quitosano en las concentraciones indicadas arriba, adicionando 1 mL de
acido acético glacial al 2%. Una solucion de 70 mL con 4.55 g de agar dextrosa de

Sabouraud se emple6 como medio control.
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Figura 17. Soluciones QS/SDA.

Tabla 2. Etiquetado de las soluciones preparadas.

NUmero - Quitosano Letra - Concentracion
1 - 40 min a—0.2%
2 — 50 min b —0.5%
3 —60 min c—-1%
4 — 70 min d-2%
5 — 80 min

Todas las soluciones se esterilizaron en autoclave a 121 °C durante 15 minutos, a una
presion de 15 Ib (Figura 18). Posteriormente se colocaron en una campana de flujo
laminar y a cada solucién se le agregaron 100 ug/mL de gentamicina y cloranfenicol
(Nazar, et al., 2012). Finalmente, las soluciones fueron vertidas en cajas petri de 35 x12
mm y se dejaron durante 48 horas en la campana de flujo laminar antes de su uso (Figura

19). Este procedimiento se llevo a cabo por triplicado para cada solucién.
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~A A
Figura 18. Esterilizacion de las
soluciones.

Figura 19. Llenado de las cajas petri.

2.4.2 Inoculacién del hongo
Con un asa bacteriolégica estéril se cortaron 0.6 cm de diametro del agar dextrosa
Sabouraud con el hongo Penicillium chrysogenum en crecimiento (Figura 20). Con una
aguja de diseccion estéril, se sembraron los discos de micelio de 0.6 cm de diametro en
cada caja petri (Figura 21); el grupo control consistié en las cajas petri sin quitosano. Se
incubaron a 28+3 °C y se tomaron mediciones cada 48 horas a partir del dia 2 hasta el
dia 14.

Control

Figura 20. Discos de Penicillium Figura 21. Discos de micelio en los
chrysogenum. tratamientos.
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2.4.3 Microscopia electrénica de barrido (SEM)
Se utilizd un microscopio electrénico de barrido modelo JEOL USM-6610LV, para
examinar la morfologia superficial y el tamafio del hongo sujeto a tratamiento; lo mismo
se hizo con el control. En cada uno de los tratamientos con quitosano obtenido a distintos
tiempos de sonicacion (40, 50, 60, 70 y 80 min) se eligié el de la concentracion que
presentdé menor crecimiento micelial y los que presentaron el mismo tamafio de
crecimiento al dia 14 de incubacion. Se cortaron trozos de 0.6 cm del micelio del hongo.
Las muestras se colocaron en un desecador durante 20 horas y posteriormente se

recubrieron con oro en un pulverizador de la marca Denton Vacuum-Desk V (Figura 22).

Figura 22. Pulverizador catdodico.

2.4.4 Pruebas de inhibicion

Crecimiento micelial radial
Se determind el porcentaje de inhibicion sobre el crecimiento radial del hongo, siguiendo
la metodologia propuesta por Rodriguez, et al. (2021). La inhibicion radial se obtuvo con

la siguiente ecuacion:

Tc-Tt

Inhibicion radial (%) = e

« 100 Ecuacion (3)

Donde:
Tc: radio medio de las colonias en las cajas del grupo control.

Tt: radio medio de las colonias en las cajas de medio con quitosano.
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Velocidad de crecimiento del hongo
La velocidad del crecimiento del hongo se determin6 en centimetros por hora, mediante
la relacion directa del crecimiento fungico relativo sobre el intervalo de tiempo transcurrido
(Solis, 2023).

Analis estadistico
Se siguio la metodologia empleada por Solis (2023); se utilizé el software OriginLab para
analizar los resultados del crecimiento micelial realizado mediante un disefio
completamente aleatorio llevando a cabo un andlisis de varianza ANOVA. Mediante un
analisis ANOVA simple se analiz6 la velocidad de crecimiento. Las medias de los datos

obtenidos fueron comparadas mediante la prueba Tukey (p < 0.05).
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CAPITULO Ill. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Quitosano

3.2.1 Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR)
Los espectros de infrarrojo de las muestras de quitosano obtenidas se presentan en la
Figura 23 y la asignacion de las bandas de absorcion se detalla en la Tabla 3. Todos los
espectros muestran las bandas caracteristicas del quitosano reportadas en la literatura
(Fernandes, Teodosio, Araujo, Lanzi y Oliveira, 2015; Solis, 2023; Vallejo, 2019). En los
espectros se observan las bandas de absorcién en la regién de 3358-3360 cm
correspondientes al estiramiento O-H y entre 3262-3287 cm™ al estiramiento N-H. Las
bandas en 2921-2922 cm™ y 2871-2874 cm? se atribuyen a los estiramientos CH
asimétrico y simeétrico, respectivamente. Las bandas caracteristicas de las amidas
incluyen una en 1654-1655 cm™ asociada al estiramiento del C=0 (amida |) y otra en
1555-1578 cm? correspondiente a la flexién NH2 de la amina primaria. La deformacion

simétrica CHs se confirma con la banda en 1376-1377 cm™.

Las bandas en 1416-1420 cm™ y 1313-1321 cm™ representan al grupo CH: y la presencia
residual del grupo N-acetilo, respectivamente; el area bajo la curva de estas bandas esta
relacionado con el grado de desacetilacion y su intensidad se ve afectada por el tiempo

de sonicacion.

La banda correspondiente al estiramiento asimétrico del puente C-O-C aparece en 1149-
1151 cm™. Ademas, se identifican las bandas a 1058-1061 cm™* y 1025-1027 cm™
correspondientes al anillo pirandsico y al estiramiento C-O, respectivamente. Finalmente,
la banda asociada a la flexion C-H fuera del plano del anillo de monosacéridos se
encuentra en 893-896 cm™.
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Figura 23. FTIR de las muestras de quitosano a 40, 50, 60, 70 y
80 min de sonicacion.
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Tabla 3. Asignacion de las bandas de absorcion caracteristicas de las muestras de
quitosano en los espectros IR.

