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Figura Anexo 170. Espectro MS/MS para un Rt = 3,33 fraccion
levadura de los aislamiento ambiental y clinico de H. capsulatum

Figura Anexo 171. Espectro MS/MS para un Rt = 3,50 fraccion
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.

Figura Anexo 172. Espectro MS/MS para un Rt = 3,66 fraccion
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.

Figura Anexo 173. Espectro MS/MS para un Rt = 3,92 fraccion
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.

Figura Anexo 174. Espectro MS/MS para un Rt = 4,10 fraccion
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.

Figura Anexo 175. Espectro MS/MS para un Rt = 4,18 fraccion
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.

Figura Anexo 176. Espectro MS/MS para un Rt = 4,81 fraccion
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.

Figura Anexo 177. Espectro MS/MS para un Rt = 5,22 fraccion
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Figura Anexo 180. Distribucién de tamafio de particula para el liposoma del extracto lipidico de
micelio del aislamiento ambiental de H. capsulatum con anfotericina B. ..........c..cccocvviviieieiiens 245

Figura Anexo 181. Distribucién de tamafio de particula para el liposoma del extracto lipidico de
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Figura Anexo 182. Placas cromatografias de la fraccién hexano del extracto lipidico asociado a la
pared celular de micelio de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico: A) y B) revelado
con yodo; C) revelado con luz ultravioleta de onda corta; D) revelado con luz ultravioleta de onda

Figura Anexo 183. Placas cromatografias de la fraccion cloroformo del extracto lipidico asociado a
la pared celular de micelio de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico: A) y B) revelado
con yodo; C) revelado con luz ultravioleta de onda corta; D) revelado con luz ultravioleta de onda

Figura Anexo 184. Placas cromatografias de la fraccion isopropanol del extracto lipidico asociado a
la pared celular de micelio de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico: A) y B) revelado
con yodo; C) revelado con luz ultravioleta de onda corta; D) revelado con luz ultravioleta de onda

Figura Anexo 185. Placas cromatografias de la fraccion metanol del extracto lipidico asociado a la
pared celular de micelio de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico: A) y B) revelado
con yodo; C) revelado con luz ultravioleta de onda corta; D) revelado con luz ultravioleta de onda

Figura Anexo 186. Placas cromatografias de la fraccion hexano del extracto lipidico asociado a la

pared celular de levadura de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico: A) revelado con

yodo; B) revelado con luz ultravioleta de onda corta; C) revelado con luz ultravioleta de onda larga.
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Figura Anexo 187. Placas cromatografias de la fraccion cloroformo del extracto lipidico asociado a
la pared celular de levadura de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico: A) revelado
con yodo; B) revelado con luz ultravioleta de onda corta; C) revelado con luz ultravioleta de onda

Figura Anexo 188. Placas cromatografias de la fraccion isopropanol del extracto lipidico asociado a
la pared celular de levadura de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico: A) revelado
con yodo; B) revelado con luz ultravioleta de onda corta; C) revelado con luz ultravioleta de onda

Figura Anexo 189. Placas cromatografias de la fraccion metanol del extracto lipidico asociado a la

pared celular de levadura de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico: A) revelado con

yodo; B) revelado con luz ultravioleta de onda corta; C) revelado con luz ultravioleta de onda larga.
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Galleria mellonella (G. mellonella)
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Grupo Interdisciplinario de Estudios Moleculares (GIEM)
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1 RESUMEN

Histoplasma capsulatum es un hongo dimorfico térmico y nutricional. En el ambiente, hasta
una temperatura aproximada de 28 °C crece como un moho (micelio) compuesto por hifas
septadas hialinas, macroconidias tuberculadas de 7 a 15 pm y microconidias de pared delgada
de 2 a 6 um. Estas ultimas en conjunto con los fragmentos de hifas, constituyen las particulas
infectantes que en el hospedero o en cultivos a 37 °C, se transforman en blastoconidias, que
constituyen la forma parasitaria (levadura). La infeccidén con H. capsulatum es considerada
un evento accidental dado que las particulas infectantes del micelio al ser inhaladas, llegan
al alvéolo donde se convierten en levadura. Sin embargo, entre las alternativas para el
entendimiento de la virulencia de H. capsulatum, se han realizado estudios sobre el contenido
de lipidos de las fases de micelio y levadura de aislamientos clinicos para establecer su
relacion con la patogenicidad, sin tener estudios comparativos sobre aislamientos
ambientales. Para el estudio de la interaccion de H capsulatum-hospedero se han utilizado
lineas celulares (células obtenidas de pacientes con las micosis) y ratones, lo que ha permitido
dilucidar mecanismos de infeccion de esta interaccion; con las desventajas del costo en su
mantenimiento, el personal entrenado para su manipulacion y tiene consideraciones éticas y

legales.

El presente trabajo pretende caracterizar quimicamente la composicion lipidica asociada a la
pared celular del hongo H. capsulatum y evaluar su efecto bioldgico sobre un modelo
invertebrado alternativo al raton, la Galleria mellonella, que entre las ventajas vale la pena
destacar que las larvas son de facil manejo, pueden ser incubadas a temperaturas entre 20 °C
y 37 °C, su mantenimiento es poco costoso, tiene respuesta inmune tanto humoral como

celular y no tiene consideraciones éticas asociadas.
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El aislamiento clinico se obtuvo mediante una biopsia de un paciente por el Grupo de
Micologia Médica y el aislamiento ambiental se obtuvo de muestras de enmiendas organicas
proporcionadas por el Grupo Interdisciplinario de Estudios Moleculares-GIEM de la
Universidad de Antioquia. Las fases micelio y levadura de ambos tipos de aislamientos de

H. capsulatum se inactivaron en hexano a 23 °C.

El crecimiento de H. capsulatum se control6 mensualmente para verificar la viabilidad del
hongo y posteriormente el hongo inactivo se sometid a extraccion Soxhlet, utilizando hexano
como disolvente primario, seguido de cloroformo, isopropanol y finalmente con metanol. La
caracterizacion de los extractos se realiz6 por cromatografia en capa fina, cromatografia de
gases y cromatografia liquida de ultra alto rendimiento. Los extractos lipidicos y liposomas
formulados a partir de los extractos, fueron evaluados sobre el modelo bioldgico G.
mellonella. El periodo de permanencia del hongo en su fase micelio en solvente hexano fue
de cinco meses para garantizar su inactividad. En la caracterizacién quimica de los extractos
se presentaron diferencias entre los aislamientos ambiental y clinico de la fase micelio, pero
no de la fase levadura. Los extractos lipidicos y los liposomas formulados a partir de los
extractos de micelio y levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum no
presentaron efectos apreciables sobre el modelo G. mellonella, dado que no se observé
mortalidad, melanizacion, alteracion de la movilidad de larvas y efecto para llegar al estadio

de pupa, durante el tiempo de exposicion de 48 horas.

El estudio comparativo del andlisis lipidico de las fases micelio y levadura de H. capsulatum
entre aislamientos ambiental y clinico abre el camino para el entendimiento del rol de los
lipidos asociados a la pared celular en la biologia del hongo, ademas las isotermas de presion

superficial-area de monocapas de los extractos lipidicos y la molécula anfotericina B, no solo
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nos posibilita comprender la relacion de interaccion entre la anfotericina B y las fracciones
lipidicas de H. capsulatum, sino que también nos permite a proponer formulaciones tipo

liposomas con indice de selectividad mayor.

Palabras Clave: Histoplasma capsulatum, extractos lipidicos, liposomas, Galleria

mellonella, anfotericina B, HUPLC-MS-S, Fosfolipidos, Monohexiceramida
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2 INTRODUCCION

La histoplasmosis es una micosis sistémica endémica de compromiso pulmonar primario, los
sintomas incluyen malestar, fiebre, dolor de pecho y tos seca, sin embargo, suele diseminarse
a otros organos, como los del sistema reticulo endotelial, entre otros (Jiménez et al, 2002).
La enfermedad se adquiere por inhalacion de propagulos infectantes del hongo dimérfico
Histoplasma capsulatum, cuyo habitat natural son los suelos, especialmente aquellos con
presencia de excrementos de aves y murciélagos (Emmons, 1950; Jiménez et al, 2002). A
temperatura ambiente, el hongo crece como micelio compuesto por hifas septadas hialinas,
el cual se reproduce asexualmente y produce macroconidias tuberculadas y microconidias.
Los fragmentos del micelio y microconidias, constituyen las particulas infectantes del hongo

(Kauffman, 2007; Abidon, 2009).

La histoplasmosis es endémica en casi todo el mundo, sin embargo, es en el continente
americano donde se presenta la mayor incidencia, especialmente en agricultores, granjeros,
constructores, exploradores y espeledlogos, en quienes las posibilidades de contacto con el
patdgeno son mayores (Jiménez et al, 2002). Anteriormente la micosis fue considerada rural,
pero actualmente se reportan brotes en zonas urbanas, debido a las nuevas construcciones en
areas arborizadas, tala de arboles, demoliciones y uso de suelos con fertilizantes organicos
como la gallinaza (Orddfiez et al, 1997; Jiménez et al, 2002; Gomez et al,2017; Gomez et al,

2019).

La infeccion con H. capsulatum es considerada un evento accidental que se presenta cuando

se perturba una fuente contaminada y se aerolizan las particulas infectantes que, al ser
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inhaladas, llegan al alvéolo donde se convierten en la forma parasitaria (Porta et al, 2010;
Kauffman, 2007). El desarrollo de la histoplasmosis, depende de condiciones tanto del
hospedero como del hongo. Asi, en el caso del hospedero, dependera del estado de su sistema
inmune y los defectos estructurales del pulmén, y en el caso del hongo, dependera de la

cantidad de hongo inhalado y su virulencia (Kauffman, 2007; Garfoot & Rappleye, 2015).

Entre las alternativas para el entendimiento de la virulencia de H. capsulatum, se han
realizado estudios sobre el contenido de lipidos del hongo (Nielsen, 1966), los cuales han
planteado la posible correlacion entre el contenido lipidico y la virulencia del hongo. Hasta
la fecha, se han sugerido alternativas de identificacion, aislamiento y caracterizacion de la
composicion lipidica de las fases de micelio y levadura (Zarnowski, et al. 2008) y vesiculas
(Albuquerque, et al. 2008) para establecer su relacion con la patogenicidad (Alvarez et al,

2007; Weete et al, 2010; Barreto-Bergter et al, 2011; Guimarées et al, 2014).

Se han utilizado diferentes modelos para estudiar el papel de los lipidos en la virulencia de
hongos patégenos al hombre entre ellos: lineas celulares, células obtenidas de pacientes con
las micosis correspondientes, ratones e insectos. En el caso del modelo con el invertebrado
Galleria mellonella se ha utilizado para estudiar la patogenicidad de hongos como:
Aspergillus fumigatus, Paracoccidioides brasiliensis, Cryptococcus neoformans, Candida.
albicans, Candida tropicalis (Reeves et al, 2004, Scorzoni et al, 2015, Mylonakis et al, 2005,
Mesa-Arango et al, 2013, Li et al, 2013). Los resultados de estos trabajos han permitido
dilucidar que los lipidos contribuyen a la patogénesis de las enfermedades fungicas

infecciosas. Por lo anterior en el presente trabajo se caracterizé y compar6 quimicamente la

30



composicion lipidica asociada a la pared celular de las fases micelio y de levadura de H.
capsulatum de un aislamiento ambiental y uno clinico. Se evalué el efecto de los extractos
lipidicos sobre el modelo bioldgico G. mellonella y caracterizo biofisicamente la variacion
de laenergia libre de Gibbs, entalpia de interaccion y temperatura entre los extractos lipidicos
asociados a la pared celular de la fase micelio de H. capsulatum de los aislamientos ambiental
y clinico con el farmaco anfotericina B utilizado en el tratamiento clinico de la histoplasmosis

en las formas severas de la enfermedad.

La realizacion de estos trabajos permitird comprender mejor el metabolismo de los lipidos en
los hongos patégenos y su importancia en la virulencia y ayudar a identificar y desarrollar

estrategias terapéuticas antifungicas nuevas y mas eficientes.
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3 MARCO TEORICO

3.1 Histoplasma capsulatum

Histoplasma capsulatum es un hongo dimorfico térmico. En el ambiente, hasta una
temperatura aproximada de 28 °C crece como un moho compuesto por hifas septadas
hialinas, macroconidias tuberculadas de 7 a 15 pum y microconidias de pared delgada de 2 a
6 um. Estas ultimas en conjunto con los fragmentos de hifas, constituyen las particulas
infectantes; por otra parte, en el hospedero o en cultivos a 37 °C, se transforman en levaduras,
que constituye la forma parasitaria, compuesta por blastoconidias intracelulares que miden

de 2 a 4 um (Kauffman, 2007; Abidon, 2009).

La infeccion con H. capsulatum es un evento accidental que se presenta cuando se perturba
una fuente contaminada y se aerolizan las particulas infectantes que, al ser inhaladas, llegan
al alvéolo donde se convierten en la forma parasitaria (Porta et al, 2010; Kauffman, 2007).
El desarrollo de la histoplasmosis, depende de condiciones tanto del hospedero como del
hongo. Asi, en el caso del hospedero, dependera del estado de su sistema inmune y los
defectos estructurales del pulmén, y en el caso del hongo, dependera de la cantidad de hongo
inhalado y su virulencia (Kauffman, 2007; Garfoot & Rappleye, 2015). Como resultado, las
manifestaciones clinicas de la enfermedad pueden ir desde una infeccidn asintomatica, hasta
una forma diseminada progresiva y letal (Knox & Hage, 2010; Kauffman, 2007; Abidon,
2009). Ademas, en el hospedero, queda un foco latente que puede reactivarse ante la
aparicion de factores de riesgo que disminuyen la respuesta inmune como: trasplantes,
malignidades hematoldgicas, tratamiento con corticosteroides o estados avanzados de la
infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana VIH-SIDA (Kauffman, 2007; Gémez,

2011; Nieto-Rios et al, 2014).
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3.2 Anfotericina B com alternativa contra Histoplasma capsulatum

Como alternativa al tratamiento de la histoplasmosis se encuentra la anfotericina B, la cual
como antibidtico y antimicético (Carrillo-Munoz et al. 2006; Cereghetti & Carreira 2006),
ha demostrado la efectividad para el control de la infeccion generada por H. capsulatum
(Fernandez et al, 2003). EI mecanismo de accién de la anfotericina B (Esquema 1), se basa
en la union del farmaco al ergosterol de la membrana celular del hongo, generando la
formacion de canales que facilitan la salida del contenido citoplasmico y la consecuente
muerte celular (Finkelstein & Holz, 1973; (Kaminski, 2014). Sin embargo, sus efectos
adversos y toxicidad requieren en ocasiones la interrupcion del tratamiento a pesar de la
presencia de una infeccion micotica grave. Su principal toxicidad crénica se manifiesta a
nivel renal, el cual se manifiesta como insuficiencia renal, hipocalemia, hipomagnesemia,

acidosis metabdlica y poliuria secundaria a diabetes insipida (Laniado & Cabrales, 2009).

En la Gltima década, se han realizado progresos sustanciales en la comprension de la
organizacion y la actividad biologica de la anfotericina B en presencia de esteroles en
entornos lipidicos, centrados en las interacciones de anfotericina B con lipidos y esteroles,
formacion de canales de anfotericina B en membranas, agregacion de moléculas de
anfotericina B (Kaminski, 2014). La mayoria de los estudios para mejorar el perfil de
toxicidad de la anfotericina B se han enfocado en la preparacion de formulaciones
liposomales para el tratamiento de la histoplasmosis (Hamill, 2013; Stone et al, 2016). En el
estudio de liposomas de anfotericina B, se hace referencia al estudio de monocapas en la
interfaz agua-gas, monocapas depositadas en un sustrato s6lido mediante el uso de la técnica

de Langmuir-Blodgett, micelas, vesiculas y multicapas (Kaminski, 2014).

33



(a) Ion channel (b) Surface adsorption (c) Sterol sponge
models model model

Extracellular medium E

NYYLAAN (T 1
TS

“'" { ) “‘\‘ I [/ ""‘)”"'\‘l\"
DA DMVA SNV

Half pore

3 Phospholipid
Cytoplasm
)

AmB

: @ ™S Water e
Pore T Mycosamine
Lipid bilayer
s Ergosterol
¢ OH groups

Ergosterol

Phospholipid /\,mB

Esquema 1. Modelos de funcion de anfotericina B en bicapas de fosfolipidos (tomado de Kaminski,
2014): a) modelo de canal i6nico con anfotericina B; b) Modelo de adsorcién de superficie en el que
anfotericina B extrae ergosterol de la bicapa a la superficie; ¢) Modelo tipo esponja en el que grandes
agregados de anfotericina B extraen ergosterol de la membrana de fosfolipidos.

3.3 Lipidos constituyentes de los hongos patdgenos

Estudios sobre el contenido lipidico de Blastomyces dermatitides (Disalvo & Denton, 1963;
Cox & Best, 1972), Candida albicans (Peck & Hauser, 1947); H. capsulatum (Nielsen,
1966), Coccidioides immitis (Anderes et al, 1973) y Paracoccidioides brasiliensis (Manocha,
1979) dieron inicio al entendimiento de la existencia de una posible correlacién entre el
contenido lipidico con la virulencia de estos hongos. Actualmente se ha prestado atencion a
los lipidos constituyentes de los hongos patégenos primarios y oportunistas (Esquema 2),
principalmente aquellos que componen su membrana plasmética ya que pueden ser
importantes en el proceso infeccioso (Beccaccioli et al, 2019). Los acidos grasos se derivan
tanto de la sintesis de novo como de la absorcion externa. La acetil-CoA carboxilasa (Accl)
cataliza la carboxilacion de acetil-CoA a malonil-CoA y el complejo de acido graso sintasa

citosélico multi-enzima (Fas1/Fas2) genera el acil-CoA con una longitud de cadena de acilo
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de 16 0 18 &tomos de carbono. Los &cidos grasos de cadena larga (LCFAS) y de cadena muy
larga (VLCFAS) se localizan en el reticulo endoplasmatico. La maquinaria de alargamiento
presenta diferentes enzimas de alargamiento de &cidos grasos Elol, Elo2 y Elo3. Elo1 tiene
especificidad para el alargamiento de &cidos grasos C12-16 a C16-18, mientras que Elo2
alarga C16-18 hasta C22 y Elo3 alarga C18 hasta C26. Olel y otras desaturasas (Fad)
respectivamente pueden convertir los acidos grasos fundamentales, 16: 0-CoA y 18: 0-CoA,
en acidos grasos mono Yy poliinsaturados (PUFA). FFA se puede incorporar en lipidos de
membrana complejos (fosfolipidos, acilglicéridos y esfingolipidos). La enzima Sctl es un

competidor Olel; Su accién reduce la formacion de PUFA (Beccaccioli et al, 2019).

De novo synthesis Cytoplasm

acetil-CoA
Accl |
External uptake
malonyl-CoA 16:0, 18:0
Fasl/Fm‘ LCFAs ‘/Faa 1,234
16:0-CoA
18:0-CoA Elol
Sctl / Elo2
Olel Elo3  Endoplasmatic
Substrate sequesters ;
Reticulum
Fad
Free Fatty Acids PUFA <+«——— 16:1,18:1 LCFAs / VLCFAs
Complex lipids

(phospholipids, acylglycerides, sphingolipids)

Esquema 2. Metabolismo de los &cidos grasos fungicos (tomado de Beccaccioli et al, 2019).

En la membrana celular de los hongos, existen microdominios de esteroles (Esquema 3),

como el colesterol, ergosterol (el esterol primario en muchos grupos de hongos), 24-metil
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colesterol, 24-etil colesterol y brasicasterol e intermedios en la formacidn de 24-etil colesterol
(Weete et al, 2010). Estos microdominios pueden formarse por el agrupamiento de balsas
lipidicas que pueden actuar como centros organizadores de la membrana ya que se asocian

con proteinas especificas (Czub &Baginski, 2006; Guimaraes et al, 2014).
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Esquema 3. Representacion de los cinco productos finales predominantes de la biosintesis de
esteroles reportados en 175 especies de hongos en todo el reino Hongos (tomado de Weete et al,
2010).

Los esfingolipidos més abundantes en los hongos son las glucosilceramidas, que estan
ubicadas preferencialmente en la monocapa externa de la membrana citoplasmética y son
estructuralmente diferentes de las glucosilceramidas humanas (Rodrigues et al, 2007). La
sintesis de novo (Esquema 4) comienza con la condensacion de una serina con acil-CoA

graso, es catalizada por el complejo serina palmitoil-transferasa (spt). Orm1y Orm2 pueden
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unirse al complejo spt e inhibir su actividad. Se forma 3-cetodihidrosfingosina y la reductasa
Tscl0 cataliza la formacion de dihidrosfingosina (DHS), puede ser hidroxilada por una
esfingolipida C4-hidroxilasa (Sur2) para generar la fitosfingosina (PHS). La asociacién
entre las bases de cadena larga (DHS o PHS) y VLCFA es catalizada por el complejo de
ceramida sintasa (CerS) que conduce a dihidroceramida (DHCer) y fitoceramida (PHCer).
Las desaturasas (Des) forman las ceramidas. Las ceramidas complejas pueden presentar
varios grupos principales, las glucosilceramidas (GlcCer) y las fosfoinositol ceramidas
(IPC) son un ejemplo (Beccaccioli et al, 2019). Ademés, en la via de sintesis de
esfingolipidos, hay un paso enzimético catalizado por la Inositol fosforil ceramida (IPC)
sintasa la cual es un enzima fundamental para la sintesis de inositolfosforilceramidas. Ya que
este paso de sintesis que no es compartido con los mamiferos, ha sido de especial interés para
el desarrollo de antifingicos especificos con menores efectos secundarios y que prevengan

la toxicidad en el hospedero (Zhong et al, 2000; Sugimoto et al, 2004).

Fatty acyl-CoA
Endoplasmatic Reticulum

Serine
o [
3-ketodihydrosphingosine
Tsc10 VLCF
DHS _\__, DHCer \
Sur2 CerS Des * Ceramides
PHS 7—. PHCer / Golgi Apparatus
VLCF GlcCerS Aurl
GlcCer IPC

Esquema 4. Sintesis de esfingolipidos fungicos (tomado de Beccaccioli et al, 2019).
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Mudltiples trabajos de investigacion confirman el papel en la patogénesis flngica de las
glucosilceramidas (GlcCer) y su influencia en las interacciones hospedero-patdgeno.
Aislamientos mutados de Cryptococcus neoformans que carecen de GlcCer son incapaces de
crecer in vitro a pH neutro o alcalino y en presencia de 5 % de CO2, condiciones que imitan
el ambiente extracelular tal como el espacio alveolar o el torrente sanguineo (Rittershause et
al, 2006). Igualmente, en otros estudios realizados con inmunizacion pasiva con un
anticuerpo monoclonal dirigido a las moléculas de GlcCer, se reportd elevada supervivencia

de ratones infectados con C. neoformans (Rodriguez et al, 2007).

SERIME + PALMITOYL-COA I P ETHANOLAMINE + FATTY ALDEHYDES
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SPT sapp sBPP Casze MoAPC
SEBK 56K intt
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Pl ( I T (IP)2
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Cdase Cdase T
Cer synthase Cer synthase
/
AB-des Ad-des 7 lpc?
AB-Cer Cer dhCer ----------------- = phytoCer IPC
fsef
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hydroxylase
a-OH-dhCer
A8, 9Me-Cer ot
' | Ad-gdes a-OH-phytoCar Tm_mﬂpc
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Esquema 5. Modelo hipotético de la via biosintética de esfingolipidos en C. neoformans (tomado de
(Rhome et al, 2007). Las moléculas de esfingolipidos estan en negrita y las enzimas estan en cursiva.
Los signos de interrogacion indican enzimas o actividades que no han sido identificadas u observadas.
Los grupos hidroxilo entre paréntesis indican que este grupo puede estar ausente, creando la forma
no hidroxilada correspondiente. SPT, serina palmitoiltransferasa; SBK, base quinasa esfingoide; P,
fosfato; SBPP, fosfato fosfatasa base esfingoide; SBPL, fosfato liasa base esfingoide; Cer, ceramida;
Cdase, ceramidasa; des, desaturasa; Gcesl, glucosilceramida sintasa; GCdasa, glucosilceramidasa;
MIPC, manosil-inositol fosforilceramida; M (IP) 2C, ceramida de manosil diinositol fosfato; M2IPC,
dimannosil-inositol fosforilceramida.
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Esquema 6. Ruta biosintética de Glucosilceramida (GluCer) en C. neoformans (tomado de Rhome

et al, 2007).

Otro estudio demostrd la importancia de estas moléculas en la virulencia de C. neoformans

(Esquema 5 y 6), ya que la mutacién del gen metil transferasa C9 esfingolipido (STM1)

responsable de la metilacion del carbono 9 (C9) de esfingosina de la GlcCer resulta en una

pérdida de mas del 80 % de su virulencia, cuando se comparé con los aislamientos sin la

mutacion (wild type) y los reconstituidos (Singh et al, 2012; Rhome et al, 2007).

Asi mismo, se ha observado que los glicosilinositol-fosforilceramidas inducen una respuesta

inmune con produccién de anticuerpos especificos en pacientes con paracoccidioidomicosis

(Guimarées et al, 2014). Lo anterior ha llevado a proponer un modelo para el microdominio

de membrana fungica como se observa en la Figura 1.
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Figura 1. Modelo para el microdominio de membrana fangica (tomado de Guimaraes et al, 2014).
GlcCer: glucosilceramidas; GIPCs: glicosilinositolfosforilceramidas; Pmalp: membrana plasma
ATPasa.