Grupo funcional | Modo de vibracion Numero de onda (cm)
40 min | 50 min | 60 min | 70 min | 80 min
OH Estiramiento 3360 3360 3358 3359 3360
NH Estiramiento 3287 3267 3271 3264 3262
CH Estiramiento 2922 2921 2921 2921 2921
asimétrico
CH Estiramiento 2872 2874 2871 2872 2873
simétrico
C=0 Estiramiento 1655 1655 1655 1655 1654
NH2 Flexiéon 1578 1555 1557 1556 1559
CHa, banda | Doblamiento en el | 1420 1420 1416 1417 1419
caracteristica plano
CHs Doblamiento 1376 1377 1376 1376 1376
C-N Estiramiento 1321 1315 1314 1313 1314
C-0OC Estiramiento 1149 1151 1152 1151 1151
asimétrico
Anillo piranésico | Estiramiento 1059 1058 1059 1064 1061
C-O con Cs-OH Estiramiento 1027 1027 1025 1026 1027
CH Flexion fuera del | 894 894 896 893 893
plano

3.2.2 Grado de desacetilacion

En la Tabla 4 se observa que a mayor tiempo de tratamiento de la quitina menor es el
grado de desacetilacion del quitosano obtenido. La etapa de desproteinizacién afecta en
la calidad de la quitina y por lo tanto en su desacetilacion, pero no es el Unico parametro
gue puede influir; también depende del origen de la materia prima, la secuencia y
condiciones de las etapas de obtencién del quitosano (Rasweefali, et al., 2022). De
acuerdo con Vallejo (2019) refiere que a mayor grado de desacetilacion hay menor

contenido de proteina residual.
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En la Figura 24, se puede observar que el comportamiento del GD respecto del tiempo
de sonicacion no es del todo lineal, lo cual se atribuye a las condiciones en la etapa de
desproteinizacion; se presentd menor rendimiento a mayor tiempo de sonicacion en esta
etapa, influyendo asi en el grado de desacetilacién final del quitosano.

Tabla 4. Grado de desacetilacion de las muestras de quitosano obtenidas mediante
distintos tiempos de sonicacion.

Tiempo de Grado de
sonicacion | desacetilacion
[min] [%0]
40 86.79
50 74.27
60 71.13
70 69.76
80 67.05
100
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Figura 24. Grado de desacetilacion del Qs en funcién del tiempo de sonicacion.

3.2.3 Peso Molecular
Los resultados del peso molecular promedio en viscosidad de las muestras de quitosano
se presentan en la Tabla 5. Segun la clasificacion de Arias (2020), las muestras obtenidas
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corresponden a quitosano de peso molecular medio y alto. Zheng et al. (2019) mencionan
gue el tratamiento con ultrasonido reduce el peso molecular de los polisacéaridos. Sin
embargo, en este estudio no se observo una relacion lineal entre el peso molecular y el
tiempo de sonicacion, lo que concuerda con lo reportado por Vallejo (2019). Esto podria
estar relacionado con la concentracién utilizada, ya que el método de ultrasonido resulta
mas efectivo a bajas concentraciones de quitosano (Pandit, Indurkar, Deshpande, Jain y
Dandekar, 2021). Por lo tanto, se sugiere determinar la concentracidon éptima para

mejorar el control durante la etapa de desproteinizacion.

Tabla 5. Peso molecular promedio viscoso del quitosano.

Tiempo de Peso molecular
sonicacion promedio Clasificacion
[min] [kDa]
40 1612.05 Alto
50 737.39 Alto
60 1388.31 Alto
70 590.96 Medio
80 1488.88 Alto

3.2.4 Microscopia electronica de barrido (SEM)
La morfologia de las muestras de quitosano (Qs) se presenta en la Figura 25. Las
particulas conservan su caracteristica estructura granular en formade hojuela, con signos
de ligera erosion, lo cual concuerda con lo reportado por Vallejo (2019). En la Figura 26,
se muestra la relacion entre el tamafio de particula y el tiempo de sonicacién, sin
observarse un comportamiento lineal. Este fendmeno se atribuye a las condiciones
aplicadas durante las etapas de desproteinizacion y desacetilacion. Durante la
desacetilacion, se observé un aumento en el tamafo de particula en comparacion con
las muestras de quitina, lo cual puede estar relacionado con la velocidad de agitacion y
la accion del solvente. Caro et al. (2019) indican que la velocidad de agitacion y la
proporcion de tensoactivos influyen en el tamafio de particula. De manera similar,

Mirinho, Horiuchi y Pires (2018) afirman que la velocidad de agitacion afecta la
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distribucién del tamafio de particula y que cada sistema de polimerizacién tiene una

velocidad de agitacion optima.

~ -
SEM MAG: 577 x DET: SE Detector . W W S T_—" el S E 1 MAG: 579 % DET: SE Detector § VR T RS VR W'
HV: 30,0 KV DATE: 02/12124 100 um Vega @Tescan HY: 30.0 kv DATE: 02/16/24 100 um Vega @Tescan
VAC: Hivac Device: TS51365B fisicoguimica VAC: Hivac Device: TS51365B fisicoguimica

SEM MAG: 579 x DET. SE Detector = — = S e SE 11 MAG: 579 % DET: SE Detector — L SR =
HV: 30,0 k¥ DATE: 02/16/24 100 um Vega @Tescan HV. 30.0 kv DATE: 02/16/24 Vega @Tescan
VAC: Hivac Device: TS51365SB fisicoguimica VAC: HivVac Device: TS51365SB fisicoquimica

SEM MAG: 578 x DET: SE Detector = E— i =
HV: 30.0 k¥ DATE: 02/12/24 100 um Vega @Tescan
VAC: Hivac Device: TS51365SB fisicoguimica

Figura 25. Imagenes SEM de muestras de Qs a: (a) 40, (b) 50, (c) 60, (d) 70y (e) 80
minutos de sonicacion.
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Figura 26. Tamafio de particula en funcién del tiempo de sonicacién de las muestras de
guitosano.

3.3 Identificacién del hongo patégeno

El hongo aislado de la muestra obtenida con onicomicosis en la zona ungueal del hallux
fue Penicillium chrysogenum. Pakshir et al. (2021) lo reporté como uno de los hongos no
dermatofitos causantes de onicomicosis y Abastabar et al. (2016) refiere que es un agente
de onicomicosis. La especie Penicillium se puede identificar mediante caracteristicas
morfolégicas como forma y tamafio. En sus caracteristicas culturales se identifica por el

color, textura y diametro de la colonia, de acuerdo con el medio de cultivo empleado.