3.3.1 Extraccion de lipidos tipo acilglicerol y fosfolipidos

Entre las alternativas propuestas para la obtencion de fosfolipidos de H. capsulatum se ha
propuesto la inactivacion de H. capsulatum en fase levadura, utilizado una mezcla
formaldehido/agua destilada (5:95, v/v) y para la extraccion de lipidos, seguido de hidrolisis
acida con HCI 1N y Alcohol etilico 96% (Nielsen, 1966). También se han utilizado
metodologias de inactivacion térmica (65 °C por 3 horas), utilizando para la extraccion
mezcla CHCIz/MeOH (2:1, v/v) por metodologia Soxhlet por 72 horas a 65 °C (Al-Doory,
1960), e inactivacion mecanica (Mini-Beadbeater-8), para la extraccion de lipidos se coincide

con la mezcla CHCIs/MeOH (2:1, v/v) (Zarnowski, et al. 2007; Zarnowski, et al. 2008). Las
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propuestas de inactivacion de H. capsulatum en fase levadura son propuestas de inactivacion
destructiva del hongo, generando lisis de la pared celular y de la membrana celular, ademas
muy poco se conoce sobre estudios sobre la inactivacion micelio no destructiva, ya que los
estudios sobre la composicion lipidica de H. capsulatum se orienta a aislamientos clinicos y

a estas condiciones predomina la fase levadura.

3.3.2 Extraccion de lipidos tipo glicoesfingolipidos

Entre las alternativas propuestas para la obtencién de glicoesfingolipidos de H. capsulatum
se ha propuesto la inactivacion simultanea de un aislamiento clinico de H. capsulatum tanto
de la fase micelio como de la fase levadura, la adicion de Timerosal al 0,1 % por un periodo
de 48 horas y como sistemas de extraccion las mezclas: isopropanol/hexano/agua (55:20:25,

vIviv) y cloroformo/metanol (2:1, v/v) (Toledo et al, 2001; Barreto-Bergter et al, 2011).

3.4 Galleria mellonella

Para el estudio de la interaccion hongo patdégeno-hospedero se han utilizado diferentes
modelos, entre los cuales en mamiferos se encuentra el raton (Nielsen, 1965; Manocha et al,
1979; Taylor et al, 2005; Almeida et al, 2015), lo que ha permitido dilucidar mecanismos de
infeccion de esta interaccion; entre las desventajas de utilizar éste modelo se presenta el costo
de su mantenimiento, ademas se requiere personal entrenado para su manipulacion y tiene
consideraciones éticas y legales importantes. Como alternativa al modelo raton se han
utilizado modelos invertebrados como la Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) el cual
tiene ventajas y desventajas como animal de experimentacion, sin embargo entre las ventajas
se encuentra que las larvas son de facil manejo, pueden ser incubadas a temperaturas entre
20 °C y 37 °C, tienen un sistema inmune innato que incluye respuestas humorales mediadas

por péptidos antimicrobianos y respuestas celulares mediadas por cuatro tipos principales de
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hemocitos (plasmatocitos, granulocitos, esferulocitos y oenocitoides), y procesos como
fagocitosis, nodulacién y encapsulacion; ademas de que su mantenimiento es poco costoso y

no tiene consideraciones éticas asociadas (Wu et al, 2016).

Sobre G. mellonella como modelo se han realizado diversas investigaciones estudiando una
veintena de hongos patdégenos humanos (Champion et al, 2016) como: Aspergillus fumigatus,
P. brasiliensis, C. neoformans, C. albicans, Candida tropicalis (Reeves et al, 2004, Scorzoni
et al, 2015, Mylonakis et al, 2005, Mesa-Arango et al, 2013, Li et al, 2013). También se le
ha usado para el estudio de macromoléculas de hongos como componentes de la pared celular
de Entomophaga aulicae (8 1-3 glucano y quitina), enzimas hidroliticas de Beauveria
bassiana, glicoproteinas toxicas de Beauveria sulfurescens y metabolitos peptidicos de
diferentes hongos entomopatdgenos (Beauvais et al, 1989, Samsinakova et al, 1971, Mollier
et al, 1994, Vilcinskas et al, 1999). En el modelo de infeccion de G. mellonella con conidias
de Fusarium oxysporum se ha evaluado la eficacia de antifungicos en la supervivencia de las
larvas (Coleman et al, 2011; Navarro-Velasco et al, 2011) y el efecto en la respuesta innata
empleando técnicas proteémicas en donde se encontraron involucrados potentes péptidos
antimicrobianos, proteinas y genes de defensa que se caracterizaron en el insecto (Mufioz-

Gomez et al, 2015).

3.5 Modelo quimico

El modelo quimico se describe como imparcial, Unicamente definido, y modelo tedrico
uniformemente aplicable para predecir propiedades quimicas de un sistema. Un modelo
guimico consiste generalmente en la combinacion de un método tedrico y un sistema base.

Cada par unico de un método con un sistema base representan una aproximacion diferente a
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la ecuacion de Schrodinger (Foresman & Frisch, 1996). Existen dos areas dentro de la
quimica computacional dedicada a la estructura de las moléculas y su reactividad: la

mecanica molecular y la teoria de estructura electrénica.

3.5.1 Mecanica molecular

La mecanica molecular utiliza las leyes de la fisica clasica para predecir las estructuras y
propiedades de las moléculas. Los calculos de la mecanica cuéntica no tratan explicitamente
los electrones en un sistema molecular. En su lugar se realiza computacion basado en las
interacciones entre nucleos. Los efectos electronicos son incluidos implicitamente en campos

de fuerza a través de parametrizacion (Foresman & Frisch, 1996).

3.5.2 Meétodos de estructura electronica

El modelo de estructura electronica utiliza las leyes de la mecanica cuantica, y las leyes
fisicas como base para su computacion. Los estados energéticos y otras propiedades de la

molécula son obtenidos por la solucion de la ecuacion de Schrodinger:

Hy =Ew

Los métodos de estructura electronica son caracterizados por varias aproximaciones

matematicas para su solucion. Entre ellos se encuentran:

. Métodos semi-empiricos.

. Métodos de correlacion electronica

. Métodos de teoria del funcional de la densidad (DFT).
. Célculos de estados excitados.
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3.5.2.1 Meétodos Semi-empiricos

Los métodos semi-empiricos son caracterizados por sus parametros que se derivan de datos
experimentales para simplificar la aproximacién a la ecuacion de Schrédinger. Como tal,
consumen poco tiempo computacional y pueden ser aplicados con buena eficiencia a
moléculas grandes. Hay variedad de métodos semi-empiricos, entre los mas conocidos estan
AML1, PM3 y MNDO, los cuales estan incluidos en software comerciales como AMPAC,

MOPAC, HyperChem y Spartan. (Foresman & Frisch, 1996).

En el desarrollo de este trabajo se empled el método semiempirico AM1 (Austin Model 1)
que debido a su menor nivel de teoria, tiene un menor tiempo computacional para calcular
sistemas moleculares de mas de 40 nucleos. Sin embargo se obtiene una alta aproximacion a

métodos de mayor nivel de teoria.

3.6 Monocapas Langmuir-Blodgett

Las monocapas de fosfolipidos, preparadas por la técnica de Langmuir-Blodgett (L-B), es el
mas conocido entre los modelos simplificados de las membranas bioldgicas (Roberts, 1990).
La técnica de Langmuir permite la preparacion de una monocapa de fosfolipidos
seleccionados o mezclados en la interfase agua-aire. La investigacion sobre el
comportamiento de fase y la organizacion molecular de las monocapas de lipidos se ha
catalogado como una exitosa herramienta para el estudio de las propiedades interfaciales de
una amplia familia de farmaco membrana-litico (Maget, 1999). La agregacion de un farmaco
antifungico en monocapas ofrece una oportunidad para la caracterizacion termodinamica de
esta interaccion por posible variacion de la energia libre de Gibbs debido a la modificacion

de la monocapa por parte del farmaco y la variacion estructural desde la estabilidad de la

44



monocapa del sistema farmaco-lipido a través del andlisis de las isotermas de compresion
(Diociaiuti et al, 2002; Mohwald, 1990; McConnell, 1991; Knobler & Desai, 1992; Sorrenti
et al, 2009; Maget-Dana, 1999). La termodinamica de la interaccion es por lo general
investigada depositando en la interfase de la subfase aire, premezclas del farmaco con los
modelos de membrana, en relaciones molares crecientes (Pérez-Lépez et al, 2009; Caseli et
al, 2005; Kamel et al, 2012). Las isotermas de compresion en la superficie proporcionan
informaciones Utiles sobre la naturaleza de las interacciones de corto y largo alcance entre

las moléculas, especialmente entre los lipidos y el farmaco (Thakur et al, 2009).

3.7 Calorimetria diferencial de barrido

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es una técnica para explorar las transiciones de
fase termodinamicas que se puede aplicar a un lipido o mezcla de lipidos en una muestra.
Esto proporciona un grafico de entalpia frente a la temperatura, la grabacion de manera
efectiva de la capacidad calorifica isobarica de la muestra: los cambios agudos de la trama
indican una transicion de fase de algun tipo. En el caso de los lipidos y los cristales liquidos,
en general, esto podria ser indicativo de un cambio en el polimorfismo lipido o un proceso
de fusion de cadena. De esta manera, los limites de fase precisa para un sistema de lipidos
dado se puedan identificar, de forma reversible y no destructiva (Gill et al, 2010; Kodre et
al, 2014). La DSC puede dar informacion sobre la interaccion del farmaco con la region no

polar (hidrofébica) o con la region polar (hidrofilica) de los lipidos
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4 HIPOTESIS

o Existen diferencias entre la composicion lipidica asociadas a la pared celular de los
aislamientos ambiental y clinico de Histoplasma capsulatum tanto de la fase micelio

como de la levadura.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Caracterizar quimicamente la composicion lipidica asociada a la pared celular del hongo

dimorfico H. capsulatum y evaluar su efecto sobre el modelo experimental G. mellonella.

5.2 Objetivos especificos

e Caracterizar quimicamente la composicién lipidica asociada a la pared celular de
aislamientos clinico y ambiental de H. capsulatum tanto de la fase micelio como de la
levadura.

e Evaluar el efecto de los extractos lipidicos de H. capsulatum sobre el modelo biolégico
G. mellonella.

e Estudiar la interaccidn entre las monocapas formadas entre los extractos lipidicos de H.

capsulatum y anfotericina B para la formulacién de liposomas.
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6 ASPECTOS METODOLOGICOS

6.1 Cultivo de Histoplasma capsulatum
6.1.1 Fase micelio

Se utilizé el aislamiento clinico codificado como: 17183 de H. capsulatum, proveniente de
una biopsia de un paciente la cual fue aislado, analizado e identificado por el Grupo de
Micologia Médica del Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Antioquia. El aislamiento ambiental codificado como: 316-1
de H. capsulatum fue recuperado e identificado por el Grupo de Micologia Médica, de una
muestra de enmienda de suelo colectada por el Grupo Interdisciplinario de Estudios
Moleculares-GIEM del Instituto de Quimica de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
de la Universidad de Antioquia. Los aislamientos, se mantuvieron en su fase micelio con
repiques mensuales en el medio Mycosel-MyC (Mycosel Agar, BBLTM; ref. 211462.

Franklin Lakes, NJ, USA) e incubados a 23 °C.

6.1.2 Fase levadura

La fase de levadura se obtuvo luego de repicar los aislamientos de H. capsulatum ambiental
y clinico mencionados anteriormente en el medio agar BHI suplementado (Brain Hearth
Infusion, BBLTM; ref. 211065. Franklin Lakes, NJ, USA), preparado siguiendo las
indicaciones de la casa comercial y suplementado con glucosa al 1 % (Sigma, Ref. G5400-
250G. St. Louis, MO, USA), L- cisteina al 0,01 % (Sigma, ref. C-7755. St. Louis, MO, USA),

solucion de antibi6ticos gentamicina y penicilina al 0,1 % y sangre de carnero al 5 %. La
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incubacidn se realizd en ambiente de COx al 5 % y a 37 °C, hasta observar el crecimiento

abundante de la levadura.

6.2 Extraccion de lipidos

Dado que la infeccién con H. capsulatum se puede presentar por las particulas infectantes
que, al ser inhaladas, llegan al alvéolo donde se convierten en la forma parasitaria (Porta et
al, 2010; Kauffman, 2007), es importante inactivar el hongo antes de ser manipulado en el

proceso de extraccion.

6.2.1 Inactivacion de H. capsulatum

Con el proposito de tener un proceso de inactivacion de los aislamientos clinico y ambiental
de H. capsulatum tanto para la fase micelio como de la fase levadura y que este proceso de
inactivacién se encuentre conectado con el proceso de extracciéon de lipidos asociados a la
pared celular de H. capsulatum, se utilizard el solvente hexano como inactivador no
destructivo, el cual ya ha sido utilizado en la inactivacion del hongo dimérfico patégeno
Coccidioides (Jiménez-Alzate, et al, 2015). A continuacion, se detallan esquematicamente

los procesos utilizados en el proceso de inactivacion.
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micelio de H. capsulatum.

Micelio + Medio de cultivo

Erlenmeyer 250 mL

150 mL hexano

Esferas de vidrio

Agitacion continuapor 24 horas

Extraccion

Tiempo_de extraccion

Separacion de fases

Fase Acuosa Fase Organica

(medio de cultivo) (extracto hexano)

Prueba de esterilidad

Esterilidad
PDAyMyC

Lectura

15 dias 30 dias
Crecimiento Crecimiento

Diagrama 1. Primera propuesta de inactivacion y extraccion lipidica asociada a la pared celular de

[ Micelio + medio de cultivo ]

110 mL solucion salina 0,9% NaCl

Tubos de ensayo
con medio de
cultivo y micelio

Falcon de 50 mL.

11 Centrifugacion
10 minutos; 3000 rpm

2daCentrifugacion
15 minutos; 4000 rpm

Separacion de fases
Fase Acuosa Fase sélida
Tiempo de extraccion

(o) (] (o) (o]

l Prueba de esterilidad

Esterilidad
PDAyYMyC

Lectura

15 dias 30 dias
Crecimiento Crecimiento

Diagrama 2. Segunda propuesta de inactivacion y extraccion lipidica asociada a la pared celular de

micelio de H. capsulatum.
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Micelio
(cote oblicuo)

30 mL hexano

\ 4

‘ Falcon de 50 mL ’

lPerdida de solvente 2,5 mL/dia

Extraccion

| Tiempo de extraccion
[ 15 dias ] [ 30 dias

\_W‘de esterilidad
Esterilidad
PDAY MyC
| Lectura

! '

15 dias 30 dias
No crecimiento No crecimiento

Diagrama 3. Tercera propuesta de inactivacion y extraccion lipidica asociada a la pared celular de

micelio de H. capsulatum.
Micelio
(corte oblicuo)

30 mL hexano

A4

Falcon de 50 mL

Perdida de hexano 2,5 mL/dia

Extraccion
Se completa solvente 60 dias

Extraccion Esterilidad
PDAYMyC
90 dias
v
Esterilidad v Lectura !
PDAYMyC 15 dias 30 dias
Crecimiento No crecimiento

l Lectura l

15 dias 30 dias
No crecimiento No crecimiento

Diagrama 4. Cuarta propuesta de inactivacion y extraccion lipidica de asociada a la pared celular de
micelio de H. capsulatum.
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Micelio
(corte oblicuo)

30 mL hexano

\ 4

‘ Falcon de 50 mL ’

lPerdida de hexano 2,5 mL/dia

[ Extraccion ]

Se completa solvente I 90 dias
Extraccion Esterilidad
PDAyMyC
120 dias L Lectura
v A
Esterilidad 30 dias
PDAyMyC No crecimiento
L Lectura
A

30 dias
No crecimiento

Diagrama 5. Quinta propuesta de inactivacion y extraccion lipidica asociada a la pared celular de
micelio de H. capsulatum.
Micelio
(corte oblicuo)

J,ZOO mL hexano
[ Frasco de vidrio ambar ]

graduado 500 mL

!

[ Extraccion ]
[ 20 dias

v v

[ Extraccion ] [ Esterilidad }

PDAyMyC
920 dias Lectura
¥ v
Esterilidad 30 dias
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Diagrama 6. Sexta propuesta de inactivacion y extraccion lipidica asociada a la pared celular de
micelio de H. capsulatum.
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En la Tabla 1 se muestra un conjunto de solventes y su respectiva polaridad, de los cuales
fueron utilizados para la extraccién de lipidos asociados a la pared celular de H. capsulatum
los solventes: hexano, cloroformo, isopropanol y metanol (Haynes et al, 2016). Los extractos

de lipidos se prepararon por duplicado.

Tabla 1. Solventes con sus respectivos valores del momento dipolar a 20 °C y clasificacién polar.

Solvente Momento Dipolar (Debye) Polaridad
Hexano 0,08 No polar
Cloroformo 1,15 No polar
Diclorometano 1,14 No polar
Etanol 1,78 Polar protico
Isopropanol 1,66 Polar protico
Acetato de etilo 1,88 Polar aprotico
Agua 1,87 Polar prético
Acetona 2,69 Polar aprotico
Metanol 1,69 Polar prético
Dimetilsulfoxido 3,96 Polar aprotico

6.2.2 Extraccion de lipidos asociados a la pared celular de la fase micelio

Los lipidos se extrajeron de la fase micelio de ambos aislamientos de H. capsulatum. Los
fragmentos de micelio se mezclaron con solvente hexano a 23 °C. EIl crecimiento de H.
capsulatum se control6 mensualmente en medio cultivo para verificar la viabilidad del hongo,
posteriormente los fragmentos de micelio inactivos se sometieron a extraccion Soxhlet,
utilizando hexano como solvente primario. Se realiz6 una segunda extraccion con
cloroformo, seguida de una tercera extraccion con isopropanol y finalmente con metanol. El
tiempo de reflujo fue de 2 horas, luego se llevo a sequedad por rotaevaporacion y finalmente,
a los extractos se les removid el exceso de solvente con nitrégeno gaseoso y se almacenaron

a-20 °C (Flolsch et al, 1957; Manocha et al, 1980; Somashekar et al, 2001).
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6.2.3 Extraccion de lipidos asociados a la pared celular de la fase levadura

Los lipidos se extrajeron de la pared celular de la levadura de ambos aislamientos de H.
capsulatum. La levadura fue colectada de la caja de Petri y se mezcld con solvente hexano a
23 °C; después de 15 dias de las levaduras estar en contacto con el solvente, se sembraron en
nuevo medio de cultivo para observar si habia crecimiento y se sigui6 controlando cada 15
dias para verificar la viabilidad del hongo. La levadura inactiva se sometié a extraccion

Soxhlet reproduciendo el proceso de extraccién implementado para la fase micelio (6.2.1).

6.3 Caracterizacidn microscopica

6.3.1 Microscopia éptica

Se realizd seguimiento para los aislamientos por medio de microscopia éptica, utilizando
Microscopio dptico Olympus CX21, Ocular 10x/18. Tubo binocular inclinado 30°. Rango de
ajuste de distancia interpupilar de 48—75 mm. Porta objetivos cuadruple giratorio. Objetivos
4x, 10x, 40x 100x. Un foco haldégeno de 6 /20 W. Platina fija mecénica con movimiento de
cable: 120 x 132 mm. Rango de desplazamiento: 76 mm(X) x 30 mm(Y). Limite de

resolucion de 200 nm.

6.3.2 Microscopia electrdonica de Barrido

Los extractos solidos fueron caracterizados por microscopia electronica de barrido utilizando
Microscopio Electronico Phenom SEM. Ampliacion oOptica: 20x—135x. Ampliacion SEM
80x—130000x. Tamafio de muestra hasta 32 mm. Voltaje de aceleracion 5 kV y 10 kV. Limite
de resolucion de 2 nm.
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6.4 Caracterizacion por cromatografia en capa fina

La caracterizacion cualitativa de los extractos lipidicos de aislamientos ambiental y clinico
de H. capsulatum se realizd mediante cromatografia de capa fina (CCF) mono dimensional
ensilica gel 60 F254 (Merck®, USA). El revelado de las placas se realizé con yodo molecular
y luz ultravioleta-UV (a longitud de onda larga y onda corta) para la conservacion de las
placas. Las posiciones de los componentes revelados en las placas se expresaron como un
factor de retencion (Retention Factor-Rf), por medio del cual se indico la posicion del
componente como una fraccion (relacion) decimal medida entre el punto de retencién del
componente y la distancia recorrida por la fase movil (eluyente) como se indica a en la Figura

2:

distancia recorrida por el componente desde el origen

Rf =

X
y distancia recorrida por lafase mévil desde el origen

7 cm

P .
b

a) b)

Figura 2. Representacion para la caracterizacion por cromatografia en capa fina: a) sistema inicial
con la muestra (punto negro) y fase mavil en el origen de la placa; b) sistema final con las distancias
recorridas por el componente (punto negro) y la fase movil
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6.5 Cuantificacion lipidica por cromatografia gaseosa-GC y liquida de
ultra alta eficiencia-UHPLC

6.5.1 Preparacion de metilésteres de acidos grasos (FAMEsS)

Las diferentes fracciones obtenidas se trataron con 4 mL de hidroxido de sodio (NaOH) 0,5
M en metanol y se colocaron en un bafio de agua a 90 °C bajo un sistema de reflujo durante
7 min. Posteriormente, se agregaron 5 mL de trifluoruro de boro (BF3) al 20 % (v/v) en
metanol y se mantuvieron bajo un sistema de reflujo durante 2 minutos. Luego, las muestras
se mezclaron con 4 mL de n-heptano y se dejaron a reflujo durante un minuto adicional. Las
muestras se retiraron del bafio de agua y se dejaron reposar durante 5 min. Finalmente se
adicionaron 100 mL de una solucion saturada de cloruro de sodio (NaCl) para mejorar la
separacion de la fase organica. Las fases organicas se recogieron luego en tubos Eppendorf
con sulfato de sodio anhidro para remover trazas de agua en las muestras. Los tubos
Eppendorf se centrifugaron a 13000 rpm durante 7 minutos, y se colectaron 200 uL de la
muestra del sobrenadante en viales de tapa de rizo de vidrio de muestreador automatico
(Agilent, Santa Clara, CA, USA.) para someterse a cromatografia de gases. (Protocolo

Interno Grupo GIEM) (Sepulveda et al, 2020).

6.5.2 Condiciones cromatograficas de GC

La mezcla de estandares internos de metil ésteres de acidos grasos de en n-heptano (caprato,
laureato, miristato, palmitato, estearato, oleato, linoleato, linolenato y araquidonato) (Figura
3) fue corrida antes de cada ensayo para estimar los tiempos de retencién, seguido de los

diferentes extractos que se ejecutaron de forma independiente, empleando un cromatografo
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de gases Agilent 6890N con detector de ionizacion de llama (FID, Santa Clara, CA, EE.
UU.). Sistema de Inyeccidn Split/Splitless y autoinyector Agilent 7683. Columna capilar
DB23 de 50m, didmetro interno 0,25mm Yy espesor de pelicula 1,4 pum. El corrido
cromatografico se realizé sobre una columna FAME (modelo FAME JIWDB23, Agilent)
con gas hidrégeno. El método utilizado fue CG-AOAC Official methods 996.06 y los datos
se analizaron con el software Agilent ChemStation utilizando las areas bajo la curva de cada

analito.

OH

f) 9) — h) — i)
Figura 3. Representacion estructural de acidos grasos: a) acido caprico C10:0; b) acido laurico C12:0;
c) acido miristico C14:0; d) acido palmitico C16:0; e) acido estearico C18:0; f) acido oleico C18:1;
g) acido linoleico C18:2; h) &cido linolénico C18:3; i) &cido araquiddnico C20:4.
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6.5.2.1 Relacion insaturados/saturados
La relacion insaturados/saturados (Nelson et al, 2005) se termind por medio de la relacion
entre la sumatoria de los &cidos grasos insaturados y la sumatoria de acidos grasos saturados

de cada aislamiento.

_insaturado Y Acido graso insaturado
Relacion = —
saturado Y. Acido graso saturado

6.5.3 Condiciones cromatograficas de UHPLC
Las fracciones lipidicas se caracterizaran por fase inversa LC-MS/MS y las condiciones

cromatograficas se resumen en la tabla 2.

Tabla 2. Condiciones cromatograficas.

Parametros UHPLC-MS/MS
Columna analitica ACQUITY UPLC® BEH C18 (2,1 x 100 mm, 1,7 um)
Fase movil Solucion de acido formico y acetonitrilo
Flujo 0,300 mL/min
Volumen de inyeccion 5uL
Fuente de ionizacion ESI +/-
Detector Espectrometro de masas, operando en el modo MS/MS

Los espectros fueron colectados en un rango de 100 a 1500 m/z y fueron analizados

manualmente para la identificacion de las especies lipidicas.

6.6 Manejo y mantenimiento de la colonia del modelo G. mellonella

Para el manejo y mantenimiento de la colonia de G. mellonella, se implemento el siguiente
protocolo desarrollado y estandarizado por el Grupo Interdisciplinario de Estudios
moleculares-GIEM: en un recipiente plastico se mezclaron salvado de trigo, levadura de

cerveza, germen de trigo, harina de maiz y leche en polvo con agitacion continua. Una vez
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se han incorporado los ingredientes (Tabla 3), se agreg6 poco a poco miel de abejas, glicerina
y formaldehido, mezclando continuamente. La cera se fundio y se adicioné al final. El
alimento se almacené a 4 °C en un recipiente hermético y de alli se tomaron las porciones

requeridas.

Tabla 3. Requerimientos nutricionales para la alimentacion de G. mellonella.

Nutriente Cantidad
Salvado de trigo 400 g
Cera de abejas 70 ¢
Levadura de cerveza | 100 g
Miel de abejas 225 mL
Glicerina 325 mL
Formaldehido 55mL
Germen de trigo 100 g
Harina de maiz 200 g
Leche en polvo 200 g

Para iniciar la colonia, se dispusieron tiras de papel encerado con huevos de G. mellonella en
una caja de acrilico pequefia y se recubrieron con alimento. A las dos o tres semanas cuando
se formd el material que recubre los huevos (cocoon), se paso toda la mezcla a una bandeja

de acrilico de mayor tamafio (20 cm x 30 cm) y se agreg6é mas alimento.