3.3.1 Cultivo de lalesién
El hongo aislado del cultivo de la lesion ungueal en el Hallux se identific6 como Penicillium
chrysogenum. Se caracterizé por el crecimiento micelial de las colonias de color azul
verdoso con blanco, apariencia aterciopelada, surcada y abundante esporulacién,
exudado de color amarillo en la superficie y con reverso de color amarillo (Figura 27);
estas son caracteristicas de la especie Penicillium chrysogenum, lo que concuerda con
lo reportado por Mezher, Mahmood y Ibrahim (2015) y Fernandez (2014). De acuerdo
con Xia et al. (2018), las colonias de hongos pueden mostrar otras morfologias

dependiendo de los factores ambientales; tal es el caso de una muestra aislada de una
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region industrial usando el medio de cultivo (SDA), donde se obtuvieron colonias planas
y sueltas con micelio mayormente blanco algodonoso y una mancha verde claro. Jameel
y Yaseein (2021) obtuvieron colonias de diferente morfologia (hongo en SDA a 25°C), de
color verde oscuro y con margenes blancos con textura aterciopelada, del dia5 al 7, en
algunos blanco, rosa o rojo, lo cual lo atribuye a que con la edad pierde su color verde.

Figura 27. Morfologia de Penicillium chrysogenum (a) anverso y (b) reverso. Al dia 21
de crecimiento en medio SDA a 28°C.

3.3.2 Microscopia Optica
La identificacion de la morfologia microscopica se observo a 40 aumentos en la muestra
obtenida de la zona ungueal del hallux (Figura 28a) y posteriormente a la muestra del
hongo aislado en el medio de cultivo SDA (Figura 28b). Se observa la presencia de hifas
ramificadas transparentes en forma de cepillo con conidios globosos, caracteristico de la
especie Penicilium chrysogenum; estos resultados concuerdan con lo reportado por
Jameel y Yaseein (2021) y Fernandez (2014).

Figura 28. Morfologia de la colonia de P. chysogenum con aumento de 40x: (a) Muestra
del hallux. (b) Hongo aislado en SDA.
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3.3.3 Microscopia electronica de barrido (SEM)
El hongo mostr6 un micelio de aspecto sano, como se observa en la micrografia de la
Figura 29a. En la Figura 29b se aprecia la estructura del hongo con hifas, conidi6éforos
ramificados con menos de cinco métulas por conidioforo, fialides en forma de botella y
conidios, lo que coincide con lo reportado por Liu, Wang, Zhou, Xue y Liu (2024) y Xia et
al. (2018) para P. chrysogenum. Fernandez (2014) sefiala que las fialides de este hongo
no exceden los 15 um de longitud, resultado consistente con las observaciones de este
estudio, donde se midieron fialides de 8 um de longitud. Asimismo, los conidios
presentaron forma esférica, superficie lisa y un diametro promedio de 1.56 um, como se

muestra en la Figura 29c.
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Figura 29. Micrografias SEM de P. chrysogenum. (a) 500x de aumento. (b) 1000x de
aumento. (c) 3000x de aumento, vista de conidios.
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3.4 Evaluacién in vitro

Se registrd la inhibicion del hongo Penicillium chrysogenum bajo tratamientos con
guitosano hasta el dia 14 de incubacion. Las Figura 30 a 32 muestran el efecto de
diferentes concentraciones de quitosano en los dias 2, 6 y 14. Todos los tratamientos
demostraron inhibicién en comparacion con el control y, algunos presentaron cambios en
la coloracion de la colonia de P. chrysogenum, lo cual se atribuye tanto al efecto del
guitosano como al tiempo de incubacion; segun Jameel y Yaseein (2021), este hongo
puede perder su color verde caracteristico con el envejecimiento. Al dia 14 de incubacion
(Figura 32), los tratamientos 4A y 5A mostraron el mayor impacto sobre P. chrysogenum,
con un cambio notable en la coloracién de las colonias, que paso de verde a azul claro,
y un menor crecimiento micelial en comparacion con los demas tratamientos. Esto
sugiere que el quitosano afecta el desarrollo del micelio, inhibiendo la produccion de
esporas viables. En contraste, los tratamientos 1D y 3C mostraron mayor crecimiento que
4A y 5A, lo que indica que, a pesar del cambio de coloracion, el micelio tardé mas tiempo
en verse afectado por el quitosano. Los demas tratamientos mantuvieron el color verde
original, aunque con menor tamafio en comparacion con el control, lo que sugiere que el
guitosano retrasa el crecimiento del hongo; sin embargo, también es posible que el hongo
esté desarrollando mecanismos de adaptacion, como la produccion de esporas viables
para germinar posteriormente. Segun Martinez et al. (2021), algunos hongos pueden

mantener esporas en estado de reposo para asegurar su supervivencia.
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CONTROL

Figura 30. Actividad antifungica de los tratamientos en comparacion con el control, en el
dia 2 de incubacion.

Figura 31. Actividad antifungica de los tratamientos en comparacion con el control, en el
dia 6 de incubacion.
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Figura 32. Actividad antifungica de los tratamientos en comparacion con el control, en el
dia 14 de incubacion.

3.4.1 Microscopia electrénica de barrido (SEM)
Se realizé un analisis de SEM para los tratamientos con mayor porcentaje de inhibicion
con distinto quitosano (1A, 2C, 3C, 4A y 5A), asi como para aquellos con un porcentaje
similar de inhibicion (1D, 2C y 5C) y el control, tras 14 dias de incubacion. Las
micrografias de P. chrysogenum bajo estos tratamientos se presentan en las Figuras 33
y 34, mientras que los tamafios promedio de métulas y fidlides se detallan en la Tabla 6.