Las bandejas se dejaron en un lugar oscuro hasta que aparecieron las pupas y se les adiciond
alimento una o dos veces por semana. Posteriormente, las pupas se transfirieron a frascos de
vidrio de 4 litros con malla metalica en la tapa. Cuando se dio la emergencia de los adultos,
se suministré como alimento: solucion de miel de abejas impregnando algodones, que se
ubicaron en la tapa del frasco. Para las posturas, se adicionaron tiras de papel encerado
enrollado en forma de acordedn. Los adultos se descartaron cada 3-5 dias, pero si se requerian
muchos huevos, se dejaban hasta 15 dias cambiando la tira de papel para las posturas cada 3-

4 dias. Las tiras de papel se pasaron a nuevas cajas de acrilico para iniciar nuevamente el
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ciclo de vida. La duracion de cada estadio de desarrollo de G. mellonella se monitored
durante cinco ciclos de vida, en un rango de humedad relativa de 40-50 % y temperatura de

22-28°C.

6.7 Evaluacion de la actividad bioldgica de los extractos de H.

capsulatum sobre el modelo G. mellonella
Para la evaluacion de los extractos sobre el modelo G. mellonella, se implementaron los
siguientes protocolos desarrollados y estandarizados por el Grupo de Micologia Médica y el

Grupo Interdisciplinario de Estudios moleculares-GIEM.

6.7.1 Protocolo de preparacién de la suspension de micelio de H. capsulatum:

Se adicionaron 5 mL de solucion salina estéril al 0,01% de Tween 40 y al 1% de penicilina—
gentamicina a cada tubo con crecimiento en fase micelio del hongo. Luego con asa
micoldgica se desprende suavemente el micelio aéreo de la colonia evitando remover medio
de cultivo. Se agit6 durante 10 segundos, luego la suspension de fragmentos de micelio se
depositd en un Erlenmeyer estéril de 250 mL y se adicionaron perlas de vidrio estériles. Se
repitid el procedimiento anterior con cada tubo hasta obtener 15 mL. Posteriormente el
Erlenmeyer se agit6 por 30 segundos y este procedimiento se realiz6 5 veces y finalmente, la
suspension se centrifugd a 4 °C y 3000 rpm durante 10 minutos. El sedimento se reconstituyo
adicionando 1 mL de solucion salina estéril al 0,01% de Tween 40® y 1% de penicilina—

gentamicina.
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6.7.2 Protocolo control positivo del crecimiento de H. capsulatum

Se sembraron 10uL de la suspensién del indculo del micelio de H. capsulatum por triplicado
en cajas con agar Mycosel y agar Sabouraud. Se incubaron a temperatura ambiente (20 °C)

y se realizaron lecturas periddicas para verificar el crecimiento de H. capsulatum.

También se sembraron 10 pL de la suspension del inculo de micelio en cajas con agar BHI
suplementado. Se incubaron a 37 °C y se realizaron lecturas periddicas para verificar el
crecimiento de H. capsulatum. Una vez se observo crecimiento del hongo, se realizaron
placas con azul de lactofenol de cada uno de los cultivos y se verifico que correspondian a

H. capsulatum.

6.7.3 Protocolo de evaluacion sobre el modelo G. mellonella.

Se seleccionaron larvas de G. mellonella en el Gltimo estadio de su desarrollo con una masa
promedio por larva entre 200 mg y 300 mg. Se formaron grupos de 10 larvas cada uno. Los
tratamientos fueron los siguientes: el primero recibi6 la suspensién con el ino6culo de H.
capsulatum, el segundo recibid la solucién salina estéril al 0,01 % de Tween 40® y 1% de
penicilina—gentamicina y un tercer grupo no recibié tratamiento (grupo control). Cada

tratamiento se suministr6 a 3 grupos de larvas, es decir a 30 larvas por tratamiento.

Para inyectar las larvas con los diferentes tratamientos, estos se agitaron por 10 segundos y
a cada larva se le inyecto 2L de cada tratamiento en el ultimo proleg y se verifico dicha
suspension permaneciera en la larva (Figura 4). Los siguientes parametros se evaluaron cada
12 horas: melanizacion de la cuticula de las larvas, falta de reaccion de las larvas ante

en estimulo y tiempo para la formacion de pupas.
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Figura 4. Proceso de inyeccion sobre G. mellonella: a) proceso de seleccién del proleg; b) proceso
de desinfeccion; c) proceso de inyeccién; d) proceso de verificacion de retencion del liquido
inyectado.

6.7.4 Protocolo de recuperacion de H. capsulatum a partir de larvas de G. mellonella

infectadas.

Las larvas muertas de cada tratamiento se seleccionaron y se sumergieron en alcohol etilico
por 5 segundos. Para procesarlas se dividieron en dos grupos: un grupo se maceré y al otro
grupo se le realiz6 cortes transversales con bisturi. Posteriormente del material obtenido en
cada grupo se sembrd en Agar Mycosel y agar Sabouraud y se incubd a temperatura de 23

°C y también en Agar BHI suplementado y en estos casos se incubd a 37°C con 5% CO..

Los cultivos se monitorearon periédicamente para verificar si habia crecimiento de H.

capsulatum. En los cultivos que se observo crecimiento se hicieron preparaciones del hongo

62



en azul de lactofenol y se observaron al microscopio Optico, para confirmar que

correspondiera a H. capsulatum.

6.8 Isotermas de compresion de monocapas lipidicas

Las isotermas se registraron con un canal de Teflon de Langmuir Nima (U.K.) de 595 cm?
de superficie y un volumen de 297,5 cm?®. Las monocapas se formaron aplicando pequefias
gotas de las soluciones de propagacion con una microjeringa (Hamilton Co., Reno, NV, EE.
UU.) sobre una solucién buffer (TRIS 5 mM, pH = 7,4) preparada con agua ultrapura con
una resistividad de 18,2 MQ cm, obtenida a traves de un sistema Simplicity 185 Millipore.
Después de 10 min, las monocapas de la composicion deseada se comprimieron
continuamente con una tasa de reduccion de area de 10 cm? mint. Las peliculas fueron
comprimidas a su presion de colapso. Cada ejecucion se repitio tres veces y la

reproducibilidad fue de + 1 A2 molécula™.

6.8.1 Preparacion de soluciones de propagacion

Para formar las monocapas de los componentes individuales, se prepararon soluciones de
anfotericina B (0,447 mg/mL) en cloroformo/metanol 1:1 (en volumen). Los extractos
lipidicos de H. capsulatum fase micelio de aislamientos ambiental y clinico fueron
preparados en cloroformo a las concentraciones 13,737 mg/mL y 9,277 mg/mL

respectivamente.

A continuacién, se propone la ecuacion para el calculo de area por molécula de la anfotericina

B sobre el canal de teflon de Langmuir:
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A? Area del canal de teflén (A MM
= x

molécula FcxN, CxV
A2 Area del canal de tefléon (AZ) 924,08%
e = 4 X
molécula 1510-6 mL.g 260221023 moléculas |™ o 4479 y5041,
uL.mg™" mol mL
22

———— = Area del canal de teflén (AZ) x6,866x1017
molécula

6.9 Formulacion de liposomas

6.9.1 Preparacion de liposomas a partir de los extractos lipidicos de H. capsulatum

A cada extracto se adicionaron 2 mL de cloroformo/metanol (2:1) y se llevaron a 40 °C por
un minuto, posteriormente se filtraron con acrodisco de 13 mm de diametro GHP y 0,2 pum
de tamafio de poro. La solucion de extracto obtenida se vertio en un tubo vidrio, el cual se
secd con nitrégeno gaseoso en calentamiento a un rango de temperatura de 40 °C — 50 °C,
con rotacion continda con el propoésito de crear una pelicula de lipido alrededor del tubo,
luego se llevd a proceso de liofilizacion a 0,351 Torr y -83 °C por 3 horas y finalmente se
determino el contenido de extracto en cada tubo. A cada tubo se adicionaron 150 uL de
solucion buffer (TRIS 5 mM, pH = 7,4), cada uno se agit6 con vdrtex por un minuto y se
calent6 a 40 °C por un minuto, se realizd cuatro veces intercalando el vortex y el
calentamiento. Finalizado este procedimiento se dejé en calentamiento a 40°C por una hora.
Se utilizaron 120 uL del formulado del liposoma para calorimetria de barrido diferencial y
30uL se resuspendieron en 1 mL de solucion buffer (TRIS 5 mM, pH = 7,4) para caracterizar

los liposomas por medio de tamafio de particula y potencial Z.
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6.9.2 Preparacion de liposomas de extractos y anfotericina B

La mezcla extracto-anfotericina B se solubilizé en 2 mL de cloroformo/metanol (2:1) y se
hizo el mismo procedimiento planteado para la formulacion y caracterizacion de liposomas

planteado en el item 6.9.1.

6.9.3 Calorimetria de Barrido Diferencial

La calorimetria de barrido diferencial (DSC) fue realizada utilizando el equipo Mettler TA
Stare, equipado con una celda calorimétrica DSC1 y software Mettler STAR® V 11.0. 120
pL de suspension de liposomas se adicionaron en crisoles de aluminio de 160uL (ME-278II
TALL ALU CRICIBLES). Las muestras se calentaron de 5 °C a 80 °C (2 °C/min) y se

enfriaron de 80 °C to 5 °C (4 °C/min) por triplicado.

6.9.4 Determinacion del tamafio de particula y potencial Z

Para la medicion de tamafio de particula y potencial Z, se tomé 1 mL de la suspensién de
liposoma resuspendida y se llevo al Zetasizer Nano ZS90, con un rango de medicién de 0,3
nm-10 pum utilizando el principio de la medicién por dispersion de luz dindmica para la
medicion de tamafio de particula (sensibilidad de 0,1 mg/mL) y dispersion de luz

electroforética para la medicion de potencial Z.
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6.10 Calculos teodricos

Las moléculas de los lipidos y anfotericina B fueron optimizadas a un nivel de teoria AM1

utilizando el software SPARTAN Pro para Windows, version 1,0,5 (Wavefunction, Inc.).

6.11 Modelo estadistico de analisis de datos

Para los resultados se realizé un analisis ANOVA utilizando el software STATGRAPHICS

Centurion XVI, versién 16.1.02.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién, se muestra el crecimiento de los aislamientos de H. capsulatum en fase
micelio en agar Mycosel. En la Figura 5a y 5b se presenta el aislamiento clinico con una
razén de crecimiento de 0,25 cm/dia a los 18 y 27 dias, respectivamente. En la Figura 5¢c y
5d presenta el aislamiento ambiental con una razén de crecimiento de 0,23 cm/dia a los 18 y
27 dias, respectivamente. La tercera generacion de los cultivos (la que se obtiene después d
de la tercera siembra de cada aislamiento) fue la que se utilizd para obtener el micelio del
cual se hizo la extraccion de lipidos asociados a la pared celular de H. capsulatum (Figura

6).

Figura 5. Aislamientos de H. capsulatum fase micelio en Agar Mycosel: a) aislamiento clinico a los
18 dias; b) aislamiento clinico a los 27 dias; c) aislamiento ambiental a los 18 dias; d) aislamiento
ambiental a los 27 dias.
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Figura 6. Tercera generacion de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum en fase
micelio.

7.1 Inactivacion de H. capsulatum en fase micelio

7.1.1 Inactivacion en fase micelio

La sexta propuesta garantiz6 la inactividad completa del hongo (Diagrama 6) donde el
periodo de permanencia del hongo en solvente hexano fue de cinco meses, por lo que fue
necesario realizar pruebas de esterilidad a los 90 y 120 dias de permanencia en el frasco de
vidrio ambar graduado de 500 mL y no se presentd crecimiento de H. capsulatum a los 30

dias después de la siembra de micelio
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Diagrama 6. Sexta propuesta de inactivacion y extraccion lipidica asociada a la pared celular de
micelio de H. capsulatum.

Con el proposito de unificar la inactivacion con el proceso de extraccién Soxhlet, el solvente
hexano resultante del proceso de inactivacion sera utilizado como el primer solvente para
extraer los lipidos asociados a la pared celular del micelio como se describira en el apartado

7.3.

7.2 Inactivacion de H. capsulatum en fase levadura

7.2.1 Inactivacioén en fase levadura

Para realizar la extraccion lipidica de la pared celular de levadura de H. capsulatum, las
colonias de levadura de la caja de Petri se depositaron en un frasco de vidrio ambar graduado

de 500 mL, al cual se adicion6 200 mL de solvente hexano. Se procedio a realizar pruebas
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de esterilidad a los 30 dias de permanencia en el frasco de vidrio (la prueba de esterilidad se
realiz6 en agar PDA y agar Mycosel, tanto a la fase organica como a la levadura) y no se
presentd crecimiento de H. capsulatum a los 15 dias después de la siembra. Debido a la
consistencia de la levadura y su afinidad con el vidrio del recipiente, fue necesario adicionar
Sephadex G-100 en una relacion levadura/Sephadex de 7:1 para obtener una consistencia
solida y de esta forma posibilitar la separacion de la levadura del recipiente. En el Diagrama

7 se detalla el procedimiento efectuado para la inactivacion de la levadura.

[ Levadura ]

200 mL hexano
v

[ Frasco de vidrio ambar ]

graduado 500 mL

Sephadex G-100
\4

Extraccion

\ J

30 dias

v

Esterilidad
PDAy MyC

J

Lectura
A4

15 dias
No crecimiento

Diagrama 7. Propuesta de inactivacion y extraccion lipidica asociada a la pared celular de levadura
de H. capsulatum.

En la Figura 7 se presentan los cultivos en fase levadura a los 15 dias de los aislamientos

ambiental y clinico y en la Figura 8 antes del proceso de extraccion.
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Figura 8. Aislamientos de H. capsulatum fase levadura antes del proceso de extraccion.

Luego, la extraccion de lipidos asociados a la pared celular de la levadura inactiva se realizé

como se describira en el apartado 7.3.
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7.3 Extraccidn de lipidos asociados a la pared celular de H. capsulatum

En la Figura 9 se presenta el proceso de extraccion de lipidos asociados a la pared celular

de los aislamientos ambiental y clinico de las fases micelio y levadura de H. capsulatum.

Figura 9. Proceso de extraccion de lipidos asociados a la pared celular de los aislamientos ambiental
y clinico de H. capsulatum: a) fase micelio; b) fase levadura.

Los aislamientos ambiental y clinico de las fases micelio y levadura inactivos se sometieron
a extraccion Soxhlet, la primera extraccion fue con hexano como disolvente primario y
siendo este el utilizado en el proceso de inactivacion; una segunda extraccion con cloroformo,
seguida de una tercera extraccion con isopropanol y finalmente con metanol. El tiempo de
reflujo fue de 2 horas y los extractos se sometieron a secado bajo una corriente de nitrégeno
gaseoso. En la Tabla 4 se presenta la cantidad promedio con su respectiva desviacion estandar
de los extractos obtenidos en cada solvente (Extraccion realizada por triplicado), presentando
mayor contenido en los solventes polares isopropanol y metanol. Esta masa superior se debe
aque H. capsulatum contiene mayoritariamente compuestos polares que logran ser separados

con los solventes de mayor polaridad.
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Tabla 4. Promedio de masas de extractos obtenidos con cada solvente.

Micelio (g) Levadura ()
Aislamiento Solvente (X DS) (X DS)
Hexano 0,029 + 0,014 0,05+ 0,01
. Cloroformo 0,02 £0,01 0,03+0,01
Clinico
Isopropanol 0,3%£0,1 0,153 + 0,009
Metanol 0,2+0,2 0,65 + 0,02
Hexano 0,03 + 0,02 0,082 + 0,007
. Cloroformo 0,04 + 0,02 0,15+0,01
Ambiental
Isopropanol 0,3+0,1 0,21 +0,01
Metanol 0,103 £ 0,007 | 0,538 + 0,005

7.4 Caracterizacion microscopica de micelio

En las Figuras 10 y 11 se muestra por microscopia Optica y electronica de barrido (SEM),
respectivamente, la estructura del micelio antes y después de la extraccion lipidica. En la
microscopia oOptica se observan multiples agregados de micelio después de la extraccion,
posiblemente por perdida de estructura superficial de las células mas no por lisis celular,
indicando que durante el proceso de extraccion no hubo rompimiento celular y nos garantiza
que los extractos obtenidos corresponden a los lipidos asociados a la parte externa del hongo.
La microscopia electronica de barrido no se observan diferencias en las peliculas formadas
por agregados de micelio después del proceso de extraccion de los lipidicos de la fase micelio
de los aislamientos ambiental y clinico, este efecto estd asociado al grado de deshidratacion

de las muestras analizadas.
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Figura 10. Caracterizacidon microscépica de micelio de H. capsulatum a 10x: a) antes de la extraccion;
b) después de la extraccion.

Figura 11. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) para el micelio de H. capsulatum a 200x y
490x: a-b) después del proceso de extraccion del aislamiento clinico; c-d) después del proceso de
extraccion del aislamiento ambiental.
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7.5 Caracterizacion microscopica de levadura

En las Figuras 12, 13 y 14 se observa por microscopia éptica y electrénica de barrido (SEM),
respectivamente, las estructuras esféricas de Sephadex G-100 y el proceso de acoplamiento
de la levadura de H. capsulatum en la superficie de las esferas de Sephadex G-100 antes y

después del proceso de extraccion lipidica.

Figura 12. Caracterizacion por microscopica Optica de levaduras de H. capsulatum acopladas a la
superficie de las esferas de Sephadex G-100 de los aislamientos ambiental y clinico: a) y b)
aislamientos a 10x; ¢) y d) aislamientos a 40x.
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Figura 13. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) para el proceso de extraccién de lipidos de la
fase levadura del aislamiento ambiental a 600x y 100x: a-b) Sephadex G-100; c-d) Sephadex G-100
con levadura antes del proceso de extraccion; e-f) Sephadex G-100 con levadura después del proceso
de extraccion.

Figura 14. Microscopia Electronica de Barrido (SEM) para el proceso de extraccion de la fase
levadura del aislamiento clinico a 600x y 100x: a-b) Sephadex G-100; c-d) Sephadex G-100 con
levadura antes del proceso de extraccion; e-f) Sephadex G-100 con levadura después del proceso de
extraccion.
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Por medio de microscopia electronica de barrido en las Figuras 13 y 14 se observa un cambio
en el aglomerado de levadura y Sephadex G-100 antes y después de la extraccion,
posiblemente debido al contenido de lipidos separados de la pared celular mediante la

extraccion realizada de estos compuestos por los solventes.

7.6 Cromatografia de capa fina (CCF)

Con el prop6sito de realizar una caracterizacion cualitativa de los extractos para establecer
un sistema eluyente a emplear en la separacion de los componentes, se procedio a realizar
cromatografia en capa fina de las diferentes fracciones de los aislamientos ambiental y clinico
de la fase de micelio y levadura. Para la eleccion del mejor eluyente (solvente o mezcla de
solventes que logren mayor separacion de los componentes), se utilizaron cinco sistemas de
solvente: 1. 100% cloroformo; 2. 95:5 cloroformo/metanol; 3. 90:10 cloroformo/metanol y

4. 70:30 cloroformo/metanol.

7.6.1 Extractos de la pared celular de micelio de H. capsulatum de los aislamientos

ambiental y clinico

A partir de los resultados de cromatografia en capa fina para los extractos asociados a la
pared celular de micelio de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico (ver
anexos), el mayor nimero de componentes se observd para el sistema eluyente; 95:4:1
cloroformo/metanol/acido acético en las fracciones hexano, isopropanol y metanol, mientras
que para la fraccion cloroformo fue el sistema eluyente: 95:4:1

cloroformo/metanol/hidréxido de amonio. Se pueden apreciar diferencias cualitativas entre
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los aislamientos ambiental y clinico en las fracciones de hexano (Figura 15A-a) y cloroformo
(Figura 15A-b), correspondientes a los metabolitos de menor polaridad. Para las fracciones

de isopropanol y metanol no se observan diferencias en la composicion de los aislamientos.

C)is .
Figura 15. Placas cromatografias de las fracuones hexano, cloroformo, isopropanol y metanol de los
extractos de la pared celular de micelio de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico: A)
revelado con yodo; B) revelado con luz ultravioleta de onda corta; C) revelado con luz ultravioleta
de onda larga.

7.6.2 Extractos de la pared celular de levadura de H. capsulatum de los aislamientos

ambiental y clinico

A partir de los resultados de CCF para el extracto de levadura de los aislamiento ambiental
y clinico de H. capsulatum (ver anexos), la mejor separacion entre los componentes se logré
para el sistema eluyente; 95:4:1 cloroformo/metanol/acido acético. Sin embargo, no se

presentaron diferencias entre los aislamientos ambiental y clinico (Figura 16).
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Figura 16. Placas cromatografias de las fracciones hexano, cloroformo, isopropanol y metanol de los
extractos de la pared celular de levadura de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico:
A) revelado con yodo; B) revelado con luz ultravioleta de onda corta; C) revelado con luz ultravioleta
de onda larga.

7.7 Andlisis de los extractos provenientes de H. capsulatum por
cromatografia gaseosa

La cromatografia en capa fina nos brindé una informacion cualitativa para establecer en
primera instancia si existe diferencia entre los extractos lipidicos obtenidos de los
aislamientos ambiental y clinico de las fases micelio y levadura de H. capsulatum. Aunque
para la fase micelio, los resultados indican diferencias entre los aislamientos ambiental y
clinico, los resultados no son concluyentes sobre la composicidn y naturaleza quimica de los
extractos. Esto nos llevo a realizar una caracterizacion del contenido lipidico tipo acido graso
por medio de cromatografia gaseosa (los cromatogramas de ésteres metilicos de acidos grasos

(FAMES) para las fracciones lipidicas se presentan en los anexos).
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7.7.1 Composicién relativa de acidos grasos de los extractos de la pared celular de

micelio de H. capsulatum

En los extractos de la pared celular de micelio de H. capsulatum de los aislamientos
ambiental y clinico se encontraron los siguientes acidos grasos: miristico (C14:0), palmitico
(C16:0), estearico (C18:0), oleico (C18:1), linoleico (C18:2) y linolénico (C18:3) (Figuras
17). En la Figura 18 se presenta el contenido de acidos grasos total (tomado como el producto
entre la abundancia relativa y el contenido en masa del extracto), reportando que el contenido
promedio relativo para el aislamiento ambiental es: miristico (5 %), palmitico (25 %),
estedrico (13 %), oleico (29 %), linoleico (27 %) y linolénico (0,03 %); mientras que para el
aislamiento clinico: miristico (5 %), palmitico (25 %), estearico (8 %), oleico (27 %),
linoleico (34 %) y linolénico (0,02 %). Los extractos fueron obtenidos por triplicado y cada

uno caracterizado por cromatografia gaseosa.

En la Figura 19 se muestra el aporte de cada fraccion no solo en la composicion lipidica si
no en la relacion insaturados/saturados de los extractos, el cual fuer determinado como la
relacién entre las sumatoria de acidos grasos insaturados y la sumatoria de acidos grasos

saturados en cada extracto.
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Figura 17. Composicion relativa de acidos grasos en los extractos de la pared celular de micelio de
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Figura 18. Perfil de acidos grasos de los extractos de la pared celular de micelio de H. capsulatum de
los aislamientos ambiental y clinico.
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Figura 19. Relacion insaturados/saturados en los extractos de la pared celular de micelio de H.
capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico.

Aunque se presenta una similitud en la tendencia del contenido de &cidos grasos total en los
aislamientos ambiental y clinico (Figura 18), existe diferencia estadisticamente significativa
(ver anexos) entre los aislamientos (P-valor < 0,05), especialmente entre los acidos palmitico,
estearico, oleico y linoleico. Sobre la contribucion de cada fraccion de solvente (Figura 19),
las fracciones como hexano y metanol no presentaron diferencia estadisticamente
significativa entre los aislamientos cuando se compara la relacién insaturados/saturados ((P-
valor < 0,05), mientras que la fraccion isopropanol del aislamiento clinico fue el que mas
aporto en la relacion insaturados/saturados. La relacion insaturados/saturados del aislamiento
clinico es 1,2 veces mayor que el aislamiento ambiental (Figura 20). Una hipdtesis que
permite explicar la diferencia, establece que el aislamiento clinico de H. capsulatum,

proveniente de una biopsia de un paciente el cual inicialmente se encuentra una temperatura
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corporal aproximadamente a 37 °C, el contacto de H. capsulatum con el huésped, produce
una alteracion de la composicion de los &cidos grasos de ambos organismos. Esta alteracion
puede ser causada en primer lugar, modulando de nuevo la absorcion de acidos grasos; en
segundo lugar, controlando la actividad de las enzimas involucradas en la sintesis de acidos
grasos (van der Meer-Janssen et al, 2010). El acondicionamiento fisiol6gico y nutricional en
la fase micelio requiere una regulacion continua de los lipidos de membrana para conseguir
una fluidez constante en diversas condiciones de crecimiento (Nelson et al, 2005) , debido al
cambio de temperatura (20 °C- 25 °C) y modificacion del medio de cultivo para el desarrollo
del micelio (Beccaccioli et al, 2019), a esta nueva condicién de temperatura y nutrientes la
biosintesis de &cidos grasos se direcciona para producir &cidos grasos insaturados lo que
permite mayor permeabilidad y disminucion de la rigidez de su membrana lipidica
(Zarnowski et al, 2008) y de esta forma conservar aproximadamente el mismo grado de

fluidez.
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Figura 20. Relacion insaturados/saturados en el contenido lipidicos de la pared celular de micelio de
H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico.
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7.7.2 Composicion relativa de &cidos grasos de los extractos de la pared celular de

levadura de H. capsulatum

En los extractos de la pared celular de levadura de H. capsulatum de los aislamientos
ambiental y clinico, se encontraron los acidos grasos: miristico (C14:0), palmitico (C16:0),
estearico (C18:0), oleico (C18:1), linoleico (C18:2) y linolénico (C18:3) (Figura 21). En la
Figura 22 se presenta la composicion relativa de acidos grasos total, reportando que el
contenido promedio de &cidos grasos para el aislamiento ambiental es: miristico (0,5 %),
palmitico (41 %), estearico (22 %), oleico (24 %) y linoleico (12 %); mientras que para el
aislamiento clinico: miristico (1 %), palmitico (44 %), estearico (29 %), oleico (18 %) y
linoleico (7 %) y linolénico (0,1 %). Los &cidos palmitico, estearico y oleico presentaron la
mayor abundancia, la variacion en la composicion lipidica (especialmente de los acidos
grasos) en aislamientos de H. capsulatum, se relaciona no solo con el tipo de medio de
cultivo, sino con la fase de crecimiento del hongo (Zarnoswski, et al 2008). Existe una leve
diferencia en la composicidn lipidica de los aislamientos ambiental y clinico; es importante
resaltar que los acidos insaturados, como linoleico y linolénico en levaduras de H.
capsulatum han sido referidos como sustancias protectoras de la degradacion por la adicién
de pequefias cantidades de agentes antioxidantes (Zarnoswski, et al 2007). Para el
aislamiento ambiental, se tendria una mayor proteccion a la degradacion quimica dado que
también se encontro acido linolénico. En la Figura 33 se muestra el aporte de cada fraccion

no solo en la composicion lipidica si no en la relacion insaturados/saturados de los extractos.
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Figura 21. Composicion relativa de acidos grasos de los extractos de la pared celular de levadura de
H. capsulatum del aislamiento ambiental.
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Figura 22. Perfil de acidos grasos de los extractos de la pared celular de levadura de H. capsulatum
de los aislamientos ambiental y clinico.
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Aunque se observe una similitud en la tendencia del contenido de &cidos grasos en los
aislamientos ambiental y clinico (Figura 22), existe diferencia estadisticamente significativa
(ver anexos) entre los aislamientos (valor-P < 0,05). Sobre la contribucién de cada fraccion
de solvente (Figura 23), la fraccion cloroformo no presentd diferencia estadisticamente
significativa, sin embargo, las fracciones hexano y cloroformo de los aislamientos ambiental
y clinico fueron las que mas aportaron a la relacion insaturados/saturados, generando para
aislamiento ambiental una presencia 1,6 veces mas insaturado que el encontrado en
aislamiento clinico (Figura 24). Esta relacion es inversa a la encontrada entre los aislamientos

ambiental y clinico de la fase micelio (Figura 20).
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Figura 23. Relacion insaturados/saturados en los extractos lipidicos de la pared celular de levadura
de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico.
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Figura 24. Relacion insaturados/saturados de los extractos de la pared celular de levadura de H.
capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico.

7.7.3 Relacion insaturados/saturados para los extractos de la pared celular de las fases

micelio y levadura de H. capsulatum

En la Figura 25 se resume la contribucion de las fracciones lipidicas a la relacion
insaturados/saturados de las fases micelio y levaduras de H. capsulatum de los aislamiento
ambiental y clinico, en la Figura 26 se observa que la relacion insaturados/saturados
disminuye en el paso de micelio a levadura, indicando que H. capsulatum regula su
composicion lipidica de forma que consigue una fluidez constante en diversas condiciones

de crecimiento.
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En la Figura 27 se detalla la abundancia relativa de los acidos grasos en el proceso de
transicion de micelio a levadura. Para los aislamientos ambiental y clinico, se observa una
disminucion en la abundancia del &cido miristico, el un aumento de los acidos palmitico y
estearico en la conversion de la fase micelio a levadura; esto nos indica una posible secuencia
de transformacién del precursor C14 (miristico) en C16 (palmitico) y de precursor C16
(palmitico) en C18 (estearico). La disminucion de los acidos oleico, linoleico y linolénico en
el paso de la fase micelio hacia levadura, supone que el precursor C16 no solo se direcciona
hacia la formacién de precursores insaturados C18:1 (oleico), C18:2 (linoleico) y C18:3
(linolénico), si no a la formacion &cido estearico, disminuyendo de esta forma la relacion
insaturados/saturados(Figura 28B), complementando la propuestas para la sintesis de acidos
poliinsaturados en microorganismos (Murata & Wada, 1995; Malcicka et al, 2018) (Figura
28A). Para el aislamiento clinico, la disminucién de los acidos oleico, linoleico y el aumento
del &cido linolénico nos lleva a proponer que el precursor C18 no solo se direcciona hacia la
formacion de precursores insaturados C18:2 (linoleico) y C18:3 (linolénico), si no a la
formacioén y concentracion de acido oleico, aumentando de esta forma la relacion

insaturados/saturados (Figura 28C).
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Figura 25. Relacién insaturados/saturados en los extractos de la pared celular de las fases micelio y
levadura de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico.
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Figura 26. Relacion insaturados/saturados de los extractos de la pared celular de micelio y levadura
de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico.
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Figura 27. Composicion relativa de &cidos grasos de los extractos de la pared celular de micelio y
levadura de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico.
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Figura 28. Trasformacion de acidos grasos de micelio a levadura: A) biosintesis de acidos grasos para
microorganismos (Malcicka et al, 2018); B) propuesta de transformacion del aislamiento ambiental;
C) propuesta de transformacion del aislamiento clinico. A9, A12 y A15 hacen referencias a las enzimas
acilo-lipido desaturasa.
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Los acidos grasos encontrados por cromatografia gaseosa nos dan un indicio del tipo de acido
graso que puede estar asociado a un lipido compuesto fosfolipidos o glicolipido, por lo que

se caracterizaron los extractos por cromatografia liquida acoplada a masas.

7.8 Cromatografia HPLC-MS

A partir de los resultados del mejor sistema de solventes utilizado como fase movil para
cromatografia en capa fina (95:4:1 cloroformo/metanol/acido acético) se procedié a
optimizar las condiciones para la caracterizacion por UHPLC. A continuacion, se presentan
las condiciones optimizadas (Tabla 5) para la caracterizacion de los extractos lipidos por

UHPLC-MS/MS modo ion positivo.

Tabla 5. Condiciones optimizadas para el método en desarrollo.

Parédmetros UHPLC-MS/MS
Columna analitica ACQUITY UPLC® BEH C18 (2,1 x 100 mm, 1,7 um)
L Agua acidificada con 0,1% de é&cido férmico (A) y
Fase movil

acetonitrilo (B)
Iniciando con 100% (A), EI 85% (A) y el 15% (B) de 0 a
0,25 min, hasta alcanzar el 100% (B) en 7,75 min

Gradiente (permaneciendo hasta 8,50 min); alternando hasta el 85%
(A) y el 15% (B) en 8,51 min (permaneciendo hasta 16
min)

Flujo 0,300 mL/min

Volumen de inyeccion 5uL

Fuente de ionizacion ESI +/-

Detector Espectrometro de masas, operando en el modo MS/MS
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7.8.1 Composicion lipidica de los extractos asociados a La pared celular de micelio de

H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico

En la Tabla 6 y 7 se resumen los lipidos encontrados en fase micelio de los aislamientos

ambiental y clinico (los espectros MS/MS de cada lipido se presentan en los anexos).

Tabla 6. Lipidos mayoritarios identificados tentativamente por ESI (ion positivo)-MS ion-total del
extracto lipidico asociado a la pared celular de micelio de H. capsulatum del aislamiento ambiental

(ND: No Detectado).

Fraccion Fraccion Fraccion Fraccion Lo
Composicion Prediccion
Hexano Cloroformo Isopropanol Metanol D
Especie | m/z Especie | m/z Especie | m/z Especie |  m/z propuesta masa (Da)
Fosfatidiletanolamina (PE)
[M+H]* 663,455 ND ND ND ND ND ND C14:0/C16:0 663,918
ND ND [M+H]* | 481,201 | ND ND [M+H]* | 486,371 C18:0 481,611
ND ND [M+Na]* 483,538 | ND ND [M+H]* | 474,314 C18:2 476,571
ND ND ND ND ND ND [M+H]* | 453,320 C16:0 453,557
Fosfatidilcolina (PC)
[M+H]* 736,571 ND ND ND ND ND ND C18:3/C18:1 740,010
[M+H]* 708,511 ND ND ND ND ND ND C14:0/C16:0 705,999
[M+Na]* | 556,443 | [M+Na]* | 556,443 | [M+H]* 560,301 | ND ND C18:1-OH 560,666
[M+H]* 530,245 ND ND ND ND ND ND C18:0 523,692
ND ND [M+H]* 530,349 | ND ND ND ND C18:2 520,669
ND ND [M+H]* 468,195 | ND ND ND ND C14:0 467,584
Acido fosfatidico (PA)
ND ND ND ND ND ND [M+Na]* | 733,284 C18:1/C18:1 721,953
[M+H]* 684,203 ND ND ND ND ND ND C18:2/C18:2 695,939
ND ND [M+Na]* 663,455 | ND ND ND ND C14:0/C18:2 663,853
ND ND ND ND [M+Na]* 641,199 | ND ND C14:0/C16:0 642,208
[M+Na]* | 608,875 ND ND ND ND ND ND C10:0/C18:2 610,745
ND ND [M+H]* 400,380 | ND ND ND ND C16:0 408,472
Fosfatidilserina (PS)
ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND
Fosfatidilglicerol (PG)
ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND
Fosfatidilinositol (PI)
ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND
Diacilglicerol (DG)
ND ND [M+H]* 639,233 | M 618,253 | ND ND C18:3/C18:1 621,000
ND ND ND ND ND ND M 536,534 C12:0/C18:0 540,877
Monoacilglicerol (MG)
ND | ND | ND | ND | ND | ND M 348,318 C18:2 354,531
Esfingolipidos
C18:.0
ND ND [M+Na]* | 939,233 | [M+Na]* | 939,233 | ND ND Monohexosilcer | 957,7587
amida
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Tabla 7. Lipidos mayoritarios identificados tentativamente por ESI (modo ion positivo)-MS ion-total
del extracto lipidico asociado a la pared celular de micelio de H. capsulatum del aislamiento clinico
(ND: No Detectado).

Fraccién

Fraccién

Fraccién

Fraccién

Hexano Cloroformo Isopropanol Metanol Composicion Predlcgon
Especie | miz Especie | m/z Especie m/z Especie | m/z propuesta masa (Da)
Fosfatidiletanolamina (PE)

[M+Na]* | 761,585 ND ND ND ND ND ND C18:3/C18:1 763,016
[M+H]* | 663,455 | ND ND ND ND [M+H]* | 667,372 | C14:0/C16:0 663,918
ND ND [M+H]* 477,570 | ND ND ND ND C18:2 477,579
ND ND ND ND ND ND [M+H]* 453,320 | C16:0 453,557
Fosfatidilcolina (PC)
ND ND ND ND ND ND [M+Na]* | 792,383 | C16:0/C18:0 785,097
[M+H]* 737,546 ND ND ND ND ND ND C14:0/C18:0 734,057
[M+H]* | 708,511 | [M+H]* | 703,510 | ND ND ND ND C14:0/C16:0 705,999
ND ND [M+H]* 701,493 | ND ND M 701,493 | C12:0/C18:2 701,967
ND ND [M+H]* 684,204 | ND ND ND ND C10:0/C18:2 673,913
ND ND ND ND ND ND [M+Na]* | 540,448 | C18:2 542,650
ND ND ND ND [M+H]* | 491,288 | ND ND C16:0 495,638
ND ND [M+H]* 468,195 | ND ND ND ND C14:0 467,584
ND ND [M+Na]* | 439,332 | ND ND ND ND C10:0 434,466
Acido fosfatidico (PA)
ND ND ND ND ND ND [M+Na]* | 733,284 | C18:1/C18:1 721,953
ND ND ND ND ND ND [M+Na]* | 703,413 | C18:0/C18:0 704,003
[M+H]* 684,203 ND ND ND ND ND ND C18:2/C18:2 695,939
ND ND [M+Na]* | 663,455 | ND ND ND ND C14:0/C18:2 663,853
ND ND ND ND [M+Na]* | 641,199 | ND ND C14:0/C16:0 642,208
[M+Na]* | 608,875 ND ND ND ND ND ND C10:0/C18:2 610,745
ND ND ND ND ND ND [M+Na]* | 460,319 | C18:0 460,524
ND ND ND ND [M+Na]* | 450,384 | ND ND C18:2 456,491
ND ND [M+H]* 400,380 | ND ND ND ND C16:0 408,472
ND ND [M+H]* 352,153 | ND ND ND ND C12:0 352,362
Fosfatidilserina (PS)
ND | ND | ND | ND ND ND | ND | ND ND ND
Fosfatidilglicerol (PG)
ND ND ND ND ND ND [M+Na]* | 579,427 | C18:0 576,640
ND ND ND ND ND ND [M+Na]* | 473,124 | C14:0 478,495
Fosfatidilinositol (PI)
ND | ND | ND | ND ND [ ND [ [M+Na]* [ 6,15,497 | C18:2 618,633
Diacilglicerol (DG)
ND ND [M+H]* | 639,233 | [M+H]* | 640,236 | ND ND C18:1/C18:1 643,990
[M+H]* 533,148 ND ND ND ND ND ND C12:0/C18:2 536,838
Monoacilglicerol (MG)
[M+H]* 348,318 ND ND ND ND [M+H]* 348,318 | C18:2 354,531
ND ND [M+H]* 334,296 | ND ND ND ND C16:0 330,509
Esfingolipidos
[M+Na]* | 1025,324 | ND ND ND ND ND ND €18:0 Monohexosil | 1024,5706
ceramida acetilada
ND ND ND ND [M+Na]* | 939,233 | ND ND C18:0 . . 957.7587
Monohexosilceramida
ND ND ND ND ND ND [M+H]* | 680,962 ClS:O_Fosfatldll - 982,1209
ceramida
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En la Tabla 8 se hace la comparacién entre los lipidos compuestos tipo mono y diacil glicerol,
fosfolipidos y glicolipidos encontrados en los aislamientos ambiental y clinico, presentando

diferencias entre los aislamientos.

Tabla 8. Lipidos mayoritarios identificados tentativamente por ESI (modo ion positivo)-MS ion-total
de los extractos de la pared celular de micelio de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y
clinico (ND: No Detectado).

Aislamiento Aislamiento S
. . Composicion Prediccion
Ambiental Clinico Da)
Especie | m/z Especie | m/z propuesta masa (
Fosfatidiletanolamina (PE)
ND ND [M+Na]* | 761,585 | C18:3/C18:1 763,016
[M+H]* | 663,455 | [M+H]* | 663,455 | C14:0/C16:0 663,918
Liso-Fosfatidiletanolamina (LPE)
[M+H]* | 481,201 | ND ND C18:0 481,611
[M+Na]* | 483,538 | [M+H]* | 477,570 | C18:2 477,579
[M+H]* | 453,320 | [M+H]* | 453,320 | C16:0 453,557
Fosfatidilcolina (PC)
[M+Na]* | 792,383 | ND ND C16:0/C18:0 785,097
[M+H]* | 737,546 | ND ND C14:0/C18:0 734,057
[M+H]* | 736,571 | ND ND C18:3/C18:1 740,010
[M+H]* | 708,511 | [M+H]* | 708,511 | C14:0/C16:0 705,999
ND ND [M+H]* | 701,493 | C12:0/C18:2 701,967
ND ND [M+H]* | 684,204 | C10:0/C18:2 673,913
Liso-Fosfatidilcolina (LPC)
[M+Na]* | 556,443 | ND ND C18:1-OH 560,666
[M+H]* | 530,245 | ND ND C18:0 523,692
[M+H]* | 530,349 | [M+H]* | 517,458 | C18:2 520,669
[M+H]* | 491,288 | ND ND C16:0 495,638
[M+H]* | 468,195 | [M+H]* | 468,195 | C14.0 467,584
ND ND [M+Na]* | 439,332 | C10:0 434,466
Acido fosfatidico (PA)
[M+Na]* | 733,284 | [M+Na]* | 733,284 | C18:1/C18:1 721,953
ND ND [M+Na]* | 703,413 | C18:0/C18:0 704,003
[M+H]* | 684,203 | [M+H]* | 684,203 | C18:2/C18:2 695,939
[M+Na]* | 663,455 | [M+Na]* | 663,455 | C14:0/C18:2 663,853
[M+Na]* | 641,199 | [M+Na]* | 641,199 | C14:0/C16:0 642,208
[M+Na]* | 608,875 | [M+Na]* | 608,875 | C10:0/C18:2 610,745
Liso-acido fosfatidico (LPA)
ND ND [M+Na]* | 460,319 | C18:0 460,524
ND ND [M+Na]* | 450,384 | C18:2 456,491
[M+H]* | 400,380 | [M+H]* | 400,380 | C16:0 408,472
ND ND [M+H]* | 352,153 | C12:0 352,362
Fosfatidilserina (PS)
ND | ND | ND | ND ND ND
Liso-Fosfatidilglicerol (LPG)
ND ND [M+Na]* | 579,427 | C18:0 576,640
ND ND [M+Na]* | 473,124 | C14:0 478,495
Liso-Fosfatidilinositol (LPI)
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ND [ND | [M+Na]* | 6,15,497 | C18:2 618,633
Diacilglicerol (DG)
ND ND [M+H]* | 640,236 | C18:1/C18:1 643,990
[M+H]* | 618,253 | ND ND C18:3/C18:1 621,000
[M+H]* | 536,534 | ND ND C12:0/C18:0 540,877
ND ND [M+H]* | 533,148 | C12:0/C18:2 536,838
Monoacilglicerol (MG)
[M+H]* | 348,318 | [M+H]* | 348,318 C18:2 354,531
ND ND [M+H]* | 334,296 | C16:0 330,509
Esfingolipidos
[M+H]* | 916243 | [M+H]* | 916,243 | CLE0Monohexosi g0 513
Iceramida
C18:0
ND ND [M+Na]* | 1025,324 | Monohexosilceramida | 1024,571
acetilada
ND ND [M+H]* | 680062 | 180 Fosfatidil - 982,1209
ceramida

7.8.2 Composicion lipidica de los extractos asociados a la pared celular de levadura

de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico

En la Tabla 9 y 10 se resumen los lipidos encontrados en fase levadura de H. capsulatum de

los aislamientos ambiental y clinico (los espectros MS/MS de cada lipido se presentan en los

anexos).

Tabla 9. Lipidos mayoritarios identificados tentativamente por ESI (modo ion positivo)-MS ion-total
del extracto lipidico asociado a la pared celular de levadura de H. capsulatum del aislamiento
ambiental (ND: No Detectado).

Fraccion Fraccion Fraccion Fraccion L .

Hexano Cloroformo Isopropanol Metanol Composicion Prediccion

- - - - propuesta masa (Da)
Especie | m/z Especie | miz Especie | miz Especie m/z
Fosfatidiletanolamina (PE)
ND ND ND ND [M+H]* 661,902 | ND ND C12:0/C18:1 663,530
[M+H]* 481,611 | ND ND ND ND ND ND C18:0 487,179
ND ND [M+H]* 480,603 | ND ND ND ND C18:1 481,611
ND ND [M+H]* 477,570 | ND ND ND ND C18:2 467,313
[M+H]* 453,320 | [M+H]* 453,320 | ND ND ND ND C16:0 453,557
ND ND ND ND [M+H]* 298,457 | [M+H]* 298,457 C12:0 402,391
ND ND [M+H]* 369,395 | ND ND ND ND C10:0 376,315
Fosfatidilcolina (PC)
ND ND [M+Na]* 811,137 | ND ND ND ND C18:0/C18:1 814,678
[M+Na]* | 805,087 | ND ND ND ND ND ND C18:2/C18:2 803,532
ND ND [M+H]* 758,075 | ND ND ND ND C18:2/C16:0 736,614
ND ND ND ND [M+H]* 705,999 | ND ND C12:0/C18:2 701,528
ND ND [M+H]* 700,935 | ND ND [M+H]* 700,935 C14:0/C14:0 701,430
[M+H]* 705,999 | [M+H]* 705,999 | ND ND ND ND C14:0/C16:0 699,450
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[M+H]* | 519,660 | ND ND ND ND ND ND C18:2 526,522
[M+H]* | 495,638 | ND ND ND ND ND ND C16:0 485,215
ND ND [M+H]* 468,596 | [M+H]* 468,592 | [M+H]* | 468,592 C14:.0 456,349
Acido fosfatidico (PA)
[M+Na]* | 456,492 | ND ND ND ND ND ND C18:2 453,001
[M+H]* | 438,442 | ND ND ND ND ND ND C18:0 447,319
[M+H]* | 436,526 | ND ND ND ND ND ND ci18:1 433,309
ND ND ND ND [M+H]* 432,470 | [M+H]* | 432,470 C16:0 424,322
ND ND ND ND [M+H]* 381,426 | ND ND C14:.0 364,419
ND ND [M+H]* 325,318 | ND ND ND ND C12:0 330,415
Fosfatidilserina (PS)
ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND ND | ND | ND
Fosfatidilglicerol (PG)
ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND ND | ND | ND
Fosfatidilinositol (PI)
ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND ND | ND | ND
Diacilglicerol (DG)
ND ND ND ND [M+H]* 566,908 | [M+H]* | 566,908 C14:0/C18:1 563,552
ND ND ND ND [M+H]* 568,892 | [M+H]* | 568,892 C14:0/C18:2 563,355
Monoacilglicerol (MG)
ND ND [M+H]* 354,531 | ND ND ND ND C18:2 338,345
ND ND [M+H]* 330,509 | ND ND ND ND C16:0 329,092
ND ND [M+H]* 302,455 | ND ND ND ND C14:0 302,312
ND ND ND ND ND ND [M+H]* | 274,401 C12:0 280,315
ND ND [M+H]* 246,347 | ND ND ND ND C10:0 246,248
Acido Graso (FA)
ND ND ND ND [M+Na]* | 303,444 | [M+Na]* | 303,444 C18:2 303,250
ND ND ND ND [M+H]* 284,484 | [M+H]* | 284,484 C18:0 284,294
[M+H]* | 282,470 | ND ND [M+H]* 282,470 | [M+H]* | 282,470 ci18:1 282,276
[M+H]* | 256,430 | [M+H]* 256,430 | [M+H]* 256,430 | [M+H]* | 256,430 C16:0 256,262
[M+H]* | 228,370 | ND ND ND ND ND ND C14:0 228,232
Esfingolipidos
C18:0
ND ND ND ND [M+H]* 916,243 | ND ND Monohexosilcer | 921,083
amida
C18:0
ND ND ND ND [M+Na]* | 615,960 | ND ND _ 615,466
Ceramida
ND ND ND ND ND ND MeH]* | 671081 | O8O Fostalil- | oo, 1o
Ceramida
Tabla 10. Lipidos mayoritarios identificados tentativamente por ESI (modo ion positivo)-MS ion-
total del extracto lipidico asociado a la pared celular de levadura de H. capsulatum del aislamiento
clinico (ND: No Detectado).
Fraccion Fraccion Fraccion Fraccion N
Composicion Prediccion
Hexano Cloroformo Isopropanol Metanol
Especie | m/z Especie | m/z Especie m/z Especie m/z propuesta masa (Da)
Fosfatidiletanolamina (PE)
[M+H]* | 481,611 | ND ND ND ND ND ND C18:0 487,179
ND ND [M+H]* | 480,603 | ND ND ND ND c18:1 481,611
ND ND [M+H]* | 477,570 | ND ND ND ND C18:2 467,313
[M+H]* | 453,320 | [M+H]* | 453,320 | ND ND ND ND C16:0 453,557
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ND ND ND ND [M+H]* | 298,457 | [M+H]* | 298,457 | C12:0 402,391
ND ND [M+H]* | 369,395 | ND ND ND ND C10:0 376,315
Fosfatidilcolina (PC)

ND ND [M+Na]* | 811,137 | ND ND ND ND C18:0/C18:1 814,678
[M+Na]* | 805,087 | ND ND ND ND ND ND C18:2/C18:2 803,532
ND ND [M+H]* | 758,075 | ND ND ND ND C18:2/C16:0 736,614
ND ND [M+H]* | 700,935 | ND ND M 700,935 | C14:0/C14:0 701,430
ND ND [M+H]* | 705,999 | ND ND ND ND C14:0/C16:0 699,450
[M+H]* | 519,660 | ND ND ND ND ND ND C18:2 526,522
ND ND [M+H]* | 468,596 | [M+H]* | 468,592 | [M+H]* | 468,592 | C14:0 456,349
ND ND ND ND [M+H]* | 439,530 | ND ND C12:0 447,212
Acido fosfatidico (PA)

ND ND ND ND [M+H]* | 516,848 | ND ND C12:0/C18:0 522,362
[M+Na]* | 456,492 | ND ND [M+Na]* | 456,492 | ND ND C18:2 453,001
[M+H]* | 438442 | ND ND ND ND ND ND C18:0 447,319
[M+H]* | 436,526 | ND ND ND ND ND ND c18:1 433,309
[M+H]* | 432,470 | ND ND [M+H]* | 432,470 | [M+H]* | 432,470 | C16:0 424,322
ND ND [M+H]* | 325,318 | [M+H]* | 325318 | ND ND C12:0 330,415
Fosfatidilserina (PS)

ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND
Fosfatidilglicerol (PG)

ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND
Fosfatidilinositol (PI)

ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND
Diacilglicerol (DG)

ND ND ND ND [M+Na]* | 591,914 | ND ND C14:0/C18:0 588,397
ND ND ND ND ND ND [M+H]* | 566,908 | C14:0/C18:1 563,552
ND ND ND ND ND ND [M+H]* | 568,892 | C14:0/C18:2 563,355
[M+H]* | 542,886 | ND ND ND ND ND ND C14:0/C16:0 546,121
Monoacilglicerol (MG)

ND ND [M+H]* [ 354531 | ND ND ND ND C18:2 338,345
ND ND [M+H]* | 330,509 | [M+H]* | 334,541 | ND ND C16:0 329,092
ND ND [M+H]* | 302,455 | ND ND ND ND C14:0 302,312
ND ND [M+H]* | 246,347 | ND ND ND ND C10:0 246,248
Acido Graso (FA)

ND ND ND ND ND ND [M+Na]* | 303,444 | C18:2 303,250
ND ND ND ND ND ND [M+H]* | 284,484 | C18:0 284,294
[M+H]* | 282,470 | ND ND [M+H]* | 282,470 | [M+H]* | 282,470 | C18:1 282,276
[M+H]* | 256,430 | [M+H]* | 256,430 | [M+H]* | 256,430 | [M+H]* | 256,430 | C16:0 256,262
[M+H]* | 228370 | ND ND ND ND ND ND C14:0 228,232

En la Tabla 11 se hace la comparacion entre los lipidos compuestos tipo mono y diacil

glicerol, fosfolipidos y glicolipidos encontrados en los aislamientos ambiental y clinico de la

fase levadura.
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Tabla 11. Lipidos mayoritarios identificados tentativamente por ESI (modo ion positivo)-MS ion-
total de los extractos de la pared celular de levadura de H. capsulatum de los aislamientos ambiental

y clinico (ND: No Detectado).