En la micrografia del tratamiento control (Figura 33a), se observa una superficie regular,
homogénea y lisa con conidiéforos ramificados, métulas ramificadas y una cantidad
considerable de conidios sobre las fidlides. En el tratamiento 1A (Figura 33b), la
superficie aparece no homogénea, con algunas métulas arrugadas y una menor cantidad
de conidios, mas separados entre si, algunos con una apariencia aplanada, mientras que
otros forman cadenas mas largas. En el tratamiento 1D (Figura 33c), se observan métulas
arrugadas y ligeramente retorcidas, asi como fialides arrugadas con menor cantidad de
conidios. En el tratamiento 2C (Figura 33d), algunas métulas estan arrugadas y
adelgazadas, con una abundante cantidad de conidios, aunque algunas fidlides carecen
de ellos. En la micrografia del tratamiento 3C (Figura 33e) se observa una significativa
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disminucion de conidios, con algunas métulas arrugadas y ausencia de conidios en
ciertas fialides. El tratamiento 4A (Figura 33f) muestra métulas y fidlides arrugadas y
retorcidas, con una cantidad reducida de conidios de apariencia compacta y deformada.
En el tratamiento 5A (Figura 34g), se observan conidi6foros y métulas retorcidas y
arrugadas, asi como fialides arrugadas con pocos conidios, aunque estos mantienen una
apariencia normal. Finalmente, el tratamiento 5C (Figura 34h) presenta numerosos
conidioforos y métulas cercanas entre si, pero con pocos conidios sobre las fialides,
algunas de las cuales carecen completamente de ellos. Las alteraciones morfologicas
observadas concuerdan con lo reportado en la literatura. Por ejemplo, en el caso de
Aspergillus ochraceus, Meng et al. (2020) describen como el tratamiento provocé hifas
arrugadas y retorcidas, con ramificaciones anormales, e incluso algunas hifas
presentaron roturas debido a una mayor contraccion. Otros estudios han confirmado
alteraciones similares en A. flavus y A. fumigatus (Ke et al., 2022), Fusarium solani
(zhang et al., 2024), y Penicilllum expansum, donde se observé hinchazén vy
desorganizacion micelial (Bautista, Ventura, Correa y Corona, 2017). En cuanto a P.
chrysogenum, las alteraciones morfoldgicas inducidas por los tratamientos con quitosano
pueden atribuirse a un posible cambio en la permeabilidad celular. Este efecto se debe a
la interaccién entre los grupos amino cargados positivamente del quitosano y las cargas
electronegativas presentes en la membrana externa del hongo, lo que provoca la
liberacién de material intracelular, como fosfatos, nucleétidos y sustratos de reacciones
enzimaticas. Esta fuga afecta procesos esenciales como la respiracion fungica y la
fermentacion (Bautista et al., 2017). Ademas, el quitosano tiene la capacidad de aglutinar
esporas, lo que conduce a la formacion de morfologias anormales (Ke et al., 2022). Otro
mecanismo de accion propuesto es que el quitosano puede unirse al ADN,
desencadenando la apoptosis. Gong et al. (2024) sugieren que este polimero podria
inhibir la replicacion del ADN y retrasar el ciclo celular en P. expansum, especie del mismo

género que P. chrysogenum.
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Figura 33. Micrografias SEM de P. chrysogenum a 1000x en tratamiento. (a) Control.
(b)1A: 0.2% Qs-40 min /SDA. (c)1D: 1% Qs-40 min /SDA. (d) 2C: 1% Qs-50 min /SDA.
(e) 3C: 1% Qs-60 min /SDA. y (f) 4A: 0.2 Qs-70 min /SDA.
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Figura 34. Micrografias SEM de P. chrysogenum a 1000x en tratamiento. (g) 5A: 0.2%
Qs-80 min /SDA. y (h) 5C: 1% Qs-80 min /SDA.

Se obtuvo menor porcentaje de inhibicion con el tratamiento 2C, el cual no mostré una
gran afectacion en la estructura de P. chrysogenum. Sin embargo, aunque los
tratamientos 1D y 5C presentaron un porcentaje de inhibicion similar, el hongo fue
afectado de manera diferente, lo que sugiere que el quitosano con distintas
caracteristicas produce efectos variables en la estructura fungica. En los tratamientos 4A
y 5A, que mostraron los mayores porcentajes de inhibicion, se observo una alteracion
visible en la morfologia del hongo, asi como un efecto fungicida sobre la produccion y
germinacion de los conidios (Echenique, 2016). Las alteraciones morfoldgicas detectadas
podrian indicar un compromiso de la membrana plasmatica (Meng et al., 2020). Ademas,
se observé una diferencia en el tamafio de las fidlides y conidios en comparacion con el
tratamiento control. El tamafio de los conidios fue mayor que en el control, lo cual podria
atribuirse a que estos conidios ya estaban completamente desarrollados, 0 a que el
tratamiento alter6 la morfologia del hongo, afectando tanto a los conidios como a otras
estructuras, como las fidlides, las cuales mostraron variaciones en tamafo debido a la

influencia del quitosano.

Tabla 6. Tamafo promedio de fialides y conidios en los tratamientos con mayor
porcentaje de inhibicién con diferente quitosano.

Estructura Tratamiento
Control 1A 1D 2C 3C | 4A 5A 5C
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Fialide 9 5.5 64 | 6.1 | 63|55 | 7.3
(um)
Conidio 1.56 2 2.1 19 | 191922 2
(um)

3.4.2 Crecimiento micelial radial

En cada tratamiento hubo disminucion del crecimiento micelial del hongo patégeno con

respecto al control (Tabla 7), cual al dia 14 de incubacién alcanz6 un crecimiento de 3.13

cm de diametro. Las soluciones con 0.2% de Qs obtenido a 70 y 80 min de sonicacién

(tratamientos 4A y 5A) fueron las que presentaron mayor efecto antifiingico al dia 14 con

48.14% y 47.34% de inhibicion, respectivamente. Por otra parte, las soluciones de 1%y

2% de Qs obtenido a 60 y 70 min (tratamientos 3D y 4C) fueron las que presentaron

menor porcentaje de inhibicion con 7.45% y 10.37%, respectivamente.