Aislamiento Aislamiento S
Ambiental Clinico Composicién propuesta Prediccion
- - masa (Da)
Especie | m/z Especie | m/z
Fosfatidiletanolamina (PE)
[M+H]* | 661,902 | ND | ND C12:0/C18:1 | 663,530
Liso-fosfatidiletanolamina (LPE)
[M+H]* [ 481,611 | [M+H]* | 481,611 | C18:0 487,179
[M+H]* 480,603 | [M+H]* 480,603 C18:1 481,611
[M+H]* | 477,570 | [M+H]* | 477,570 | C18:2 467,313
[M+H]* | 453,320 | [M+H]* | 453,320 | C16:0 453,557
[M+H]* 298,457 | [M+H]* 298,457 C12:0 402,391
[M+H]* | 369,395 | [M+H]* | 369,395 | C10:0 376,315
Fosfatidilcolina (PC)
[M+Na]* [ 811,137 | [M+Na]* [ 811,137 [ C18:0/C18:1 814,678
[M+Na]* | 805,087 | [M+Na]* | 805,087 | C18:2/C18:2 803,532
[M+H]* | 758,075 | [M+H]* | 758,075 | C18:2/C16:0 736,614
[M+H]* 705,999 | ND ND C12:0/C18:2 701,528
[M+H]* | 700,935 | [M+H]* | 700,935 | C14:0/C14:0 701,430
[M+H]* | 705,999 | [M+H]* | 705,999 | C14:0/C16:0 699,450
Liso-fosfatidilcolina (LPC)
[M+H]* | 519,660 | [M+H]* | 519,660 | C18:2 526,522
[M+H]* 495,638 | ND ND C16:0 485,215
[M+H]* | 468,596 | [M+H]* | 468,596 | C14:0 456,349
ND ND [M+H]* 439,530 C12:0 447,212
Liso-acido fosfatidico (LPA)
[M+Na]* | 456,492 | [M+Na]* | 456,492 | C18:2 453,001
[M+H]* | 438,442 | [M+H]* | 438,442 | C18:0 447,319
[M+H]* 436,526 | [M+H]* 436,526 C18:1 433,309
[M+H]* | 432,470 | [M+H]* | 432,470 | C16:0 424,322
[M+H]* 381,426 | ND ND C14:0 364,419
[M+H]* 325,318 | [M+H]* 325,318 C12:0 330,415
Fosfatidilserina (PS)
ND | ND | ND | ND | ND | ND
Fosfatidilglicerol (PG)
ND | ND | ND | ND | ND | ND
Fosfatidilinositol (PI)
ND | ND | ND | ND | ND | ND
Diacilglicerol (DG)
ND ND [M+Na]* | 591,914 | C14:0/C18:0 588,397
[M+H]* 566,908 | [M+H]* 566,908 C14:0/C18:1 563,552
[M+H]* 568,892 | [M+H]* 568,892 C14:0/C18:2 563,355
ND ND [M+H]* | 542,886 | C14:0/C16:0 546,121
Monoacilglicerol (MG)
[M+H]* 354,531 | [M+H]* 354,531 C18:2 338,345
[M+H]* | 330,509 | [M+H]* | 330,509 | C16:0 329,092
[M+H]* 302,455 | [M+H]* 302,455 C14:0 302,312
[M+H]* 274,401 | ND ND C12:0 280,315
ND ND [M+H]* | 246,347 | C10:0 246,248

Acido Graso (FA)
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[M+Na]* | 303,444 | [M+Na]* | 303,444 | C18:2 303,250

[M+H]* | 284,484 | [M+H]* | 284,484 | C18:0 284,294
[M+H]* | 282,470 | [M+H]* | 282,470 | C18:1 282,276
[M+H]* | 256,430 | [M+H]* | 256,430 | C16:0 256,262
[M+H]* | 228,370 | [M+H]* | 228,370 | C14:.0 228,232
Esfingolipidos
[M+H]* | 916,243 | [M+H]* | 916,243 C18:0 . . 921,083
Monohexosilceramida
C18:.0
[M+Na]* | 615,960 | [M+Na]* | 615,960 . 615,466
Ceramida

[M+H]* | 671,941 | [M+H]* | 671,941 | C18:0 Fosfatil-Ceramida | 654,124

A partir de los fosfolipidos encontrados, se tiene que en micelio aislamiento ambiental las
especies mayoritarias fueron PE, PC y PA, mientras para micelio aislamiento clinico fueron
PE, PC, PA, PG y PI. Aunque los lipidos encontrados estan asociados a la construccion de
membranas celulares (bicapas lipidicas), estos lipidos también realizan un nimero diverso
de funciones, desde la compartimentacion del citoplasma hasta el alojamiento de proteinas
involucradas en la sefializacion celular, la adhesion intercelular y el soporte del citoesqueleto
(Albuquerque et al., 2008), los estudios sobre la presencia de fosfolipidos en H. capsulatum
estan mas orientados a forma infectante (fase levadura) (Al-Doory, 1960; Nielsen, 1966;
Zarnowski, et al. 2007; Zarnowski, et al. 2008; Toledo et al, 2001; Barreto-Bergter et al,

2011), que a la forma parasitaria (fase micelio).

Para la fase levadura de H. capsulatum, se tiene que para los aislamientos ambiental y clinico
no presentaron diferencias y que las especies mayoritarias fueron PE, PC y PA. Para los
resultados en levadura se han propuesto que el contenido de PC es determinante en la
virulencia de aislamientos clinicos de H. capsulatum sobre ratones, donde la ausencia de PC
disminuye la virulencia en 50% (Nielsen, 1966), ademas, PC y PE estan relacionados en el
mecanismo de transferencias trans-pared celular por medio de vesiculas en H. capsulatum

(Albuquerque et al., 2008). En los extractos lipidicos asociados a la pared celular de levadura
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de H. capsulatum se observa mayor contenido de &cidos grasos, acilgliceroles y fosfolipidos,
comparado con los extractos lipidicos asociados a la pared celular de micelio (Al-Doory,

1960).

7.8.3 Propuesta de ruta biosintética de fosfolipidos en micelio de H. capsulatum

Los pasos involucrados en la ruta biosintética de fosfoglicéridos se conservan en gran medida
en hongos y comparten muchos puntos en comun con los mamiferos (Singh et al, 2017). A
partir de los resultados la biosintesis de fosfoglicéridos en H. capsulatum, es bastante similar
a la reportada para C. neoformans (Singh et al, 2017), Saccharomyces cereviseae (Carman

and Han, 2011) y C. albicans (Chen et al, 2010).

Se propone que la biosintesis de fosfolipidos de la fase micelio de H. capsulatum (Figura
29), inicia con la formacion de diacil glicerol-DG a partir de monoacil glicererol-MG y
continua con la formacion de &cido fosfatidico-PA. A partir del PA, posteriormente se forma
Citidildifosfato (DDP)-Diacilglicerol (DAG) el cual es un precursor de la mayor parte de
fosfogliceridos como, fosfatidilserina-PS, fosfatidilinositol-Pl y fosfatidiletanolamina-PE
(Singh et al, 2017). A partir de fosfatidiletanolamina-PE se obtienen fosfatidil-N-
monometiletanolamina-PME,  fosfatidil-N,N-dimetiletanolamina-PDE y  finalmente
fosfatidilcolina-PC. La presencia de liso-acidofosfatidico-LPA, liso-fosfatidilcolina-LPC,
liso-fosfatidilglicerol-LPG; liso-fosfatidiletanolamina-LPE; lisofosfatidilserina-LP y liso-

fosfatidilinositol-LPI nos indica que pueden ser precursores de los fosfolipidos encontrados.

En las Figuras 30 y 31, se detallan las posibles rutas biosintéticas de fosfolipidos de la fase

micelio de H. capsulatum basado en los resultados de los aislamientos ambiental y clinico.
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7.8.4 Propuesta de ruta biosintética de fosfolipidos en levadura de H. capsulatum

A partir de los fosfolipidos encontrados para la fase levadura de H. capsulatum, se tiene que
para los aislamientos ambiental y clinico no presentaron diferencias y que las especies
mayoritarias fueron PE, PC y PA. Para los resultados en levadura se propone una ruta
biosintética como la propuesta para micelio de H. capsulatum como se ilustra en la Figura

32y 33.
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Figura 29. Posible ruta biosintética de fosfolipidos de la fase micelio de H. capsulatum basado en los
resultados de los aislamientos ambiental y clinico: (1) PA sintasa; (2) Citidildifosfato (DDP)-
Diacilglicerol (DAG) transferasa; (3) PS sintasa; (4) PE sintasa; (5) PE metiltransferasa; (6) PME
metiltransferasa; (7) PDE metiltransferasa; (8) Pl sintasa; (9) PG sintasa; (10) fosfolipasa B. La X
(negra) representa las vias que no se presentan en el aislamiento ambiental y la X (blanca) representa
las vias que no se presentan en el aislamiento clinico.
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Figura 30. Posible ruta biosintética de fosfolipidos de la fase micelio de H. capsulatum del aislamiento
ambiental: (1) PA sintasa; (2) DDP-DAG transferasa; (11) PE sintasa; (5) PE metiltransferasa; (6)
PME metiltransferasa; (7) PDE metiltransferasa; (10) fosfolipasas B.
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Figura 31. Posible ruta biosintética de fosf(;Iipidos de la fase micelio de H. capsulatum del aislamiento

clinico: (1) PA sintasa; (2) DDP-DAG transferasa; (11) PE sintasa; (5) PE metiltransferasa; (6) PME
metiltransferasa; (7) PDE metiltransferasa; (8) Pl sintasa; (9) PG sintasa; (10) fosfolipasas B.
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Figura 32. Posible ruta biosintética de fosfolipidos de fase levadura de H. capsulatum basado en los
resultados de los aislamientos ambiental y clinico: (1) PA sintasa; (2) DDP-DAG transferasa; (3) PS
sintasa; (4) PE sintasa; (5) PE metiltransferasa; (6) PME metiltransferasa; (7) PDE metiltransferasa;
(8) PI sintasa; (9) PG sintasa; (10) fosfolipasa B. La X (roja) representa las vias que no se presentan
en el aislamiento ambiental y la X (amarilla) representa las vias que no se presentan en el aislamiento
clinico.
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Figura 33. Posible ruta biosintética de fosfolipidos de la fase levadura de H. capsulatum de los
aislamientos ambiental y clinico: (1) PA sintasa; (2) DDP)-DAG transferasa; (11) PE sintasa; (5) PE
metiltransferasa; (6) PME metiltransferasa; (7) PDE metiltransferasa; (10) fosfolipasas B.
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7.8.5 Esfingolipidos asociados a la pared celular de las fases micelio y levadura de H.

capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico

En la Tabla 12 se resumen los esfingolipidos encontrados en micelio y levadura de H.

capsulatum aislamientos ambiental y clinico (los espectros MS/MS de cada lipido se

presentan en los anexos). En la Figura 34 se presenta el espectro MS/MS de la posible

dihexosilceramida (DHC), correlacionada con la estructura de GluCer encontrada en el

proceso de transicion de micelio a levadura de H. capsulatum, por Toledo et al, (2001). la

cual presenta el grupo 9-metil y (E, E)-A*8 instauraciones. En la Figura 35 se presenta la

fragmentacion de la dihexosilceramida basado en la nomenclatura propuesta por Costello

(Toledo et al, 2001).

Tabla 12. Composicion de esfingolipidos mayoritarios tentativamente identificados por ESI (modo
ion positivo)-MS ion-total de los extractos de la pared celular de las fases micelio y levadura de H.
capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico.

Micelio Levadura
Aislamiento Aislamiento Aislamiento Aislamiento Composicion Prediccion
Ambiental Clinico Ambiental Clinico propuesta masa (Da)
Especie m/z Especie m/z Especie m/z Especie m/z
Esfingolipidos
C18:0
M 916,243 | M 916,243 M 916,243 M 916,243 | Monohexosilcera | 921,083
mida
C18:0
ND ND [M+Na]* 1025,324 ND ND ND ND Monohexosilcera | 1024,571
mida acetilada
ND ND M 680,962 | M 671,941 | M 671,041 | C1B0 Fostatil- | oo, 10y
Ceramida
ND ND ND ND [M+Na]* | 615,960 [M+Na]* | 615,960 | C18:0 Ceramida | 615,466
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Figura 34. Espectro MS/MS posible de dihexosilceramida (DHC) en extractos lipidicos asociados a
la pared celular de las fases de micelio y levadura de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y

clinico por ESI-MS/MS modo ion positivo.
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Figura 35. Fragmentacion de la dihexosilceramida (DHC) basado en la nomenclatura de Costello

(Toledo et al, 2001).
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Los pasos involucrados en la ruta biosintética de dihexosilceramida se conservan en gran
medida en hongos, plantas y comparten muchos puntos en comun con los mamiferos (Heung
et al, 2006). A partir de los resultados se sugiere que la biosintesis de dihexosilceramida en
H. capsulatum para los aislamientos ambiental y clinico es similar a la reportada para C.

neoformans (Figura 36) (Rhome et al, 2007; Singh et al, 2012).

Caracterizados los extractos lipidicos asociados a la pared celular de las fases de micelio y
levadura de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico, se procedi6 a evaluar no
solo los extractos lipidicos sobre el modelo biol6gico G. mellonella, si no también el micelio

(como las conidias) de H. capsulatum.
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Figura 36. Posible ruta biosintética de Dihexosilceramida de fases micelio y levadura de H.
capsulatum basado en los resultados de los aislamientos ambiental: (1) Hexosilceramida sintasa-Gcs1;
(2) C9 metil transferasa-Smt1; (3) Hexosilceramida sintasa-Gcsl; (2) Hexosilceramida sintasa-Gcsz2;
(5) posible Acetil transferasa; (6) Ceramida kinasa.
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7.9 Evaluacion de conidias y formulados de extractos lipidicos asociados

a la pared celular de H. capsulatum sobre el modelo G. mellonella
Las conidias y los extractos (hexano, cloroformo, isopropnaol y metanol) del micelio
aislamiento ambiental y clinico de H. capsulatum fueron suspendidos en solucion salina
estéril al 0,01% en Tween 40® y al 1% de penicilina—gentamicina, fueron inyectados en
larvas de G. mellonella, al igual que los controles. Los extractos fueron evaluados a las
concentraciones 107, 10° y 10* pg/mL. Durante las 144 horas de observacion solo se presento
mortalidad no para el tratamiento con conidias (co-estimulo) con un 100% de mortalidad
después de las 24 horas de exposicion (Figura 37). Para el tratamiento con conidias (co-
estimulo) como respuesta se presento el 100% de melanizacion a las 24 horas de la inyeccién
(Figura 38) y perdida de movilidad después de las 24 horas de exposicion (Figura 39), lo cual
esta relacionado al mecanismo de defensa de las larvas a la patogenicidad de la conidias. A
las 12 horas de exposicion, tanto para los controles como paera los extractos (hexano,
cloroformo, isopropnaol y metanol) G. mellonella se encontraba en un 100% en estadio de
pupa (Figura 40). El efecto de las conidias de H. capsulatum sobre G. mellonella concuerda
con las variaciones en la susceptibilidad de las larvas a la infeccion por hongos como A.
fumigatus (Renwick et al 2006), C. neoformans (Mylonakis et al, 2005) y F oxysporum
(Coleman et al, 2011; Mufioz-Gomez et al, 2014), ademas, otros trabajos de investigacion
confirman el papel en la patogénesis fungica de H. capsulatum (Toledo et al, 2001; Barreto-

Bergter et al, 2011).
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Figura 37: Evaluacion de conidias y extractos (hexano, cloroformo, isopropanol y metanol) lipidicos

asociados a la pared celular de micelio de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico sobre
la mortalidad de G. mellonella.
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Figura 38: Evaluacion de conidias y extractos (hexano, cloroformo, isopropanol y metanol) lipidicos

asociados a la pared celular de micelio de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico sobre
la melanizacion de G. mellonella.
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Figura 39: Evaluacion de conidias y extractos (hexano, cloroformo, isopropanol y metanol) lipidicos

asociados a la pared celular de micelio de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico sobre
la movilidad de G. mellonella.
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Figura 40: Evaluacion de conidias y extractos (hexano, cloroformo, isopropanol y metanol) lipidicos

asociados a la pared celular de micelio de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico sobre
el estadio de pupa de G. mellonella.
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No se presentd diferencia estadisticamente significativa (Valor p > 0,05) entre las
concentraciones evaluadas (102, 10° y 10* ug/mL) del extracto de los aislamientos ambiental
y clinico, el control de Tween y las larvas sin tratamiento. En la Figura 41 se muestran las

larvas de G. mellonella después de 24 horas de inyeccion de los tratamientos.

Figura 41. Evaluacién de conidias y extractos lipidicos asociados a la pared celular de micelio de H.
capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico sobre el estadio de pupa de G. mellonella después
de 24 horas de inyeccidn: a) sin tratamiento; b) control; c) conidias H. capsulatum; d) extracto clinico

al 10* ug/mL; d) extracto ambiental al 10% pg/mL.

Las larvas muertas con el tratamiento de conidias de H. capsulatum (Figura 41c) se
sumergieron en alcohol etilico por 5 segundos, para ser procesarlas se dividieron en dos
grupos: un grupo fue maceraron y al otro grupo se le realiz6 corte con bisturi. Posteriormente
del material obtenido en cada grupo se sembré en Agar Mycosel y se incub6 a una

temperatura 23 °C. en la Figura 42, se observa el crecimiento de H. capsulatum después de
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los cultivos después de 27 dias y la verificacion del hongo preparado en azul de lactofenol y

observado por microscopio oOptica.

Figura 42. Recuperacion de aislamientos de H. capsulatum de larvas de G. mellonella en Agar
Mycosel: a) macerado de larvas; b) corte de larvas; c) y d) caracterizacién microscépica de micelio
de H. capsulatum a 10x.
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Los extractos lipidicos asociados a la pared celular de levadura de H. capsulatum de los
aislamientos ambiental y clinico no presentaron ningun efecto sobre G. mellonella. Aunque
las caracterizaciones de los extractos lipidicos sobre H. capsulatum confirman el papel en la

patogénesis fungica (Nielsen, 1966; Toledo et al, 2001; Barreto-Bergter et al, 2011).

7.10 Isotermas de compresion de monocapas con anfotericina B

De los extractos de la pared celular de micelio y levadura de H. capsulatum de los
aislamientos ambiental y clinico sobre G. mellonella, se seleccionaron los extractos de
micelio para estudiar sus propiedades fisicoquimicas en la formacion de monocapas y
vesiculas (i.e. liposomas) multilamelares (MLV) y de esta forma disponer de informacion
sobre los mecanismos implicados en la interaccion de farmacos antifngicos como la
anfotericina B (Figura 43) con las membranas bioldgicas. Para tal fin, se usaron liposomas

como vehiculo (Sarpietro et al, 2009; Sarpietro et al, 2011).

Para formar las monocapas de anfotericina B en el canal de teflon de Langmuir, se prepararon
soluciones de anfotericina B (0,447 mg/mL) en cloroformo/metanol 1:1 (en volumen) y se
procedio a realizar las isotermas de anfotericina B en volumenes crecientes de 10 uLL a 80 uL

como se observa en la Figura 44.
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Figura 43. Representacion tridimensional de la molécula de anfotericina B: a) estructura en
conectivas; b) estructura conectiva con optimizacién energética; c) estructura conectiva y esferas; d)
estructura en conectivas y esferas tangentes.
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Figura 44. Isotermas de presion superficial-area del canal de teflon para las monocapas de anfotericina
B a volumen creciente.

Para el rango de area del canal de teflon (50-250 cm?), es importante establecer la relacion

de las isotermas de presién en funcion del area por molécula de anfotericina B, para esto se
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toma el rango de area del canal de teflon en A? (5,0 x10%" A? -2,50x10%® A?), el ndmero de
Avogadro (Na= 6,022x10% moléculas/mol), la masa molar de la molécula de anfotericina B
(MM = 924,08 g/mol), la concentracion (C) de la solucion de anfotericina B medido en
mg/mL, el volumen (V) de la solucion de anfotericina B medido en yL y un factor de

correccion de unidades (Fc = 1x10° mL.g/uL.mg)

La isoterma a 50 uL y 0,447 mg/mL (lineapunteada de la Figura 44) representa el sistema
ideal para la formacion de monocapas de anfotericina B en un rango entre 30 A%y 172 A?,
ya que los ajustes lineales a las porciones de las isotermas de compresion extrapoladas a
presion superficial (tension superficial) cero apuntan a las areas moleculares especificas en
una posicion horizontal (An) y en una posicion vertical (Av) (Figura 45) (Wojtowicz et al,

1998; Sykora et al, 2004; Arczwska & Gagos, 2011).
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Figura 45. Isoterma de presion superficial-area de anfotericina B extendida sobre buffer Tris 5mM,
pH = 7,4. Los ajustes lineales a las porciones lineales de las isotermas de compresion extrapoladas a
presion superficial cero apuntan a las areas moleculares especificas en una posicion horizontal (An) y
en una posicion vertical (Ay). El recuadro presenta un modelo de reorientacion de las moléculas de
Anfotericina B en la subfase a una temperatura de 37 °C.
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Las areas moleculares especificas en una posicion horizontal (An) y en una posicion vertical
(Av) no solo dependen del modelo de reorientacidn de las moléculas de anfotericina B en la
subfase. Para la molécula de anfotericina B se ha propuesto un modelo tipo caja rectangular
(Wojtowicz et al, 1998; Kaminski, 2014), como se observa en las Figuras 46 y 47. En la
Tabla 13, se presentan los valores experimentales de las areas moleculares especificas de
anfotericina B en posicion horizontal (An) y vertical (Ay) comparadas con los valores

obtenidos por optimizacion molecular a un nivel de teoria AM1.

12,068 A
75,208 A?
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Figura 46. Modelo de reorientacion de la molécula de anfotericina B: A) &rea molecular especificas
en una posicién horizontal (An); B) area molecular especificas en una posicién vertical (Ay).
Minimizacion energética para un valor de -3271,74 kJ/mol.
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Figura 47. Modelo de reorientacion de la molécula de anfotericina B: A) posicién horizontal (An); B)
posicién vertical (Av). Minimizacién energética para un valor de -3271,74 kJ/mol.

Tabla 13. Valores de areas moleculares de anfotericina B en posicion horizontal (Ay) y vertical (Ay)
experimentales y comparadas con los valores obtenidos por optimizacion molecular a un nivel de
teoria AML1 utilizando el software SPARTAN Pro.

- Av Ah
Anfotericina B , .
(A%/molécula) (A?/molécula)
Valores Experimentales 80 144
Valores Calculados por AM1 75,208 146,234

7.11 Isotermas de compresion de monocapas con extractos en cloroformo

Los extractos de la pared celular de micelio de H. capsulatum de los aislamientos ambiental
y clinico fueron preparados en cloroformo a las concentraciones de 13,737 mg/mL y 9,277
mg/mL respectivamente. Se procedio a realizar las isotermas de los extractos, en volimenes
crecientes de 3 pulL a 50 uLL como se observa en las Figuras 48 y 49. Dado el desconocimiento

de la isoterma ideal que represente la formacion de monocapas de los extractos, se toma como
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constante la presion superficial de 5 mN/m y de esta forma trazando una linea base a5 mN/m
podemos evaluar el efecto del volumen de extracto en el area de formacion de la monocapa.
En la Figura 50, se observa que para los extractos a volumenes de 5 uL y 20 uL se alcanza la

maxima area de monocapa formada entre 190 cm? y 210 cm?,

Presién superficial (mN/m)

0 700 150 200 250
Area monocapa (sz)

Figura 48: Isotermas de presion superficial-area del canal de teflon de monocapas del extracto de la
pared celular de micelio de H. capsulatum del aislamiento ambiental a volumen creciente.
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Figura 49. Isotermas de presion superficial-area del canal de teflén de monocapas del extracto de la
pared celular de micelio de H. capsulatum del aislamiento clinico a volumen creciente.
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Figura 50. Efecto del volumen de extractos de la pared celular de micelio de H. capsulatum de los
aislamientos ambiental y clinico sobre el &rea del canal de teflon de la monocapa formada a 5 mN/m
presion superficial.
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A partir de la isoterma ideal para la formacion de monocapas de anfotericina B (la cual se
dio un volumen de 50 pL), se procedié a evaluar el efecto de volumen del extracto de la pared
celular de micelio de H. capsulatum de los asilamientos ambiental y clinico. Se encontr que
la isoterma de 50 pL anfotericina B + O pL de extracto ambiental tiene una tendencia similar
(paralela) a la isoterma de 50 pL anfotericina B con 5 pL de extracto ambiental (Figura 51).
De igual forma, la isoterma de 50 pL anfotericina B con 0 pL de extracto clinico tiene una
tendencia similar a la isoterma 50 pL anfotericina B con 5 pL de extracto clinico (Figura 52).
Los cambios de presion superficial y area de monocapas nos indican que hay una

reorganizacion molecular en la subfase.
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Figura 51. Isotermas de presion superficial-area del canal de teflon de monocapas de anfotericina B
(50uL) a volumen creciente del extracto de la pared celular de micelio de H. capsulatum del
aislamiento ambiental.
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Figura 52. Isotermas de presion superficial-area del canal de teflon de monocapas de anfotericina B
(50uL) a volumen creciente del extracto de la pared celular de micelio de H. capsulatum del
aislamiento clinico.