Tabla 7. Efecto de los tratamientos de Qs sobre el crecimiento micelial de Penicillium

chrysogenum.
Tratamientos Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial | Agrupacién
por cada 2 dias (c/48 h) (por letras)
2 4 6 8 10 12 14
Control 0 0 0 0 0 0 0
1A -17.19 | 17.61 | 14.29 | 10.64 | 13.75 | 19.30 | 26.60 | ef
0.2% Qs-40
min/SDA
1B 4531 |42.61 | 21.01 | 12.77 |16.56 | 1491 | 21.81 |bcdef
0.5% Qs-40
min/SDA
1C 0 19.32 | 31.93 | 25.53 | 13.13 | 12.28 | 20.21 |abcde
1% Qs-40
min/SDA
1D 6.25 46.59 | 39.50 | 29.79 | 37.81 | 17.54 | 18.62 |bcdef
2% Qs-40
min/SDA
2A 25.00 | 22.73 1 10.92 | 2.84 [8.12 |9.06 |15.96 ef
0.2% Qs-50
min/SDA
2B -6.25 |18.18 |7.56 |4.61 |3.12 |6.43 |14.89 |f
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0.5% Qs-50
min/SDA

2C
1% Qs-50
min/SDA

6.25

29.55

22.69

18.44

8.75

10.53

18.62

def

2D
2% Qs-50
min/SDA

31.25

37.50

25.21

19.15

12.38

8.97

14.54

bcdef

3A
0.2% Qs-60
min/SDA

12.50

17.05

8.40

6.38

5.00

8.19

16.49

ef

3B
0.5% Qs-60
min/SDA

28.13

51.14

63.87

38.30

21.25

10.53

15.43

bcde

3C
1% Qs-60
min/SDA

43.75

59.09

48.40

40.43

30.63

31.58

21.81

abc

3D
2% Qs-60
min/SDA

18.75

12.50

10.08

13.48

7.19

3.51

7.45

ef

4A
0.2% Qs-70
min/SDA

62.50

69.32

75.21

59.57

58.75

42.98

48.14

4B
0.5% Qs-70
min/SDA

31.25

30.68

20.59

12.77

22.50

14.09

17.55

bcdef

4C
1% Qs-70
min/SDA

43.75

31.82

22.69

13.12

9.38

6.14

10.37

bcdef

4D
2% Qs-70
min/SDA

46.88

34.09

23.53

20.92

21.88

16.37

23.94

bcdef

5A
0.2% Qs-80
min/SDA

6.25

52.27

58.49

37.23

44.38

42.11

47.34

ab

5B
0.5% Qs-80
min/SDA

42.19

43.18

26.47

21.28

18.75

16.67

24.20

bcdef

5C

50.00

38.64

31.95

29.79

21.25

14.04

18.62

bcdef
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1% Qs-80
min/SDA

5D
2% Qs.80
min/SDA

23.13

42.50

44.12 | 35.11 | 42.19 | 35.09 | 36.97 | bcd

Medias que no comparten una letra son significativamente diferentes (p<0.05)

A continuacion de la Figura 35 a la 39, se muestra la actividad antifungica promedio de

tres repeticiones de cada tratamiento con distinto quitosano (obtenido a 40, 50, 60, 70 y
80 min) después de 14 dias de incubacion.

Inhibicién [%]

100
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1B
80 4 1c
1D
60
40
0 [] H_’—H
204
I I I I I I
4 6 8 10 12 14

Tiempo [dias]

Figura 35. Actividad antifungica de Qs-40 min en P. chrysogenum, durante 14 dias de

incubacion.
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Figura 36. Actividad antifungica de Qs-50 min en P. chrysogenum, durante 14 dias de

incubacion.
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Figura 37. Actividad antifungica de Qs-60 min en P. chrysogenum, durante 14 dias de

incubacion.
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Figura 38. Actividad antifungica de Qs-70 min en P. chrysogenum, durante 14 dias de

incubacion.
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Figura 39. Actividad antifungica de Qs-80 min en P. chrysogenum, durante 14 dias de

incubacion.

Los tratamientos que presentaron mayor porcentaje de inhibicion al dia 14 con quitosano

a diferente tiempo de sonicacion son el 1A, 2C, 3C, 4A y 5A. En la Tabla 8 se observan
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las caracteristicas del quitosano empleado en cada uno de estos tratamientos. El
comportamiento que presentaron los tratamientos sobre el hongo Penicillium
chrysogenum esté relacionado con la concentracion y las propiedades del material.

Tabla 8. Caracteristicas de los tratamientos con mayor porcentaje de inhibicion al dia 14
para cada tratamiento con distinto quitosano.

Tratamiento Inhibicion Grado de Peso Tamaio
[%0] desacetilacion molecular de
[%0] [kDa] particula
[Hm]
1A 26.6 86.79 1612.05 32.4
2C 18.62 74.27 737.39 23.4
3C 21.81 71.13 1388.31 14.2
4A 48.14 69.76 590.96 21.5
5A 47.34 67.05 1488.88 31.6

Se usaron distintos grados de desacetilacién (GD) de 67.05% a 86.79%; a menor GD se
present6 un mayor porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial, como se observa con
los tratamientos 4A y 5A, lo cual se relaciona con las cargas positivas de los grupos amina
(-NH2), lo que a su vez esté relacionado con el GD ya que cuando es mayor hay mas

grupos amino (Ardean et al.,2021).

El tratamiento 4A que presentd mayor porcentaje de inhibicion (48.15%) utilizé quitosano
de medio peso molecular, comparando con los tratamientos que usaron Qs de alto peso
molecular se present6é una menor inhibicion micelial, como en el caso del tratamiento 5A
(47.34%). Se determina que el peso molecular no influye significativamente sobre el
porcentaje de inhibicion del hongo tratado en comparacion con el grado de
desacetilacion. La actividad antifungica del quitosano relacionado con su peso molecular
puede variar dependiendo de la especie del hongo, que de acuerdo con Poznanski,
Hameed y Orczyk (2023) el quitosano de bajo PM tiende a presentar inhibicion mas baja,

pero un aumento de PM no siempre se relaciona con una actividad antifingica mayor.
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El tamafio de particula en conjunto con las otras propiedades permite que haya un mayor
porcentaje de inhibicion micelial. Como se observa con el tratamiento 4A, donde se utilizo
guitosano con el segundo menor GD, PM medio y el segundo menor tamafio de particula
de las muestras de quitosano, dando como resultado un porcentaje de inhibicion mayor
a los otros tratamientos. En la muestra 5A aumenté el PM y el tamafio de particula en
comparacion al de la muestra 4A y el GD no es significativamente diferente, pero los otros
factores afectan la actividad antifungica del material sobre el hongo disminuyendo el
porcentaje de inhibicion; también con el tratamiento 1A que presenta un mayor GD, PM
y tamafio de particula, da como resultado un porcentaje de inhibicion menor en
comparacion al 5A 'y 4A. La relacién del tamafio de particula con la actividad antifungica
puede relacionarse con que a menor tamafo hay mayor densidad de carga superficial,

mayor area superficial y mejor absorcion celular (Poznanski et al., 2023).