Posteriromente, se procedié a evaluar el efecto en las isotermas de diferentes volumernes de
anfotericina B (20, 30, 40, 50, 60, 70 y 80 uL) a volumen constante de los extractos (Figuras
53 y 54). Se toma como constante la presion superficial de 5 mN/m y de esta forma trazando
una linea base a 5 mN/m podemos evaluar el efecto del volumen de anfotericina B en el area
de formacion de la monocapa a volumen constante de los extractos. En la Figura 55, se
presenta que para la anfotericina B el volumen de 50 uL es el que presenta la maxima area
de monocapa formada (210cm?). Cuando se analiza el efecto del volumen de anfotericina B
a volumen constante de extracto sobre el area por molécula de la anfotericina B, se observa
que a valores superiores a 50 pL la anfotericina desplaza completamente las moléculas del
extracto de la interfaz dado que presenta valores similares a los de la anfotericina en ausencia

de extractos (Figura 56).
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Figura 53. Isotermas de presion superficial-area del canal de teflén de monocapas del extracto de la
pared celular de micelio de H. capsulatum del aislamiento ambiental (5uL) a volumen creciente de
anfotericina B.

Presion superficial (mN/m)
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50 100 150 | 200 250
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Figura 54. Isotermas de presion superficial-area del canal de teflon de monocapas del extracto de la
pared celular de micelio de H. capsulatum del aislamiento clinico (5uL) a volumen creciente de
anfotericina B.
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Figura 55. Efecto en el area del canal de teflén de las monocapas de anfotericina B y extractos de la
pared celular de micelio de H. capsulatum de los aislamientos clinico (5uL) y ambiental (5uL) a
volumen creciente de anfotericina B.
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Figura 56. Efecto en el area por molécula de las monocapas de anfotericina B y extractos de la pared
celular de micelio de H. capsulatum de los aislamientos clinico (5uL) y ambiental (5uL) a volumen
creciente de anfotericina B
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En la Figura 57 se presentan las isotermas de presion superficial-area de monocapas para
anfotericina B, los extractos de la pared celular de micelio de H. capsulatum de los dos
aislamientos y la mezcla de anfotericina B con extracto. Para la mezcla de 50 pL de
anfotericina B de concentracién 0,447 pg/uL con 5 pL de extracto ambiental de
concentracion 13,737 pg/pL, tenemos un volumen total de la mezcla de 55 pL con las nuevas
concentraciones para anfotericina B de 0,406 pg/uL y para el extracto ambiental de 1,249
Hg/uL, indicando una relacién en masa de anfotericina B/extracto ambiental de 1:3. Para la
mezcla de 50 pL de anfotericina B de concentracion 0,447 pg/pL con 5 pL de extracto clinico
de concentracion 9,277 pg/uL, tenemos un volumen total de la mezcla de 55 pL con las
nuevas concentraciones para anfotericina B de 0,406 pg/pL y para el extracto clinico de 0,843

Hg/uL, indicando una relacién en masa de anfotericina B/extracto ambiental de 1:2.
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Figura 57. Isotermas de presion superficial-area del canal de teflon de monocapas de anfotericina B
(50 pL); extractos de la pared celular de micelio de H. capsulatum de los aislamientos ambiental (5
pL) y clinico (5 pL); mezcla anfotericina B (50 uL) con extracto lipidico (5 pL).
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La isotermas de anfotericina B y anfotericina B con extracto se representan en la Figura 58.
Los ajustes lineales a las porciones lineales de las isotermas de compresion extrapoladas a
presion superficial cero apuntan a que las areas moleculares especificas en posicion
horizontal (An) y vertical (Av) no solo dependen del modelo de reorientacion de las moléculas
de anfotericina B en la subfase, si no del empaquetamiento entre la molécula de anfotericina
B y las moléculas de los lipidos que se encuentran en cada extracto. En la Tabla 14, se
presentan los valores de las areas moleculares en posicion horizontal (An) y vertical (Av), con

sus respectivas presiones superficiales en posicion horizontal (Pr) y vertical (Py).
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Figura 58. Isotermas de presion superficial-rea por molécula de anfotericina B y mezcla anfotericina
B con extractos lipidicos asociados a la pared celular de micelio de H. capsulatum extendidas sobre
buffer Tris 5mM, pH = 7,4. Los ajustes lineales a las porciones lineales de las isotermas de compresion
extrapoladas a presion superficial cero apuntan a las areas moleculares especificas en una posicion
horizontal (An) y en una posicion vertical (Ay).
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Tabla 14. Valores de areas moleculares de anfotericina B y mezcla anfotericina B con extracto en
posicién horizontal (An) y vertical (Ay) con sus respectivas presiones superficiales en posicion
horizontal (Ph) y vertical (Py).

Av Pv Ah Ph

(A?/molécula) (mN/m) (A?molécula) (mN/m)
Anfotericina B 80 8,4 144 50
Anf B + ambiental 90 14,2 166 9,8
Anf B + clinico 114 11,4 166 9,8

7.11.1 Areas moleculares en posicion horizontal (An)

La comparacion de las areas moleculares y las presiones superficiales en posicion horizontal

(Any Pn) de la molécula de anfotericina B y anfotericina B con extracto, norevelo diferencia

entre los aislamientos. Sin embargo, las diferencias de las areas moleculares entre los

extractos y la anfotericina B fue de 22 A%molécula. Tomando como modelo el acido

fosfatidico (PA), el cual es el precursor de los demas fosfolipidos encontrados en los extractos

de H. capsulatum y basados en el modelo tipo caja rectangular propuesto para la anfotericina

B (Wojtowicz et al, 1998; Kaminski, 2014), se procedié a calcular el area en posicion

horizontal (An) de la molécula de éacido fosfatidico, encontrando un valor de 20,382

A?/molécula (Figura 59).
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Figura 59. Modelo de orientacion de la molécula de acido fosfatidico en posicion horizontal (An).
Minimizacion energética para un valor de -2597,96 kJ/mol.

En la Figura 60 se propone el modelo de empaquetamiento molecular entre anfotericina B y
el &cido fosfatidico presente en los extractos de micelio. En la Figura 61 se presenta emodelo
de orientacion en posicion horizontal (An) de las moléculas de anfotericina B y acido
fosfatidico. Se encontré un valor de area molecular para la pareja de moléculas de 168,155
A?/molécula comparado con el valor experimental de 166 A%molécula, lo que indica la

anfotericina B en presencia de los lipidos de los extractos pierde su posicién horizontal.
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a)
Figura 60. Modelo de empaquetamiento entre la anfotericina B y el &cido fosfatidico de micelio de

H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico: a) vista lateral derecha; b) vista lateral
izquierda; c) vista inferior; d) vista superior. Minimizacién energética para un valor de -5876,54

kJ/mol.
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Figura 61. Modelo de orientacion de la molécula de anfotericina B y el acido fosfatidico de micelio
de H. capsulatum del aislamiento ambiental en posicion vertical (Av). Minimizacion energética para

un valor de -5876,54 kJ/mol.

7.11.2 Areas moleculares en posicion vertical (Av)

Comparando las areas moleculares y las presiones superficiales en posicion vertical (Av y Pv)
de la molécula de anfotericina B y anfotericina B con extracto lipidico, se observa diferencias

significativas tanto en las &reas como en las presiones. La diferencia entre las areas
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moleculares de los extractos de los aislamientos ambienta y clinico comparados con la
anfotericina B nos dan valores de 10 A%/molécula y 24 A%/molécula respectivamente. En la
Figura 62 se propone el modelo de empaquetamiento molecular entre anfotericina B vy el
acido fosfatidico de micelio aislamiento ambiental. En la Figura 63 se presenta el modelo de
orientacion en posicion vertical (Av) de la molécula de anfotericina B y &cido fosfatidico,
encontrando un valor de 96,556 AZ%/molécula, cercano al valor experimental de 90

A2/molécula.

Figura 62. Modelo de empaquetamiento entre la anfotericina B y el &cido fosfatidico de micelio de
H. capsulatum del aislamiento ambiental: a) vista lateral derecha; b) vista lateral izquierda; c) vista
inferior; d) vista superior. Minimizacion energética para un valor de -5904,28 kJ/mol.
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Figura 63. Modelo de orientacién de la molécula de anfotericina B y el acido fosfatidico de micelio
de H. capsulatum del aislamiento ambiental en posicién horizontal (An). Minimizacion energética para
un valor de -5904,28 kJ/mol.

La mezcla anfotericina B con extracto clinico presentd una presion superficial de 11,4 mN/m,
es decir 2,8 mN/m menor que la generada por el extracto ambiental (14,2 mN/m), lo que
indicaria menor grado de empaquetamiento. En la Figura 64 se propone el modelo de
empaquetamiento molecular entre anfotericina B y el acido fosfatidico de micelio
aislamiento clinico y en la Figura 65 se presenta el modelo de orientacion en posicion vertical
(Av) de las moléculas de anfotericina B y acido fosfatidico, encontrando un valor de 115,153

A?/molécula, cecano al valor experimental de 114 A%/molécula.

En la Tabla 15 se resumen los valores experimentales de las areas moleculares especificas de
anfotericina B y anfotericina B-extracto y los valores obtenidos por optimizacion molecular

a un nivel de teoria AM1 con su respectivo valor de minimizacién energética.
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Figura 64. Modelo de empaquetamiento entre la anfotericina B y el &cido fosfatidico de micelio de
H. capsulatum del aislamiento clinico: a) vista lateral derecha; b) vista lateral izquierda; c) vista
inferior; d) vista superior. Minimizacion energética para un valor de -8507,29 kJ/mol.

----------------------------------------------
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Figura 65. Modelo de orientacion de la molécula de anfotericina B y el acido fosfatidico de micelio
de H. capsulatum del aislamiento clinico en posicion horizontal (Ah). Minimizacion energética para
un valor de -8507,29 kJ/mol.
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Tabla 15. Valores de areas moleculares en posicidn horizontal (Ay) y vertical (Ay) experimentales de
anfotericina B y anfotericina B-extracto comparadas con los valores obtenidos por optimizacion
molecular a un nivel de teoria AM1 utilizando el software SPARTAN Pro.

Sistema Ay Energética An Energética
(A?molécula) | (kJ/mol) | (AYmolécula) | (kJ/mol)
Anfotericina B (Experimental) 80 144
Anfotericina B (Calculado) 75,208 -3271,74 146,234 -3271,74
Ay Energética Ay Energética

(A%molécula) | (kJ/mol) | (A¥molécula) | (kJ/mol)

Anfotericina B-extracto

. . 90 166
ambiental (Experimental)
Anfotericina B-extracto 96,556 -5904,28 168,155 5876,54
ambiental (Calculado)
Anfotericina B_—extracto clinico 114 166
(Experimental)
Anfotericina B -extracto clinico 115,153 8507.29 168,155 5876,54

(Calculado)

7.12 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Los extractos lipidicos asociados a la pared celular de micelio de H. capsulatum de los
aislamientos ambiental y clinico, la mezcla de extracto lipidico ambiental/anfotericina B
(3:1) y extracto lipidico clinico/anfotericina B (2:1) fueron evaluados por calorimetria
diferencial de barrido con el fin de sondear las transiciones de fase termodinamicas (Gill et
al, 2010; Kodre et al, 2014). En las Figuras 66 y 67 en la cual se relaciona la entalpia con la
temperatura, no se observa efecto significativo de la adicién de anfotericina B en la capacidad
calorifica isobarica del extracto. El hecho de que las tramas no presenten cambios agudos
nos puede indicar que no hay una transicién de fase o que no se gener6 ningln cambio en el
polimorfismo del extracto o en el proceso de fusidn, tanto en los extractos como en la mezcla
extracto-anfotericina B. Sobre el proceso de fusion de cadena es importante resaltar que,
aunque la molécula de anfotericina B presenta una temperatura de fusién mayor a 170 °C

(con descomposicién) ha sido utilizada en barridos hasta 80 °C para la formacion de
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liposomas con dipalmitoilfosfatidilcolina (Wojtowicz et al, 1998; Kaminski, 2014). Para este
estudio no se observé efecto de la anfotericina dado que el extracto no presentd cambio de
entalpia a las temperaturas evaluadas (5 °C hasta 80 °C), sin embargo, es importante
considerar evaluar nuevamente la metodologia con mayor cantidad de muestra debido a que

los resultados no son concluyentes para la cantidad de extracto evaluado.
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Figura 66: Calorimetria diferencial de barrido de extracto de la pared celular de micelio de H.
capsulatum del aislamiento ambiental y mezcla de extracto lipidico con anfotericina B en relacion 3:1.
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Figura 67: Calorimetria diferencial de barrido de extracto de la pared celular de micelio de H.
capsulatum del aislamiento clinico y la mezcla de extracto lipidico con anfotericina B en relacion 2:1.

7.13 Formulacion y caracterizacion de liposomas

Se procedid a la formulacién de liposomas y caracterizacion de liposomas como se resume
en la Tabla 16. Los liposomas formulados se pueden considerar como liposomas grandes
(LUV) dado que el tamafio promedio de particula es mayor a 100 nm (Brand, 2001;

Akbarzadeh et al, 2013).
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Tabla 16. Caracterizacion fisicoquimica de liposomas: Tamafio de Particula (TP); Potencial Z (PZ);
indice de Polidispersidad (IP). (las distribuciones de TP se presentan en los anexos).

Liposoma TP (nm) Picos PZ (mV) IP
Media/Area
Extracto ambiental 482.,4 705,5 nm /100 % -86,2 0,375
226,9nm /90,2 %
Extracto ambiental + anfotericina B 216,6 52558 nm / 5,0% -57.,8 0,481
43,49nm/ 4,8 %
. 579,8 nm /92,9 %
Extracto clinico 404,1 5851 nm 7/ 7.1% -89.3 0,325
232,3nm /59,4 %
Extracto clinico + anfotericina B 1247 71,83nm/ 36,9 % -47,3 0,350
4685nm/ 3,6 %

Dado que la anfotericin B disminuye significativamente el tamafio de particula y la carga
superficial en las combinaciones, se confirma que este antimicrobiano no solo se empaqueta
con los lipidos de los extractos de micelio en el proceso de formacion de monocapas, Si no

gue conserva su estructura en la formacién de liposomas.

7.14 Evaluacion de liposomas sobre G. mellonella

Los liposomas de los extractos del micelio y levaduras, aislamiento ambiental y clinico, de
H. capsulatum fueron formulados y evaluados a 7,35x10° ug/mL (micelio) y 1,25x10* pg/mL
(levadura) en solucion buffer (TRIS 5 mM, pH =7,4). Luego de la inyeccién de los liposomas
sobre G. mellonella, no se observo mortalidad, melanizacion, ni efecto sobre movilidad de

larvas y el estadio de pupa, durante el tiempo de exposicion de 48 horas.

A partir de los resultados es importante considerar una metodologia no destructiva que
permita disminuir los tiempos de inactivacion del hongo y de esta forma obtener mayor

cantidad de extractos lipidicos para evaluar concentraciones superiores a las realizadas

138




durante este trabajo y concluir si el efecto estd dado por la naturaleza de los extractos o por

la cantidad de los mismos.
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8 CONCLUSIONES

Se evidenciaron diferencias en la composicién lipidica en la fase micelio de H. capsulatum
de los aislamientos ambiental y clinico. En contraste, no se observaron diferencias en las
composiciones lipidicas de la fase levadura. Lo anterior permite profundizar en la bioquimica
del proceso de transicion de micelio a levadura, debido a que la fase de micelio es la forma

infectante y la fase levadura, la forma parasitaria.

La metodologia propuesta para la inactivacion de H. capsulatum tanto en fase micelio como
levadura fue exitosa. Sin embargo, se propone a futuro trabajar en la disminucion de tiempos
de inactivacion, ya sea con alternativas tecnoldgicas o sistemas de solventes diferentes a los
utilizados en esta tesis, sin que haya interferencias de componentes de la membrana celular

o intracelular.

Se encontré que la relacion insaturados/saturados en la fase micelio del aislamiento clinico
es 1,2 veces mayor que el aislamiento ambiental, mientras que en la fase levadura, el
aislamiento ambiental fue 1,6 veces menor. La diferencia en las relaciones
insaturados/saturados nos lleva a proponer que durante el proceso de transicion de micelio a
levadura para el asilamiento ambiental, el precursor C18 no solo se direcciona hacia la
formacion de precursores insaturados C18:1 (oleico), C18:2 (linoleico) y C18:3 (linolénico),
sino a la formacion y concentracion de acido estearico, mientras en el aislamiento clinico el
precursor C18:1 no solo se direcciona hacia la formacion de precursores insaturados C18:2

(linoleico) y C18:3 (linolénico), si no a la formacion y concentracion de acido oleico.

140



En los extractos de ambos aislamientos ambiental y clinico y de ambas formas del hongo,
micelio y levadura, se detectaron lipidos tipo ceramidas, como se ha reportado para otros

hongos patégenos en humanos.

A partir de las isotermas de presion superficial-area de monocapas de los extractos lipidicos
y la molécula anfotericina B, se logro establecer que la relacion de acoplamiento superficial
de anfotericina B y el extracto de la pared celular de micelio aislamiento ambiental fue de
1:3, mientras que la relacion anfotericina B y el extracto lipidico asociado a la pared celular
de micelio del aislamiento clinico 1:2, estos resultados podrian ayudar parcialmente a
comprender la posible relacion de interaccion entre moléculas anti-fangicas como la

anfotericina B y la pared celular no solo de H. capsulatum, sino de otros hongos patégenos.

Los liposomas formulados a partir de los extractos lipidicos de micelio y levadura en
aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum, no presentaron efecto sobre el modelo G.

mellonella.
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9 PERSPECTIVAS Y ESTUDIOS FUTUROS

Integrar otras técnicas de cuantificacion y caracterizacion de los lipidos encontrados, entre

ellos las ceramidas, las cuales se han correlacionado con la patogenicidad en hongos.

El efecto biolégico de los extractos de la pared celular de micelio y levadura de los
aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum, propone en investigaciones futuras
establecer protocolos de cuantificacion no solo de fosfolipidos, si ho de moléculas como
esfingolipidos y de esta forma determinar si la respuesta sobre el modelo bioldgico G.
mellonella es mas por la naturaleza del extracto, por la concentracién de las moléculas

asociadas a la patogenicidad o porque las moléculas aisladas no presentan patogenicidad.

Dado que no se observo mortalidad, melanizacion, efecto sobre movilidad de larvas y efecto
del estadio pupa, durante el tiempo de exposicion de 48 horas, sin embargo, consideramos
realizar ensayos con las fracciones lipidicas y aumentar la concentracion de los extractos para

las evaluaciones futuras.

Hacer estudios de formacion de monocapas con anfotericina B y los extractos lipidicos
asociados a la pared celular de levadura de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y

clinico, ya que esta es la forma parasitaria del hongo.
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Complementar la evaluacién del efecto bioldgico de los extractos lipidicos en el modelo G.
mellonella, utilizando las diferentes fracciones lipidicas de los aislamientos ambiental y

clinico de las fases micelio y levadura de H. capsulatum.

Realizar modificaciones genéticas en las vias de sintesis de los lipidos constituyentes de la
pared celular de H. capsulatum, identificados con este estudio para determinar su
papel/funcion en la patogenicidad (o virulencia del hongo) y de esta forma encontrar otros

blancos terapéuticos.
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11 ANEXOS

11.1 Cromatogramas de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES) de extracto
lipidico de micelio de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum por
GC.
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Figura Anexo 1. Cromatograma de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES) para la fraccion
hexano de extracto lipidico de micelio del aislamiento ambiental de H. capsulatum.

1 FIb1 A, (FAMESVFAMES 2047-07-17 45-44-3TUULAT-000004. 0

pa $

45 4

=1

316-1-clor

35
20

25

18.279

20

15 4
e ‘
5 1.

T T T T T T
o 5 10 15 20 25 a0 il

Figura Anexo 2. Cromatograma de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES) para la fraccion
cloroformo de extracto lipidico de micelio del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Figura Anexo 3. Cromatograma de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES) para la fraccion
isopropanol de extracto lipidico de micelio del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Figura Anexo 4. Cromatograma de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES) para la fraccion
metanol de extracto lipidico de micelio del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Figura Anexo 5. Cromatograma de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES) para la fraccion
hexano de extracto lipidico de micelio del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 6. Cromatograma de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES) para la fraccion
cloroformo de extracto lipidico de micelio del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 7. Cromatograma de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES) para la fraccion
isopropanol de extracto lipidico de micelio del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 8. Cromatograma de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES) para la fraccion
metanol de extracto lipidico de micelio del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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11.2 Cromatogramas de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES) de extracto
lipidico de levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum por
GC.
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Figura Anexo 9. Cromatograma de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES) para la fraccion
hexano de extracto lipidico de levadura del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Figura Anexo 10. Cromatograma de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES) para la fraccion
cloroformo de extracto lipidico de levadura del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Figura Anexo 11. Cromatograma de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES) para la fraccion
isopropanol de extracto lipidico de levadura del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Figura Anexo 12. Cromatograma de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES) para la fraccion

metanol de extracto lipidico de levadura del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Figura Anexo 13. Cromatograma de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES) para la fraccion

hexano de extracto lipidico de levadura del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 14. Cromatograma de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES) para la fraccion

cloroformo de extracto lipidico de levadura del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 15. Cromatograma de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES) para la fraccion
isopropanol de extracto lipidico de levadura del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 16. Cromatograma de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES) para la fraccion
metanol de extracto lipidico de levadura del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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11.3 Anélisis fraccion hexano de extracto lipidico de micelio de los aislamientos
ambiental y clinico de H. capsulatum por ESI-MS/MS modo ion positivo.
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Figura Anexo 17. Analisis fraccion hexano de extracto lipidico de micelio de los aislamientos
ambiental y clinico de H. capsulatum por ESI-MS/MS modo ion positivo.

Rt = 2,92
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Figura Anexo 18. Espectro MS/MS para un Rt = 2,92 fraccion hexano de extracto lipidico de micelio
del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Rt = 2,96
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del aislamiento ambiental de H. capsulatum.

Rt = 3,30
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Figura Anexo 20. Espectro MS/MS para un Rt = 3,30 fraccion hexano de extracto lipidico de micelio

del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Figura Anexo 19. Espectro MS/MS para un Rt = 2,96 fraccion hexano de extracto lipidico de micelio
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Rt = 4,41

AMBIENTAL HEXANO
20170906_M_13 998 (4 409) Crm (998:1003{974:975+ 1016.1020)) 1. TOF MS ES+
e 3082970 1.44e6
+
\/ [CygH350; + Na'] <l
306,466 g/mol )N
Oqp, g Cy6Hs4,0,PN
(o) 523,692 g/mol
HO o]
o
Stearic acid
[C1gH350, + H']
284,484 g/mol
[Ci7H3s + H]
240,475 g/mol
2402347 ’\/
2842979
[C21H405P + H']
405,536 g/mol
4083531
330.1871 | \/ C24H4307PN
2202502 493,622 g/mol
4922941 CZGHSAO7PN
523,692 g/mol
parten  [$07.3560 = ' ¢
5 | 4061861 e \ TSI 6124797 5713000 7275620 2
1701857 2242022 I l MR a2 o N TR R g 7215 155045 9917328 o34 6903 9537490 10956207 1151 29151170 26731222 6720 14049105 ez
100 150 200 250 300 = 350 = 400 450 = 500 550 . 600 650 . 700 = 750 = 80 ~ 850 90 950 1000 = 1050 = 1100 1150 = 1200 = 1250 = 1300 = 1350 = 1400 = 1450

Figura Anexo 21. Espectro MS/MS para un Rt = 4,41 fraccion hexano de extracto lipidico de micelio
del aislamiento ambiental de H. capsulatum.

Rt = 5,84

AMBIENTAL HEXANO
20170906_M_13 1350 (5.838) Cm (1345:1358-(1332:1336+1371:1376))
100 295.1745

\/

[C1oH330,+ H]
294,479 g/mol

[Cy1H360, + H']
321,525 g/mol

[CpoH3605+ Na*]

1. TOF MS ES+
1.15e7

0., OH
(¢]
H-,/AO
o—" 0
0

CSQHGBOSP
695,939 g/mol

403,515 g/mol
Cy,H3,04P
223378 €. He O
460,504 g/mol , 20 204
’ 474,726 g/mol
Linoleic acid 4632685
C18H3102 V c33H5505
279,444 g/mol 531,798 g/mol
2961777 4792424 C30Hs705
\/ 615,596 g/mol
2771649 CSQHGSOSP
C3HgO6P = I 695,939 g/mol
169,049 g/mol [ e
a7 3457 5371662
3243276 4093100 684.203°
\/'55?352 el £l s 5301635 5101829 | 6882000 7865918504044 815605 9715614 1158.6532 _ 1231.6998 1390.3560 o
100 | 150 | 200 = 250 300 350 = 400 = 450 = 500 550 600 . 650 . 700 750 800 = 80 900 950 1000 1050 = 1100 = 1150 = 1200 = 1250 = 1300 = 1350 = 1400 = 1450

Figura Anexo 22. Espectro MS/MS para un Rt = 5,84 fraccion hexano de extracto lipidico de micelio
del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Rt = 7,40
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Figura Anexo 23. Espectro MS/MS para un Rt = 7,40 fraccion hexano de extracto lipidico de micelio
del aislamiento ambiental de H. capsulatum.

Rt = 8,01
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Figura Anexo 24. Espectro MS/MS para un Rt = 8,01 fraccion hexano de extracto lipidico de micelio
del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Rt = 10,20
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Figura Anexo 25. Espectro MS/MS para un Rt = 10,20 fraccion hexano de extracto lipidico de
micelio del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Figura Anexo 26. Espectro MS/MS para un Rt = 2,06 fraccion hexano de extracto lipidico de micelio
del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Rt = 2,92
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Figura Anexo 27. Espect

ro MS/MS para un Rt = 2,92 fraccién hexano de extracto lipidico de micelio

del aislamiento clinico de H. capsulatum.