La concentracion también afecta la actividad inhibitoria, se observa que a menor
concentracion en los tratamientos con distinto quitosano la mayoria presentaron mayor
porcentaje de inhibicién a concentraciones de 0.2% (tratamiento 1A, 4A 'y 5A). En otros
tratamientos a concentracion de 1% (tratamiento 2C y 3C), comparados con otros
tratamientos con distinta concentracién y mismo quitosano presentaron mayor inhibicién.
Lo cual coincide con lo reportado por Ardean et al. (2021); el Qs a concentraciones mas
bajas puede unirse a la superficie celular cargada negativamente interfiriendo con la
permeabilidad de la membrana celular externalizando asi los componentes intracelulares
propiciando asi la muerte celular; mientras que a concentraciones mas altas, la presencia
de mas grupos amino cargados positivamente puede cubrir la superficie celular evitando
la salida de los componentes. El desempefio 6ptimo del quitosano esta relacionado con
una concentracion adecuada, dado que el uso de altas concentraciones podria ser
contraproducente, ya que las enzimas fungicas pueden degradarlo a unidades de
glucosamina, que podrian ser utilizadas por el hongo como nutrientes acelerando su

crecimiento (Larez y Rojas, 2020).

3.4.3 Velocidad de crecimiento del hongo
La velocidad de crecimiento micelial de P. chrysogenum (Tabla 9) para cada dia fue

diferente respecto del control y entre los tratamientos; hay tratamientos que son similares
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al control y otros que son significativamente diferentes. Se obtuvieron variaciones en la

cinética de crecimiento dependientes de las caracteristicas del quitosano aplicado.

Los tratamientos 1A, 1C, 2A, 2B, 2C, 2D 3A, 3D, 4B y 4C presentaron medias similares

a la del control durante los 14 dias de incubacion. Los otros tratamientos tuvieron medias

significativamente diferentes. Los tratamientos 4A y 5A, comparten una letra por lo que

son significativamente similares entre si y lograron reducir la velocidad de crecimiento

micelial de P. chrysogenum casi a la mitad (0.0048 y 0.0049 cm/h, respectivamente)

comparado con el control (0.0093 cm/h), por lo que cualquiera de estos dos tratamientos

puede ser viable para emplear contra este hongo.

Tabla 9. Velocidad de crecimiento de P. chrysogenum en los tratamientos con distintos
Qs (40, 50, 60, 70 y 80 min) cada 2 dias (48 horas).

Tratamientos

Velocidad de crecimiento de Penicillium

chrysogenum (cm/h)

Agrupacion

(por letras)

2 4 6 8 10 12 14
Control 0.011 | 0.0153 | 0.013 | 0.012 | 0.011 | 0.009 | 0.009 | a
1 8 2 1 9 3
1A 0.013 | 0.0126 | 0.011 | 0.010 | 0.009 | 0.008 |0.006 [abcd
0.2% Qs-40 8 9 6 8
min/SDA
1B 0.006 | 0.0088 | 0.010 | 0.010 | 0.009 | 0.008 |0.007 |bcde
0.5% Qs-40 |1 9 7 3 4 3
min/SDA
1C 0.011 | 0.0123 | 0.009 | 0.009 | 0.009 | 0.008 | 0.007 |abcde
1% Qs-40 1 4 1 7 7 4
min/SDA
1D 0.010 | 0.0082 | 0.008 | 0.008 | 0.006 | 0.008 |0.007 |bcde
2% Qs-40 4 3 6 9 2 6
min/SDA
2A 0.008 | 0.0118 | 0.012 | 0.011 | 0.010 | 0.009 |0.007 abcd
3 3 9 2 8
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0.2% Qs-50

min/SDA
2B 0.011 | 0.0125 | 0.012 | 0.011 | 0.010 | 0.009 | 0.007 |ab
0.5% Qs-50 |8 7 7 8 3 9
min/SDA
2C 0.010 | 0.0108 | 0.010 | 0.01 0.010 [ 0.008 | 0.007 |abcde
1% Qs-50 4 6 1 9 6
min/SDA
2D 0.007 | 0.0095 | 0.010 | 0.009 |0.009 |0.009 [0.008 |abcde
2% Qs-50 | 6 3 9 7
min/SDA
3A 0.009 | 0.0127 | 0.012 | 0.011 | 0.010 | 0.009 | 0.007 |abc
0.2% Qs-60 | 7 6 S 6 1 8
min/SDA
3B 0.008 | 0.0075 | 0.005 | 0.007 | 0.008 |0.008 |0.007 |cde
0.5% Qs-60 6 8 9 9
min/SDA
3C 0.006 | 0.0063 | 0.007 | 0.007 | 0.007 | 0.006 |0.007 | ef
1% Qs-60 3 1 3 7 8 3
min/SDA
3D 0.009 |0.0134 | 0.012 | 0.010 | 0.010 | 0.009 |0.008 |abc
2% Qs-60 4 6 3 5 6
min/SDA
4A 0.004 | 0.0047 | 0.003 | 0.004 | 0.004 | 0.005 |0.004 | f
0.2% Qs-70 | 2 4 9 6 6 8
min/SDA
4B 0.007 | 0.0106 | 0.010 | 0.010 | 0.008 | 0.008 |0.007 |abcde
0.5% Qs-70 | 6 9 7 6 5 7
min/SDA
4C 0.006 | 0.0104 | 0.010 | 0.010 | 0.010 | 0.009 |0.008 |abcde
3 6 6 1 3 4