Rt = 3,06
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Figura Anexo 28. Espectro MS/MS para un Rt = 3,06 fraccion hexano de extracto lipidico de micelio
del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Rt = 5,85
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Figura Anexo 29. Espectro MS/MS para un Rt = 5,85 fraccion hexano de extracto lipidico de micelio

del aislamiento clinico de H. capsulatum.

Rt = 7,02
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Figura Anexo 30. Espectro MS/MS para un Rt = 7,02 fraccion hexano de extracto lipidico de micelio

del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Rt = 7,42

CLINICO HEXANO
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Figura Anexo 31. Espectro MS/MS para un Rt = 7,42 fraccion hexano de extracto lipidico de micelio

del aislamiento clinico de H. capsulatum.

Rt = 7,67
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Figura Anexo 32. Espectro MS/MS para un Rt = 7,67 fraccion hexano de extracto lipidico de micelio

del aislamiento clinico de

H. capsulatum.
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Rt = 7,98
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Figura Anexo 33. Espectro MS/MS para un Rt = 7,98 fraccion hexano de extracto lipidico de micelio

del aislamiento clinico de H. capsulatum.

Rt = 9,95

CLINICO HEXANO
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Figura Anexo 34. Espectro MS/MS para un Rt = 9,95 fraccion hexano de extracto lipidico de micelio

del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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11.4 Anélisis fraccion cloroformo de extracto lipidico de micelio de los aislamientos
ambiental y clinico de H. capsulatum por ESI-MS/MS modo ion positivo.
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Figura Anexo 35. Analisis fraccion cloroformo de extracto lipidico de micelio de los aislamientos
ambiental y clinico de H. capsulatum por ESI-MS/MS modo ion positivo.

Rt = 0,66
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Figura Anexo 36. Espectro MS/MS para un Rt = 0,66 fraccion cloroformo de extracto lipidico de
micelio del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Rt = 2,27
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Figura Anexo 37. Espectro MS/MS para un Rt = 2,27 fraccién cloroformo de extracto lipidico de
micelio del aislamiento ambiental de H. capsulatum.

Rt = 2,81
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Figura Anexo 38. Espectro MS/MS para un Rt = 2,81 fraccion cloroformo de extracto lipidico de
micelio del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Rt = 2,90
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micelio del aislamiento ambiental de H. capsulatum.

Rt = 3,29
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Figura Anexo 39. Espectro MS/MS para un Rt = 2,90 fraccién cloroformo de extracto lipidico de
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Figura Anexo 40. Espectro MS/MS para un Rt = 3,29 fraccion clorofor
micelio del aislamiento ambiental de H. capsulatum.

mo de extracto lipidico de
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Rt = 3,43
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Figura Anexo 41. Espectro MS/MS para un Rt = 3,43 fraccién cloroformo de extracto lipidico de
micelio del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Figura Anexo 42. Espectro MS/MS para un Rt = 4,23 fraccion cloroformo de extracto lipidico de
micelio del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Rt = 4,85
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Figura Anexo 43. Espectro MS/MS para un Rt = 4,85 fraccién cloroformo de extracto lipidico de
micelio del aislamiento ambiental de H. capsulatum.

Rt = 6,83
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Figura Anexo 44. Espectro MS/MS para un Rt = 6,83 fraccion cloroformo de extracto lipidico de
micelio del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Figura Anexo 45. Espectro MS/MS para un Rt = 8,15 fraccion cloroformo de extracto lipidico de
micelio del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Figura Anexo 46. Espectro MS/MS para un Rt = 0,62 fraccion cloroformo de extracto lipidico de

micelio del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Rt = 0,66
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micelio del aislamiento clinico de H. capsulatum.

Rt = 1,11
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Figura Anexo 47. Espectro MS/MS para un Rt = 0,66 fraccién cloroformo de extracto lipidico de
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micelio del aislamiento clinico de H. capsulatum.

Figura Anexo 48. Espectro MS/MS para un Rt = 1,11 fraccion cloroformo de extracto lipidico de
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Rt = 1,19
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Figura Anexo 49. Espectro MS/MS para un Rt = 1,19 fraccién cloroformo de extracto lipidico de
micelio del aislamiento clinico de H. capsulatum.

Rt = 2,27
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Figura Anexo 50. Espectro MS/MS para un Rt = 2,27 fraccion cloroformo de extracto lipidico de
micelio del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Rt = 2,81
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Figura Anexo 51. Espectro MS/MS para un Rt = 2,81 fraccion cloroformo de extracto I|p|d|co de
micelio del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 52. Espectro MS/MS para un Rt = 2,89 fraccion cloroformo de extracto lipidico de
micelio del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Rt = 3,17
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Figura Anexo 53. Espectro MS/MS para un Rt = 3,17 fraccién cloroformo de extracto lipidico de
micelio del aislamiento clinico de H. capsulatum.

Rt = 3,18
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Figura Anexo 54. Espectro MS/MS para un Rt = 3,18 fraccion cloroformo de extracto lipidico de
micelio del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Rt = 3,35
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micelio del aislamiento clinico de H. capsulatum.

Rt = 5,92
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Figura Anexo 55. Espectro MS/MS para un Rt = 3,35 fraccién cloroformo de extracto lipidico de

1007
\/ [C1gH3606P + Na*]
414,455 g/mol <l
J
0,0
*P.
O‘o
H /“
6—4 "0
o 0
C3gH7605PN
C19H3606P
197308 705,999 g/mol
391,465 g/mol
=
Palmitic acid
CygHsgOsP  wramss | [C1oH3607P + Na] Myristic acid
375,466 g/mol 430,454 g/mol
s202412
#
Cy9H3603 \/ [C3gH7605PN + Na*]
312,494 g/mol 728,989 g/mol
C3sH7605PN <
\/ \/ 14302448 705,999 g/mol b
3123279 37137 ‘4363430
2611498 - fia7:3450 703.5104.7255209
i 1 P‘”Bw ) F 5084606 sz sl | P“ﬂ“sozssm 858,61670046008 9487616 996.2658 405 5434 11722839

U450 500 | 550 | 600 | 650 700 750 800 %0 90 1000 T 1080 1100 T 1160 T 1200

1: TOF MS ES+
6.28¢6

mz

micelio del aislamiento clinico de H. capsulatum.

Figura Anexo 56. Espectro MS/MS para un Rt = 5,92 fraccion cloroformo de extracto lipidico de
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Rt = 6,03
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Figura Anexo 57. Espectro MS/MS para un Rt = 6,03 fraccién cloroformo de extracto lipidico de
micelio del aislamiento clinico de H. capsulatum.

Rt = 7,93
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Figura Anexo 58.

Espectro MS/MS para un Rt = 7,93 fraccion cloroformo de extracto lipidico de

micelio del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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11.5 Analisis fraccion isopropanol de extracto lipidico de micelio de los aislamientos
~ambiental y clinico de H. capsulatum por ESI-MS/MS modo ion positivo.
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Figura Anexo 59. Analisis fraccion isopropanol de extracto lipidico de micelio de los aislamientos
ambiental y clinico de H. capsulatum por ESI-MS/MS modo ion positivo.
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Figura Anexo 60. Espectro MS/MS para un Rt = 0,59 fraccion isopropanol de extracto lipidico de
micelio del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Rt = 0,98
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Figura Anexo 61. Espectro MS/MS para un Rt = 0,98 fraccion isopropanol de extracto lipidico de
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Figura Anexo 62. Espectro MS/MS para un Rt = 3,03 fraccion isopropanol de extracto lipidico de
micelio del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Rt = 7,32
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Figura Anexo 63. Espectro MS/MS para un Rt = 7,32 fraccion isopropanol de extracto lipidico de
micelio del aislamiento ambiental de H. capsulatum.

Rt = 0,59
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Figura Anexo 64. Espectro MS/MS para un Rt = 0,59 fraccion isopropanol de extracto lipidico de
micelio del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Rt = 0,98
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Figura Anexo 65. Espectro MS/MS para un Rt = 0,98 fraccién isopropanol de extracto lipidico de
micelio del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 66. Espectro MS/MS para un Rt = 1,25 fraccion isopropanol de extracto lipidico de
micelio del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Rt = 4,46
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micelio del aislamiento clinico de H. capsulatum.

Rt = 7,32

Figura Anexo 67. Espectro MS/MS para un Rt = 4,46 fraccion isopropanol de extracto lipidico de
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Figura Anexo 68. Espectro MS/MS para un Rt = 7,32 fraccion isopropanol de extracto lipidico de
micelio del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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11.6 Anélisis fraccion metanol de extracto lipidico de micelio de los aislamientos
ambiental y clinico de H. capsulatum por ESI-MS/MS modo ion positivo.
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Figura Anexo 69. Andlisis fraccion metanol de extracto lipidico de micelio de los aislamientos
ambiental y clinico de H. capsulatum por ESI-MS/MS modo ion positivo.
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Figura Anexo 70. Espectro MS/MS para un Rt = 0,42 fraccién metanol de extracto lipidico de micelio
del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Rt = 2,81
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Figura Anexo 71. Espectro MS/MS para un Rt = 2,81 fraccion metanol de extracto lipidico de micelio
del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Figura Anexo 72. Espectro MS/MS para un Rt = 3,14 fraccion metanol de extracto lipidico de micelio

del aislamiento ambiental de H. ¢

apsulatum.
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Rt = 5,80
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Figura Anexo 73. Espectro MS/MS para un Rt = 5,80 fraccién metanol de extracto lipidico de micelio

del aislamiento ambiental de H. capsulatum.

Rt = 7,43
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Figura Anexo 74. Espectro MS/MS para un Rt = 7,43 fraccion metanol de extracto lipidico de micelio

del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Figura Anexo 75. Espectro MS/MS para un Rt = 0,42 fraccion metanol de extracto lipidico de micelio
del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 76. Espectro MS/MS para un Rt = 0,65 fraccion metanol de extracto lipidico de micelio
del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Rt = 1,51

20170906_M_2 298 (1.507) Cm (290:298-(264:277+308:320)
100 4411890

1: TOF MS ES+
9.08e5
Ca0Ha005P = Hy0 = CyoH3308P | [CyoHug00P —O = [CyoHag05P + H']
437,489g/mol 440,514g/mol
CaoH3g0gP — C4HgO6P = [C16H300, + Na*] o
277,404g/mol O
[C2oHagOgP — CeH1306P = [C14Hp70; + H'] S
228,371gfmol
s s = o]
Myristic acid
y o=m<\o®
[Ca0HagOgP — C14H270; = [CeH1307P| + H'] I
229,145g/mol
o
I CyoHgoOgP
ES =
CgH1306P -O = CgH305P o 455,505g/mol
196,139g/mol CyoHaoOgP o
CgH1306P -O = [CgH1305P + H'] 45716:/ 455,505g/mol
197,147g/mol
[C30H4005P + H']
456,513g/mol Myristic acid
e A [CaoHacOsP +Na]
\/ \/ ssarsss  478,495g/mol
}970‘\7/ \/ a2y ls59 1644 \/
o i 5‘38 229, 5826276f5‘7 3350496 4041011 l r473 14 573.0505 649.7205 701.0028 750.9474 806.4625 889.5525 961.4339 1051.8075 1139.1151 1210.3988 1269.0533 1325.6343  1380.9863 1470. ALO_’QP
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Figura Anexo 77. Espectro MS/MS para un Rt = 1,51 fraccién metanol de extracto lipidico de micelio
del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Rt = 3,16

20170906_M_2 657 (3.180) Cm (651:658-(640:644+663:669))
2282345

1. TOF MS ES+
100 4.10et
H
+ +Na*
CasH04=CroH60p =[C1gHy0y +H [C1gH3506NP + Na’] NH
430,990g/mol /
228,371g/mol
Myristic acid C35H700gNP- Cy6H310, = C1gH3906NP ‘O
(o)
CigH3603— Q =[C1oH340, +H'] 408,496g/mol
298,511g/mol C1gH3906NP — CH;N = Cy7H3,06P
363,411g/mol
Ci9H360,=C3H5=C46H310, o
Cy7H3;06P — O = C47H3,05P =
255,422g/mol 347,412g/mol Myristic acid
Palmitic acid
Cy7H3,05P — 0 =[Cy7H3,04P + Na’] CasH700gNP Cs5H700gNP
*-
354,403g/mol 663,918g/mol 663,918g/mol
C35H790gNP-CH,NH; = [C34Hgs0gP +H*]
[0,C3HsPO, +Na*| 633,868g/mol
2L3HsFO,
191,013g/mol C34He505P —PO5CH; = [C33Hg305 +N3|+] palmitic acid
[OC;3HsPO,+Na’] s B oo H552852g/m0
175,014g/mol P2y 33HE305—0 = 53233 ;Z;/ |
,003g/mo
[C3H5P04+H+] 2202375
137,051g/mol ’\/ \/
667.3719
\/ \/ 2991658 245 1&[ \/ \/ \/ \/ \/ i
1911083 \/ 3574</g l688.3747
137.0975 1‘7757;7259::I| ‘225'281‘ 255‘"“ | CO_"QW ;/ | Hﬁwsf?fm‘“m ASIIAE 527im 556?232‘ :,59143:na‘fn ﬂ;‘/‘mms DoproTeanT BB AR enms gx7asr i -
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Figura Anexo 78. Espectro MS/MS para un Rt = 3,16 fraccion metanol de extracto lipidico de micelio
del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Rt = 3,36

20170906_M_2 702 (3.363) Cm (697:707-(676:684+4716:719))

100- 3302347
Cy1H4104 = Hy0 = Cy3H350; o o
339,540g/mol \p‘O
o
HO o]
o]
C1H3905 = C3H,40 =/CygH350,
283,476g/mol
Stearic acid
L Cy1H4,0,P
Stearic acid
437,534g/mol
3 v
2831714
C,1H;,0,P +Na*]
460,524g/mol
Bi02370
[HOC;HsPO, +Na*] C31H4207P-OH = C53H4,07P-0 =[C;3H4305P +H']
405,536g/mol
176,022g/mol

HOC;HsPO,

153,050g/mol

vy L B

183 503 zeamse || 1?““”59“%3 5190050 0354673 0885187541 4913 8205015 5545254 50g 5449 3987051 1081477 _ 1145 5525 1200 8468 12897311 =
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Figura Anexo 79. Espectro MS/MS para un Rt = 3,36 fraccion metanol de extracto lipidico de micelio
del aislamiento clinico de H. capsulatum.

Rt = 3,39

20170906_M_4 671 (3 394) Cm (667 676-(652 659+686 691),
741297

1 TOF MS ES+
100 s 6.52¢6
\/ [OC;HsPO, +Na*] o
175,032g/mol Stearic acid o
(o]
H [ ,
OC;HsPO,4-OCH2 = [C,H;PO4+Na”] O\X/O | o\/\ /
145,006g/mol ~ " WW\W ,‘7 M
& C37H7104—C16H3105= [Cy1Ha00, +Na'] Palmiticacid O -
347,5397g/mol .
i C42HgaOgPN
C21Ha00,~0= [Co1HegO +Na'] 762,107g/mol
331,407g/mol
Palmitic acid [CygH310,+H"]
256,430g/mol
C,HsPO4C,H NC3Hy +Na™ =
* [GHPOLCHNCH; ! C42HgsOgPN —Cy6H310,= Cy6Hs306PN [C43Hg4OgPN +Na*]
246,199g/mol 506,685g/mol 785,097g/mol
Cy6H310,-COp= CysHyy Cy6H5306PN —C3Hg= Cy3H4406PN CaoHeqOsPN
211,991g/mol 461,580g/mol 762,107g/mol
mp [C55Has06PN +Na*] '
f \/ 484,570g/mol C42Hga0gPN-0,C,H NC;Hg = [C37H7;06P
642,943g/mol
4673138
C4Hg40gPN-PO,4C,HZNC;Hg = [C37H,04 +Na*]
\/ 751228 gt w2878 \/ \/ \/ 602,9617g/mol
146.09%3 [ N4 1608 gtgm;J peaso PR 8004586 54s 4950 \/ 7923825
Jl [} 25617 376319 477 3207 _( s1eNoo | | ( 7704024 | 7943893 911.63245356178 12453875 1456 7617
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Figura Anexo 80. Espectro MS/MS para un Rt = 3,39 fraccion metanol de extracto lipidico de micelio
del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Rt = 4,28

20170906_M_3 914 (4 269) Cm (913 931-(891:896+944 952)) 1 TOF MS ES+
100 3623281 275
[C31H3704 -0 =[C;3H3;0; + Na']
360,514g/mol
[Cy5H310, + Na’]
302,434g/mol [C,6H500,NP +Na*]
542,650g/mol \.'Id/
Linoleic acid Cy6HsgO;NP /
Cy1H3703 = C3HgO = C1gH3,0, 519,660g/mol Osp, o
e Co6Hsg07NP ~C3Ho = [CosHytO,NP + Na'] 6°
[CygH3,0, + H'] 496,247g/mol [
i 280,450g/mol MO 0
Ca1H3703 = CoHs = C1oH3,0, SaltaQ NP o
250,382g/mol 473,257g/mol
X CysHsg0;NP
Cy1H3703 — CyHs = [C1gH3,0, + Na* Cy3H410;,NP-OC,H;N = [CyyH3506P + H'] 519,660g/mol
274,372g/mol 418,511g/mol
adese Cy1H3806P-H,0 = CyyHOsP
OHC;HsPO,C,H,NCH; \Z - 399,488g/mol Linoleic acid
210,146g/mol 2182188 | CH370, \
OHC3HsPO,C,HN 353,523g/mol C,1H3505P-CH = C;H3505P e
195,111g/mol \/ 386,469g/mol
1941104 % 280.0985 A\/ 4242828 ‘\/ v X/
3843100
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Figura Anexo 81. Espectro MS/MS para un Rt = 4,28 fraccion metanol de extracto lipidico de micelio
del aislamiento clinico de H. capsulatum.

Rt = 4,42

C36H;505NP
2‘:;0905)\475 956 (4. 407) Cm (948:969-(925 9424976 1019)) S Stearic acid oM Ceramide 680,969g/m°| 1. TOF P.ls‘ i?;:
[C1gH350, +H7] 0, Y 4 \/\/\VA\/\V/\/\\O&
\/ 284,484g/mol HO - ;\ HO
C36H750NP — CygH350, = [C1gHa006NP + Na*] 5 NN, [CastsOaNP +Na']
406,476g/mol HO Stearic acid 703,959g/mol
C1gHagO06NP — HOPO; = [C;5H350,N + Na'] C36H7004NP— CygH350,= C1gH350,NP C36H7505NP
324,505g/mol 328,457g/mol 680,969g/mol
CigH390,N — H,0 = [C45H3,0N +H7] C36H7406NP — C1gH350, = [C1gH300,NP + H*] C36H7505NP — OH = [C3H740,NP + H*]
364,487g/mol
283,499g/mol 664,970g/mol
C1sHa7ON = NH = [C1gH360 +H'] v CatlONP~OH = [CoalaaONIP £ Net) CagHaO7NP = O = [C35H,06NP + H']
18787 287530 mze 370,470g/mol /
269,493g/mol : 648,971g/mol
# C36H750gNP — CygHaz = CyoHypOgNP C36H7406NP — 2H,0 =[ C3¢H700,4NP + H*]

455,529g/mol
CyoH4,05NP — OH = CyoH4,0,NP
438,522g/mol
[CyoH4,0gNP + Na*]

C;6H500,N
476,519g/mol Gl

v

4
besa0z 283243372174

CagH704NP — OPO =

—-OH=

612,939g/mol
[C36H700,N + Na*]

571,951g/mol
[C36HeeON + Na*]
554,944g/mol

5591307 5751057

‘\/ WAL 30 \/ .20 ?76 9 e \/ ‘\/ ‘\/ \/
499 2696520.1413 ’ 654 2348
108.4569 1502708 20891 ‘ 01044 4056544 Ao { f fratom, R 5493“39 e
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Figura Anexo 82. Espectro MS/MS para un Rt = 4,42 fraccion metanol de extracto lipidico de micelio
del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Rt = 4,58

20170906_M_2 990 (4 568) Cm (976 1008-(962 973+1017:1034)) 1. TOF MS ES+
100- 339.2339 26501
C21H4104 - Hy0 = Cy1H340, Oy, OH
339,540g/mol 0
H_/‘U
[C1gH350, +Na* C39H7605P
306,466g/mol 0*0 704,003g/mol
o]
CigH350,
283,476g/mol
Stearic acid
CygH350,+ H'] Stearic acid Stearic acid
284,484g/mol
|C1gH350; -CO, = [Cy7H35 + H']
240,475g/mol
C39H7605P
704,003g/mol
283171
[0,C5HsPO, +Na*] CagH7605P- CygH350, = Cy1Ha1 OgP
420,527g/mol
191,031g/mol
(%7 C)Ha1O6P - 20 = CyyHa1O,P
OC.H-PO, +Na* 21M4106P - 20 = C51H4,04
[OC;HsPO, ] 388,529g/mol
175,032g/mol \/
\/ \/ 38420M \/
3‘17'\/ V
2402345 4150438 7014105
082068 170418 7024140
1751141194 1104 n | l L«usmn 5353187 5951308 6623766 EVOM'?’?“”O’W“&B, 8524406 g5 1045 1019.222210467366 10932355 141y gz 17205y 12648356 -
+ — r s —— - - 2
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Figura Anexo 83. Espectro MS/MS para un Rt = 4,58 fraccion metanol de extracto lipidico de micelio
del aislamiento clinico de H. capsulatum.

Rt = 4,95

FOC METANOL
20170906_M_4 1062 (4. 97GICVHMDJS 1074-(1044:1048+1083:1091)) 1: TOF MS ES+
100- 6.06e6
\/ [CygH350, +H7]
284,484g/mol
Stearic acid
5
C1gH350,—C,Hs 7 [CyH350, +Na*] o
2774 14e/mal /\N\/\W ] ° o]
o o-v
- K NNEN
Stearic acid
(o]
X
Cy6Hs0010P
553,650g/mol
*
-
i | e
L 347,539g/mol
Cy6H50010P-CH3CO = Cy4H4704P
[C3H5PO4+N3*] 347.2495 510 605, /mol
159,033g/mel P BT R
\/ — CpyHegOp 247147097120 = L2aMlasUs
420,537g/mol 492,589g/mol
1741294
[Cy6H50010P +Na*]
396 2301 3482528 557.4143'
2190933 e 576,640g/mol
(175.1328 | 50‘ 3375
a 15809]% v 271.1697 Ll 4150434 495. BE‘ 5304307 593?009 3255322 8454933861 4575 3275594 10961398 }1‘503250 12432738 1295 3486 13923043 14348032 ;‘762"3/60
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Figura Anexo 84. Espectro MS/MS para un Rt = 4,95 fraccion metanol de extracto lipidico de micelio
del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Rt = 5,03

20170906 _M_1R 1103 (5.008) Cm (1095.1109) (¢} 1. TOF MS ES+
100. L oz L g OH OM 1091
CatH350;, ~CH = [CyoH30, + H'] /\/W\:/\/\/\/\'rO\X/o/é\ |
307,498g/mol \/ | , ° - il
Linoleic aci ”
Cy7Hqs015P '™
595,643g/mol
Linoleic acid [Cy7H4g015P + Na*)
Ca0H340;, =CoH; = Cy5H3, 0, 618,633g/mol
279,444g/mol
Ca7Hag01,P
595,643g/mol
@ Cy7H4015P -Hy0 = [C7H6011P + H']
Cy7Ha00gP —CgH30= C;;H3;,0,P 578,635g/mol
432,494g/mol
[CygH310, + H'] ) 8/MOl o Hu6Ou1P -Hy0 = CyHasOyoP
280,450g/mol C21H3;07P-H,0 = Cy;H3506P
415,487g/mol 559,985g/mol
,487g/mo
/279 0085 Cy7H44010P -H,0 = [Cy;H4,04P
+Na* '\/ - 27M44Y10 2 27M42V9
[02CaHsPOs #NaT] Cy1H3506P =PO; = CyyH3504 i
191,031, | % mo
,031g/mo 3113156 365,506g/mol g
[HOC;3HsPO, +Na*] CgH1105PO, Cy1H3503 =0 = CyyH350, Cy7H4,00P -H,0 = Cy5Hg005P
176,022g/mol 257,970g/mol 319,500g/mol 523,583g/mol
CeH1004 \/ \/ |
12800990 4303902
L e R i 4§ 4
7 4150426 | 5574150
1350472 uns:a‘\/m 1812 l}“ el 2282397 15‘“653 lmm\v“ ! L L | (3167838 2589813305, 1078 L f”lw ooz 12013 6233600 5:5:003 k s70.4276 5‘“\‘:5/‘“5”;31
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Figura Anexo 85. Espectro MS/MS para un Rt = 5,03 fraccion metanol de extracto lipidico de micelio
del aislamiento clinico de H. capsulatum.