57




1% Qs-70
min/SDA
4D 0.005 | 0.0100 | 0.010 | 0.009 | 0.008 | 0.008 |0.007 |bcde
2% Qs-70 9 7 5 7 7 3 1
min/SDA
5A 0.010 | 0.0073 | 0.005 | 0.007 | 0.006 | 0.005 |0.004 ef
0.2% Qs-80 |4 7 7 2 7 9
min/SDA
5B 0.006 | 0.0087 | 0.010 | 0.009 | 0.009 | 0.008 |0.007 |bcde
0.5% Qs-80 |4 1 6 2 1
min/SDA
5C 0.005 | 0.0094 | 0.009 | 0.008 | 0.008 | 0.008 |0.007 bcde
1% Qs-80 6 4 6 8 5 6
min/SDA
5D 0.008 | 0.0088 | 0.007 | 0.007 | 0.006 |0.006 |0.005 |def
2% Qs.80 5 7 9 4 4 9
min/SDA

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes (p<0.05).

En las Figuras 40-44 se muestra el crecimiento micelial de P. chrysogenum durante los
14 dias de incubacion, para el control y los tratamientos con distinto quitosano. Todos los
tratamientos afectaron el crecimiento micelial del hongo. A pesar de que las medias de
algunos tratamientos fueron similares a las del control se puede observar en las gréficas
gue algunos tratamientos durante algunos dias no presentaron aumento del crecimiento
micelial; como en el tratamiento 1A que a pesar de tener la media similar al control
durante los ultimos 4 dias no aumentd su crecimiento. En otros tratamientos como 2B,
2C, 3A, 4A, 4D, 5A y 5B también se detuvo el crecimiento micelial en los ultimos dias, lo
gue significa que la velocidad de crecimiento comenzd a disminuir respecto al control. En
algunos tratamientos como el 1D y 3B, se observé detencion del crecimiento micelial
durante 3 dias, pero pasado esos dias su velocidad de crecimiento micelial aumento, lo

gue podria atribuirse a que el hongo pudo haberse adaptado.
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Figura 40. Cinética de crecimiento de P. chrysogenum durante 14 dias de incubacién
con los tratamientos de Qs-40 min y el control.
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Figura 41. Cinética de crecimiento de P. chrysogenum durante 14 dias de incubacion
con los tratamientos de Qs-50 min y el control.
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Figura 42. Cinética de crecimiento de P. chrysogenum durante 14 dias de incubacién
con los tratamientos de Qs-60 min y el control.
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Figura 43. Cinética de crecimiento de P. chrysogenum durante 14 dias de incubacion
con los tratamientos de Qs-70 min y el control.
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Figura 44. Cinética de crecimiento de P. chrysogenum durante 14 dias de incubacién
con los tratamientos de Qs-80 min y el control.

El hongo patdgeno P. chrysogenum presenta menor velocidad de crecimiento micelial en
el tratamiento 4A y 5A respecto del control, ademas de que el crecimiento se detuvo en
los ultimos dias de incubacion; a largo plazo podria presentar menor velocidad de
crecimiento ocasionando un mayor porcentaje de inhibicion. Estos tratamientos de 0.2%
de quitosano con GD= 69.76% y 67.05%, presentaron mayor actividad antifingica contra
P. chrysogenum. El quitosano podria estar funcionando como una barrera sobre el hongo,
impidiendo su desarrollo, lo cual puede relacionarse con la concentracion y las
propiedades del quitosano, impidiendo que le lleguen los suficientes nutrientes que
necesita para crecer (Solis, 2023). Dado el comportamiento del quitosano ante el hongo

este puede estar presentado un efecto fungistatico.

3.4.4 Andlisis estadistico

Andlisis de varianza ANOVA para crecimiento micelial
Inicialmente, se analizé el cumplimiento de los supuestos de normalidad y varianza
constante, como se muestra de la Figura 45 a la 47 de la prueba de Tukey para los

tratamientos durante 14 dias.
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50

Se analizaron los resultados de la grafica de caja del efecto inhibitorio (Figura 48) para

todos los tratamientos (Tabla 2) durante 14 dias.
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Figura 48. Gréfica de caja del efecto inhibitorio de Qs (40, 50, 60, 70 y 80 min) durante
los 14 dias de incubacion.

De acuerdo con el andlisis de la grafica de caja se determina que el tratamiento que inhibe
en mayor porcentaje el crecimiento micelial durante los 14 dias es el tratamiento 4A (0.2%
Qs-70 min/SDA), seguido del tratamiento 5A (0.2% Qs-80 min/SDA). El tratamiento 3D
(2% Qs-60 min/SDA) fue el que presenté menor porcentaje de inhibicion, no supero el
20% durante todo el tiempo de incubacion, por lo que se determina que este es el menos
idoneo para ser utilizado contra el hongo patégeno P. Chrysogenum. El andlisis de
varianza permitié concluir que p=0.000 <0.05, rechazando la hipotesis nula, donde no
todas las medias son iguales.

Se evidencia que los tratamientos 4A y 5A (concentracion de 0.2% de Qs, 40 y 50 min,
respectivamente), son la mejor alternativa para la disminuir del crecimiento micelial de P.
chrysogenum desde el dia 2 hasta el 14 de incubacion, ya que fueron significativamente

diferentes al control.
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ANOVA para la velocidad de crecimiento

En el analisis de varianza ANOVA se corroboraron los supuestos de normalidad y

homocedasticidad de cada tratamiento y el control, (Figura 49-51). Se encontré en el

analisis de varianza que p=0.000<0.05, cumpliendo con la hipétesis alterna. Los
tratamientos 1B, 1D, 3B, 3C, 4A, 4D, 5A, 5B, 5C Y 5D son los que presentaron diferencia

significativa con el control.
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Figura 49. Prueba de Tukey para los tratamientos durante 14 dias.
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Figura 51. Continuacion de la Figura 64 de la prueba de Tukey.

Se analiz6 la grafica de caja con datos de cada 2 dias (48 horas) hasta el dia 14 de

incubacion de P. chrysogenum en los distintos tratamientos (Figura 52). La mediana de

todos los tratamientos fue menor a la del control, por lo que se evidencia que presentaron

actividad antifingica, en ningun tratamiento hubo crecimiento micelial mayor a 3 cm. Se

demostré que el tratamiento 4A (0.2% Qs-70 min) presenté el menor diametro micelial (
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0.2-1.6 cm) durante los 14 dias de incubacién, respecto al control, por lo que se considera

una opcion viable para disminuir la velocidad de crecimiento de P. chrysogenum.
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Figura 52. Gréfica de caja de la velocidad de crecimiento de Qs durante 14 dias de
incubacion.

Dado todos los resultados recabados, los tratamientos 4A y 5A son los que presentan
mayor porcentaje de inhibicion durante los 14 dias de incubacion; obteniendo su mas alto
porcentaje de inhibicion al dia 6 con 75.21% y 58.49%, respectivamente. El porcentaje
de inhibicion al dia 14 de incubacion de los tratamientos 4A y 5A (48.1% y 47.3%,
respectivamente) siguioé siendo mas alto en comparacion con los otros tratamientos (no
superan el 37% de inhibicidbn micelial); por ende, su velocidad de crecimiento micelial
también fue menor. Por lo tanto, se puede concluir que estos tratamientos con Qs de GD
igual a 69.76% y 67.05%, con PM medio y alto, respectivamente, y concentracion de
0.2%, resultaron ser los mas idéneos para emplear contra P. chrysogenum. Los
tratamientos con quitosano de diferentes propiedades que presentaron mayor actividad
antifingica ademas del tratamiento 4A 'y 5A, son el 1A, 2C y 3C, estos no superan el 27%

de inhibicion micelial, por lo que se determina que son de los menos idéneos para
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emplear como tratamiento. La actividad antifingica de los tratamientos se ve afectada
por las propiedades del quitosano como el grado de GD, PM, el tamafio de particula y la
concentracion empleada (Ardean et al., 2021; Poznanski et al., 2023). Se concluye que
el GD influye mas sobre el porcentaje de inhibicion del hongo Penicillium chrysogenum y
gue esta relacionado con el efecto de la concentracién de quitosano debido a los grupos
amina presentes. Las otras propiedades también se ven involucradas. En conjunto, a
menor GD, PM, tamafio de particula'y concentracion mas baja, hay mayor porcentaje de
inhibicion y esto se evidencié en el tratamiento 4A (Tabla 8).

En la literatura se reporta el uso efectivo del quitosano en hongos del género Penicillium.
Bautista et al. (2017) demostré que Penicillium puede ser afectado por quitosano, como
en el caso de P. expansum que presentd hifas anormales, hinchazén y desorganizacion
micelial. de Klerk, Fosso-Kankeu y Waanders (2016) reportaron que quitosano con GD
de 75-85% con alto peso molecular a concentracion de 0.25%, 0.5% y 1% presentaron
un porcentaje de inhibicibn menor a 20%, 30% y 50%, respectivamente y con Qs de
medio PM a esas mismas concentraciones se inhibidé aproximadamente el 5%, 10% y
25% respectivamente, contra P. chrysogenum evaluado in vitro en SDA. Irkin y Guldas
(2014) emplearon quitosano con GD de 85% a concentraciones de 0.5%, 1%, 1.5%, 2%,
2.5% y 3% en medio SDA, siendo la concentracion de 3% la que tuvo un mayor efecto

antifungico con el 57% de inhibicion al dia 7 de incubacion de P. chrysogenum.
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CONCLUSIONES

Se obtuvo quitosano con diferentes caracteristicas ajustando el tiempo de sonicacion, lo
cual afectd su grado de desacetilacion (GD) y peso molecular (PM). A mayor tiempo de
sonicacion, el GD disminuyd, obteniéndose quitosanos con PM medio y alto. El tamafio
de particula no mostré un comportamiento lineal debido a las condiciones de
desproteinizacion y agitacion en la desacetilacion.

El hongo aislado de la muestra ungueal con onicomicosis fue identificado como P.
chrysogenum mediante su morfologia caracteristica en cultivo, microscopia épticay SEM.
La evaluacion in vitro revel6 que los tratamientos 4A y 5A, con quitosano al 0.2% (GD de
69.76% y 67.05%, PM medio y alto), mostraron la mayor inhibiciébn del crecimiento
micelial (48.14% y 47.34% al dia 14 de incubacién). Aunque el porcentaje de inhibicién y
la velocidad de crecimiento no fueron constantes durante todo el experimento, estos
tratamientos evidenciaron una accion fungistatica eficaz.

Los tratamientos con quitosano produjeron cambios en la morfologia macroscopica y
microscépica de P. chrysogenum, observandose alteraciones significativas en su
estructura, como superficies arrugadas, retorcidas, y una disminucion en la cantidad de
conidios.

En conclusion, los quitosanos con GD de 69.76% y 67.05% demaostraron ser una opcion
prometedora para el tratamiento de onicomicosis causada por P. chrysogenum, debido a

su capacidad para inhibir el crecimiento fangico y alterar su morfologia.
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RECOMENDACIONES

Aunque se obtuvo quitosano de peso molecular medio y alto, no se observé una relacion
lineal entre el tiempo de sonicacion y el tamafio de particula, por lo que se recomienda
ejercer un mayor control sobre la concentracion de muestra en la etapa de
desproteinizacion. Ademas, es necesario estudiar con mayor profundidad el impacto de

la sonicacion sobre el peso molecular y el tamafio de particula.

Para estudios futuros, se sugiere realizar mas pruebas con P. chrysogenum utilizando
guitosano con un grado de desacetilacién (GD) del 67-70%, pero con un tamafo de

particula mas reducido.

Se recomienda emplear el quitosano que mostré el mayor porcentaje de inhibicion en
este estudio para llevar a cabo ensayos in vivo, con el fin de evaluar la viabilidad de P.
chrysogenum frente a dicho tratamiento.

En investigaciones posteriores, es importante realizar pruebas tanto in vitro como in vivo

con quitosano en otros hongos patdgenos responsables de onicomicosis.

Finalmente, este material, el quitosano, podria desarrollarse en forma de gel o spray en

el futuro para ofrecer una mayor comodidad al paciente durante el tratamiento.
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