Rt = 5,17

20170906_M_5 1145 (5 171) Cm (1138:1156) Linoleic acid HY 4 1 TOF MS ES+
100 3103158 O\X/O‘H 5.50¢
Cy1H3c03 — CHOH = [CooH40, +H°] M
307,498g/mol Cy1H330,
354,531g/mol
Ca0H340; — CH = [CyoH330, +H]
294,479g/mol
[C1oH330,+Na’]
316,461g/mol
Linoleic acid C1H330,
CaoH340; —CoH; = CygH3,0, 353;523giic]
® 279,444 | =
g C31H3504 = H;0 = Cy4H36054
CygH3,0,-0 = [CygH3,0 +Na*] SN 336,515g/mol
286,435g/mol
C15H3,0,-CO; = [Cy7H5; +Na’]
258,425g/mol
2842976 63121
270,095 222
Y| 2083128 S AT

1039581 435 95991449830 1741208 1041198 190.1835 2291425 2562957 by L fiaaaese [_aus3100 3092940 3864727 4150435 34304 4593578 5043377 5283272 5492550 558343
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Figura Anexo 86. Espectro MS/MS para un Rt = 5,17 fraccion metanol de extracto lipidico de micelio
del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Rt = 5,37

20170906 _M_5 1194 (5.370) Cm (11841200117 1233)
100- 3103128
2
[C1gH350, +Na*] \/ 0p 0
306,466g/mol H /-‘U
o—/ OH
Ca1H4,07P- HPO3=[Cy;Hq1 04 +Na"] N
380,545g/mol
C1H4104- 0=C;;Hy 05
341,556g/mol
sra2008
*Q \
Stearic acid Cy1Hgp0,P
+
[CigH3s0,+ H] [C51H4,0,P- Na*] Stearic acid 437,534g/mol
284,484g/mol 460,526g/mol
+Na*
[OZC3H7PO4 | 3113157
193,047g/mol Cy1Hay0,P- OH = CyyHygOGP
[OC3HgPO, +Na*] gree 421,535g/mol
176,040g/mol \/ an2azg)
\/ \/ 3123193 372174 1376 2556 o 7475020
1370081 1650715 1779205 1991302 Y zu}zsvs [ N I a1 3262 ?13213 ks o sri0s stz S8 63291 arossig 7005 g
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Figura Anexo 87. Espectro MS/MS para un Rt = 5,37 fraccion metanol de extracto lipidico de micelio
del aislamiento clinico de H. capsulatum.

Rt =5,74 = 5,80

20170906_M_2 1280 (5.741) Cm (1274:1285-{1238:1251+1303:1317)) 1: TOF MS ES+
s 3383440 " 8.55e¢
CigH3704-0 = [C1gH3704+ Na“]
H
336,492g/mol He! H
P
O, O
50
Cy1H4407NP —C,H;NPO; = [C1gH370,4+ Na*] (
352,481g/mol HO o
0=
Ci9H370;5- C3HgO =[Ci6H3,0,+H*
197137V3 36 1671312 ] Palmitic acid
256,4%0g/mf:)l Cy;H4s0,NP
- Palmitic acid 453,557g/mol
Cy1H4407NP —C16H3,0, + [CsH1305NP+ Na*]
221,125g/mol
303471
IC,H;NPO; Cy1Ha40NP
124,056g/mol 453,557g/mol
256.2663
572600 [340.3503 v
1000.7876
p e fm 3603072 N 4033190 5y pq55 5772286 £49.4235 STSOTTZ 7545059 BASAGNS grupez; 9186651 ) 40037997 10864545 1423630 o0y 745 1267 p5as posspiszNs
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Figura Anexo 88. Espectro MS/MS para un Rt = 5,74 = 5,80 fraccién metanol de extracto lipidico
de micelio del aislamiento clinico de H. capsulatum.

198



11.7 Anélisis fraccion hexano de extracto lipidico de levadura de los aislamientos
ambiental y clinico de H. capsulatum por ESI-MS/MS modo ion positivo.

052
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o |
| 707729713
i prcd
I ose
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Figura Anexo 89. Analisis fraccién hexano de extracto lipidico de levadura de los aislamientos
ambiental y clinico de H. capsulatum por ESI-MS/MS modo ion positivo.

Time

R'I'-O48

levadula hexano_ambiental
20190204_M_4 98 (0.481) Cm (96 101-(87-92+105-109) 1- TOF M

100- 2731781
[C16H3102+ Na‘]
\/ 278,412 g/mol
\" ~
J
o o
Peg
Ci6H310;
255,422 g/mol
= s > HO (o] C24H5007NP
Palmitic acid 0= 495,638 g/mol
CsH1304PN
182,136 g/mol
[CsH130N +Na']
126,155 g/mol
%1970971
[CigH3;05+ Na’]
2rytaan 336,4192g/mol
,J R74.1837
2551299
2
191.1172
2apers [ ﬂ05215t 5272213
Judl ‘ ll mﬁl” A ol R saser 7133444 7713702 8153163 9276503 999.3787 10865148 11552738“””7‘12501132 13525184 14210527 14763735
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Figura Anexo 90. Espectro MS/MS para un Rt = 0,48 fraccion hexano de extracto lipidico de
levadura del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Rt = 0,66

levadura_hexano_ambiental

1076

20190204_M_4 128 (0.662) Cm (127-1304133-138+117-120) 1: TOF MS ES+
100- 2831274 H
V  CuHas0; :
Mol H
283,127 g/mol N
Stearic acid )
0, O
P
(o)
0
HO o]
0= Ca3H4g0,NP
481,6112 g/mol
*®
C17H35
239,118 g/mol
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Figura Anexo 91. Espectro MS/MS para un Rt = 0,66 fraccion hexano de extracto lipidico de

levadura del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Figura Anexo 92. Espectro MS/MS para un Rt = 0,80 fraccion hexano de extracto lipidico de

levadura del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Figura Anexo 93. Espectro MS/MS para un Rt = 1,11 fraccion hexano de extracto lipidico de

levadura del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Figura Anexo 94. Espectro MS/MS para un Rt = 2,36 fraccion hexano de extracto lipidico de

levadura del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Figura Anexo 95. Espectro MS/MS para un Rt = 3,17 fraccion hexano de extracto lipidico de
levadura del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Figura Anexo 96. Espectro MS/MS para un Rt = 3,76 fraccion hexano de extracto lipidico de
levadura del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Figura Anexo 97. Espectro MS/MS para un Rt = 3,85 fraccion hexano de extracto lipidico de
levadura del aislamiento ambiental de H. capsulatum
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Figura Anexo 98. Espectro MS/MS para un Rt = 3,93 fraccion hexano de extracto |IpIdICO de
levadura del aislamiento ambiental de H. capsulatum
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Figura Anexo 99. Espectro MS/MS para un Rt = 5,05 fraccion hexano de extracto lipidico de

levadura del aislamiento ambiental
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Figura Anexo 100. Espectro MS/MS para un Rt = 6,35 fraccion hexano de extracto lipidico de
levadura del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Figura Anexo 101. Espectro MS/MS para un Rt = 6,54 fraccion hexano de extracto lipidico de

levadura del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Figura Anexo 102. Espectro MS/MS para un Rt = 0,48 fraccion hexano de extracto lipidico de

levadura del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 104. Espectro MS/MS para un Rt = 0,80 fraccion hexano de extracto lipidico de

levadura del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Rt = 2,25
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Figura Anexo 105. Espectro MS/MS para un Rt = 2,25 fraccion hexano de extracto lipidico de

levadura del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 106. Espectro MS/MS para un Rt = 2,40 fraccion hexano de extracto lipidico de
levadura del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Rt = 3,17
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Figura Anexo 107. Espectro MS/MS para un Rt = 3,17 fraccién hexano de extracto lipidico de
levadura del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 108. Espectro MS/MS para un Rt = 3,31 fraccion hexano de extracto lipidico de
levadura del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 109. Espectro MS/MS para un Rt = 3,47 fraccion hexano de extracto lipidico de
levadura del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 110. Espectro MS/MS para un Rt = 3,76 fraccion hexano de extracto lipidico de
levadura del aislamiento clinico de H. capsulatum.

209



Rt =

levadura_hexano_ambiental

3,86

20130204_M_4 575 (3.864) Cm (570.611 14647.701))
100
[C1gH340, + H']
\/ 282,470 g/mol
Oleic acid
O\p‘OH
(o)
(o)
[ Co1Hgy07P
HO o)
0 436,526 g/mol
®
[Ci7H34 + Na*]
261,451 g/mol
C17H34
238,461 g/mol \
2822206
832871 C21HuO7P
22173
) 436,526 g/mol
'\/ 262123 | Lasaszes \/
wawaef‘”ms‘,h 2833705360.3685 4333088 74 4534 5635388 5502308 9185173 1065454 11019293 1285 7452
- - e e e -
00 | 150 | 200 | 250 | 300 | 350 | 400 | 450 500 ' 550 60 | 0 = 700 | 750 ' 800 ' 850 ' 00 90 ' 1000 ' 1050 = 1100 = 1160 = 1200

Figura Anexo 111. Espectro MS/MS para un Rt = 3,86 fraccion hexano de extracto lipidico de

levadura del aislamiento clinico de H. capsulatum
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Figura Anexo 112. Espectro MS/MS para un Rt = 3,96 fraccion hexano de extracto lipidico de

levadura del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 113. Espectro MS/MS para un Rt = 5,05 fraccion hexano de extracto lipidico de
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Figura Anexo 114. Espectro MS/MS para un Rt = 6,35 fraccion hexano de extracto lipidico de
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Rt = 6,54
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Figura Anexo 115. Espectro MS/MS para un Rt = 6,54 fraccion hexano de extracto lipidico de
levadura del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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11.8 Andlisis fraccién cloroformo de extracto lipidico de levadura de los aislamientos
ambiental y clinico de H. capsulatum por ESI-MS/MS modo ion positivo.
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Figura Anexo 116. Andlisis fraccion cloroformo de extracto lipidico de levadura de los aislamientos
ambiental y clinico de H. capsulatum por ESI-MS/MS modo ion positivo.
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Figura Anexo 117. Espectro MS/MS para un Rt = 0,48 fraccion cloroformo de extracto lipidico de
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.
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Rt = 0,86
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Figura Anexo 118. Espectro MS/MS para un Rt = 0,86 fraccion cloroformo de extracto lipidico de
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 119. Espectro MS/MS para un Rt = 1,17 fraccion cloroformo de extracto lipidico de
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.
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Rt = 1,26
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Figura Anexo 120. Espectro MS/MS para un Rt = 1,26 fraccion cloroformo de extracto lipidico de
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 121. Espectro MS/MS para un Rt = 2,02 fraccion cloroformo de extracto lipidico de
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.
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Rt = 2,25
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Figura Anexo 122. Espectro MS/MS para un Rt = 2,25 fraccion cloroformo de extracto lipidico de
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 123. Espectro MS/MS para un Rt = 2,34 fraccion cloroformo de extracto lipidico de
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.
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Rt = 2,47
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Figura Anexo 124. Espectro MS/MS para un Rt = 2,47 fraccion cloroformo de extracto lipidico de
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 125. Espectro MS/MS para un Rt = 2,85 fraccion cloroformo de extracto lipidico de
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 126. Espectro MS/MS para un Rt = 3,18 fraccion cloroformo de extracto lipidico de
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.
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Flgura Anexo 127. Espectro MS/MS para un Rt = 3,31 fraccién cloroformo de extracto lipidico de
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 128. Espectro MS/MS para un Rt = 3,49 fraccion cloroformo de extracto lipidico de

levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 129. Espectro MS/MS para un Rt = 3,77 fraccion cloroformo de extracto lipidico de

levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.
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Rt = 4,06
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Figura Anexo 130. Espectro MS/MS para un Rt = 4,06 fraccion cloroformo de extracto lipidico de
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 131. Espectro MS/MS para un Rt = 4,85 fraccion cloroformo de extracto lipidico de
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 132. Espectro MS/MS para un Rt = 6,43 fraccion cloroformo de extracto lipidico de
levadura de los aislamiento ambiental y clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 133. Espectro MS/MS para un Rt = 6,50 fraccion cloroformo de extracto lipidico de
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.

221



11.9 Analisis fraccion isopropanol de extracto lipidico de levadura de los aislamientos
ambiental y clinico de H. capsulatum por ESI-MS/MS modo ion positivo.
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Figura Anexo 134. AnaI|S|s fraccién isopropanol de extracto lipidico de levadura de los aislamientos
ambiental y clinico de H. capsulatum por ESI-MS/MS modo ion positivo.
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Figura Anexo 135. Espectro MS/MS para un Rt = 0,59 fraccion isopropanol de extracto lipidico de
levadura del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Rt = 0,75
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levadura del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Figura Anexo 136. Espectro MS/MS para un Rt = 0,75 fraccién isopropanol de extracto lipidico de
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Figura Anexo 137. Espectro MS/MS para un Rt = 2,34 fraccion isopropanol de extracto lipidico de
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Figura Anexo 138. Espectro MS/MS para un Rt = 2,67 fraccidn isopropanol de extracto lipidico de
levadura del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Figura Anexo 139. Espectro MS/MS para un Rt = 2,74 fraccidn isopropanol de extracto lipidico de
levadura del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Rt = 2,86
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Figura Anexo 140. Espectro MS/MS para un Rt = 2,86 fraccidn isopropanol de extracto lipidico de
levadura del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Figura Anexo 141. Espectro MS/MS para un Rt = 3,20 fraccion isopropanol de extracto lipidico de
levadura del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Flgura Anexo 142, Espectro MS/MS para un Rt = 3,33 fraccion isopropanol de extracto lipidico de
levadura del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Figura Anexo 143. Espectro MS/MS para un Rt = 3,50 fraccién isopropanol de extracto lipidico de
levadura del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Rt = 3,66
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Figura Anexo 144. Espectro MS/MS para un Rt = 3,66 fraccidn isopropanol de extracto lipidico de
levadura del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Figura Anexo 145. Espectro MS/MS para un Rt = 3,92 fraccidn isopropanol de extracto lipidico de
levadura del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Figura Anexo 146. Espectro MS/MS para un Rt = 4,10 fraccién isopropanol de extracto lipidico de

levadura del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Figura Anexo 147. Espectro MS/MS para un Rt = 4,24 fraccion isopropanol de extracto lipidico de

levadura del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Rt = 4,81
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Figura Anexo 148. Espectro MS/MS para un Rt = 4,81 fraccién isopropanol de extracto lipidico de
levadura del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Figura Anexo 149. Espectro MS/MS para un Rt = 5,22 fraccion isopropanol de extracto lipidico de
levadura del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Rt = 6,59
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Figura Anexo 150. Espectro MS/MS para un Rt = 6,59 fraccién isopropanol de extracto lipidico de
levadura del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Figura Anexo 151. Espectro MS/MS para un Rt = 7,25 fraccion isopropanol de extracto lipidico de
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.
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Rt = 7,57
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Figura Anexo 152. Espectro MS/MS para un Rt = 7,57 fraccién isopropanol de extracto lipidico de

levadura de los aislamientos ambie
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Figura Anexo 153. Espectro MS/MS para un Rt = 2,72 fraccién isopropanol de extracto lipidico de

levadura del aislamiento clinico de

H. capsulatum.
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Rt = 2,86
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Figura Anexo 154. Espectro MS/MS para un Rt = 2,86 fraccidn isopropanol de extracto lipidico de
levadura del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 155. Espectro MS/MS para un Rt = 3,03 fraccion isopropanol de extracto lipidico de
levadura del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Rt = 3,04
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Figura Anexo 156. Espectro MS/MS para un Rt = 3,04 fraccién isopropanol de extracto lipidico de

levadura del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 157. Espectro MS/MS para un Rt = 3,33 fraccion isopropanol de extracto lipidico de

levadura del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Rt = 3,40
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Figura Anexo 158. Espectro MS/MS para un Rt = 3,40 fraccion isopropanol de extracto lipidico de
levadura del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 159. Espectro MS/MS para un Rt = 3,48 fraccién isopropanol de extracto lipidico de
levadura del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Rt = 3,66
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Figura Anexo 160. Espectro MS/MS para un Rt = 3,66 fraccion isopropanol de extracto lipidico de
levadura del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Rt = 3,92
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Figura Anexo 161. Espectro MS/MS para un Rt = 3,92 fraccion isopropanol de extracto lipidico de
levadura del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Rt = 4,10
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Figura Anexo 162. Espectro MS/MS para un Rt = 4,10 fraccién isopropanol de extracto lipidico de
levadura del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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11.10 Anédlisis fraccion metanol de extracto lipidico de levadura de los aislamientos
ambiental y clinico de H. capsulatum por ESI-MS/MS modo ion positivo.
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Figura Anexo 163. Andlisis fraccion metanol de extracto lipidico de levadura de los aislamientos

ambiental y clinico de H. capsulatum por ESI-MS/MS modo ion positivo.
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Figura Anexo 164. Espectro MS/MS para un Rt = 1,50 fraccion metanol de extracto lipidico de

levadura del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Rt = 2,34
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Figura Anexo 165. Espectro MS/MS para un Rt = 2,34 fraccién metanol de extracto lipidico de
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 166. Espectro MS/MS para un Rt = 2,67 fraccion metanol de extracto lipidico de
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 167. Espectro MS/MS para un Rt = 2,86 fraccién metanol de extracto lipidico de
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.

Rt = 3,04
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Figura Anexo 168. Espectro MS/MS para un Rt = 3,04 fraccion metanol de extracto lipidico de
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 169. Espectro MS/MS para un Rt = 3,20 fraccién metanol de extracto lipidico de
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 170. Espectro MS/MS para un Rt = 3,33 fraccion metanol de extracto lipidico de
levadura de los aislamiento ambiental y clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 171. Espectro MS/MS para un Rt = 3,50 fraccién metanol de extracto lipidico de
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.
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gura Anexo 172. Espectro MS/MS para un Rt = 3,66 fraccion metanol de extracto lipidico de
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 173. Espectro MS/MS para un Rt = 3,92 fraccién metanol de extracto lipidico de
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 174. Espectro MS/MS para un Rt = 4,10 fraccion metanol de extracto lipidico de
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 175. Espectro MS/MS para un Rt = 4,18 fraccién metanol de extracto lipidico de
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 176. Espectro MS/MS para un Rt = 4,81 fraccion metanol de extracto lipidico de
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 177. Espectro MS/MS para un Rt = 5,22 fraccién metanol de extracto lipidico de
levadura de los aislamientos ambiental y clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 178. Espectro MS/MS para un Rt = 6,01 fraccion metanol de extracto lipidico de

levadura de los aislamientos ambiental

y clinico de H. capsulatum.
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11.11 Caracterizacion fisicoquimica de liposomas
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Figura Anexo 179. Distribucién de tamafio de particula para el liposoma del extracto lipidico de

micelio del aislamiento ambiental de H. capsulatum.
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Figura Anexo 180. Distribucion de tamafio de particula para el liposoma del extracto lipidico de

micelio del aislamiento ambiental de H. capsulatum con anfotericina B.
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Size Distribution by Intensity
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Figura Anexo 181. Distribucion de tamafio de particula para el liposoma del extracto lipidico de

micelio del aislamiento clinico de H. capsulatum.
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Figura Anexo 182. Distribucién de tamafio de particula para el liposoma del extracto lipidico de
micelio del aislamiento clinico de H. capsulatum con anfotericina B.
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11.12 Cromatografia de capa fina (CCF)

En las figuras anexo se presentan los resultados de la cromatografia en capa fina con los
sistemas se solventes: cloroformo (15A-a); cloroformo/metanol 95:5 (15A-b);

cloroformo/metanol 90:10 (15A-c) y cloroformo/metanol 70:30 (15A-d).

11.12.1Fraccion hexano de micelio de H. capsulatum
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Figura Anexo 182. Placas cromatografias de la fraccién hexano del extracto lipidico asociado a la
pared celular de micelio de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico: A) y B) revelado
con yodo; C) revelado con luz ultravioleta de onda corta; D) revelado con luz ultravioleta de onda
larga.

Tabla. Factores de retencion (Rf) de la fraccion hexano del extracto lipidico asociado a la pared
celular de micelio de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico.

Componentes Cloroformo/metanol/a. acético (95:4:1)
Ambiental (Rf) Clinico (Rf)
1 0,92 0,95
2 0,87
3 0,67 0,70
4 0,60
5 0,52
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11.12.2Fraccién cloroformo de micelio de H. capsulatum
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Figura Anexo 183. Placas cromatografias de la fraccion cloroformo del extracto lipidico asociado a
la pared celular de micelio de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico: A) y B) revelado
con yodo; C) revelado con luz ultravioleta de onda corta; D) revelado con luz ultravioleta de onda
larga.

Tabla. Factores de retencion (Rf) de la fraccion cloroformo del extracto lipidico asociado a la pared
celular de micelio de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico.

Componentes | Cloroformo/metanol/h. amonio (95:4:1)
Ambiental (Rf) Clinico (Rf)
1 0,97 0,97
2 0,81 0,86
3 0,59 0,62
4 048 | -
5 03 | -
6 0,25 0,26
7 017 | -
8 0,06 0,06
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11.12.3Fraccidn isopropanol de micelio de H. capsulatum
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Figura Anexo 184. Placas cromatografias de la fraccion isopropanol del extracto lipidico asociado a
la pared celular de micelio de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico: A) y B) revelado
con yodo; C) revelado con luz ultravioleta de onda corta; D) revelado con luz ultravioleta de onda
larga.

Tabla. Factores de retencién (Rf) de la fraccion isopropanol del extracto lipidico asociado a la
pared celular de micelio de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico.

Componentes | Cloroformo/metanol/A. Acético (95:4:1)
Ambiental Clinico
1 0,86 0,84
2 0,69 0,70
3 0,53 0,54
4 0,44 0,44
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11.12.4 Fraccion metanol de micelio de H. capsulatum
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Figura Anexo 185. Placas cromatografias de la fraccién metanol del extracto lipidico asociado a la
pared celular de micelio de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico: A) y B) revelado
con yodo; C) revelado con luz ultravioleta de onda corta; D) revelado con luz ultravioleta de onda

larga.

Tabla. Factores de retencion (Rf) de la fraccion metanol del extracto lipidico asociado a la pared
celular de micelio de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico.

Componentes Cloroformo/metanol/a. acético (95:4:1)
Ambiental (Rf) Clinico (Rf)
1 0,95 0,95
2 0,85 0,85
3 0,63 0,63
4 0,53 0,53
5 0,50 0,49
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11.12.5Fraccién de levadura de H. capsulatum
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Figura Anexo 186. Placas cromatografias de la fraccion hexano del extracto lipidico asociado a la
pared celular de levadura de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico: A) revelado con
yodo; B) revelado con luz ultravioleta de onda corta; C) revelado con luz ultravioleta de onda larga.

Tabla. Factores de retencion (Rf) de la fraccion hexano del extracto lipidico asociado a la pared

celular de levadura de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico

Componentes Cloroformo/metanol/a. acético (95:4:1)
Ambiental (Rf) Clinico (Rf)
1 0,98 0,98
2 0,91 0,91
3 0,87 0,88
4 0,80 0,81
5 0,69 0,68
6 0,61 0,60
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11.12.6Fraccién cloroformo de levadura de H. capsulatum
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Figura Anexo 187. Placas cromatografias de la fraccion cloroformo del extracto lipidico asociado a
la pared celular de levadura de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico: A) revelado
con yodo; B) revelado con luz ultravioleta de onda corta; C) revelado con luz ultravioleta de onda
larga.

Tabla. Factores de retencion (Rf) de la fraccion cloroformo del extracto lipidico asociado a la pared
celular de levadura de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico

Componentes Cloroformo/metanol/a. acético (95:4:1)
Ambiental (Rf) Clinico (Rf)
1 0,96 0,96
2 0,85 0,84
3 0,75 0,74
4 0,60 0,60
5 0,56 0,56
6 0,50 0,48
7 0,37 0,37
8 0,25 0,27
9 0,14 0,14
10 0,08 0,08

252



11.12.7Fraccion isopropanol de levadura H. capsulatum
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Figura Anexo 188. Placas cromatografias de la fraccion isopropanol del extracto lipidico asociado a
la pared celular de levadura de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico: A) revelado
con yodo; B) revelado con luz ultravioleta de onda corta; C) revelado con luz ultravioleta de onda
larga.

Tabla. Factores de retencion (Rf) de la fraccion isopropanol del extracto lipidico asociado a la
pared celular de levadura de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico.

Componentes Cloroformo/metanol/a. acético (95:4:1)
Ambiental (Rf) Clinico (Rf)
1 0,94 0,95
2 0,76 0,77
3 0,60 0,62
4 0,57 0,57
5 0,51 0,49
6 0,26 0,26
7 0,08 0,08
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11.12.8Fraccién metanol de levadura de H. capsulatum
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Figura Anexo 189. Placas cromatografias de la fraccion metanol del extracto lipidico asociado a la
pared celular de levadura de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico: A) revelado con
yodo; B) revelado con luz ultravioleta de onda corta; C) revelado con luz ultravioleta de onda larga.

il

Tabla. Factores de retencién (Rf) de la fraccion metanol del extracto lipidico asociado a la pared
celular de levadura de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico.

Componentes Cloroformo/metanol/a. acético (95:4:1)
Ambiental (Rf) Clinico (Rf)
1 0,98 0,98
2 0,66 0,67
3 0,50 0,48
4 0,46 0,46
5 0,42 0,43
6 0,15 0,18
7 0,08 0,08
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11.13 Soporte Estadistico

Soporte estadistico del analisis de los perfiles de &cidos grasos de los extractos de la pared celular de

micelio y levadura de H. capsulatum de los aislamientos ambiental y clinico.

11.13.1ANOVA Simple — aislamiento clinico fase micelio
Variable dependiente: Aislamiento clinico

Factor: Acidos grasos

Seleccion de la Variable: Clinico

Ndmero de observaciones: 18
NUmero de niveles: 6

Resumen Estadistico para el aislamiento clinico H. capsulatum fase micelio

Acidos grasos |Recuento |Promedio |Desviacion Estandar |Coeficiente de Variacion|Minimo |Méaximo
Esteérico 3 7,911 0,003 0,0379219% 7,908 7,914
Linolénico 3 0,023 0,004 17,3913% 0,019 0,027
Lionoleico 3 34,8 0,1 0,287356% 34,7 34,9
Miristico 3 4,96 0,1 2,01613% 4,86 5,06
Oleico 3 26,987 |0,008 0,0296439% 26,979 26,995
Palmitico 3 25,33 0,1 0,394789% 25,23 |25,43
Total 18 16,6685 |13,2917 79,7412% 0,019 (34,9

Acidos grasos |Rango [Sesgo Estandarizado |Curtosis Estandarizada
Esteérico 0,006 |2,82613E-12
Linolénico 0,008 |0
Lionoleico 0,2 0

Miristico 0,2 0

Oleico 0,016 |1,41298E-12

Palmitico 0,2 0

Total 34,881 |0,120182 -1,54805
Tabla ANOVA para Clinico por Acidos grasos

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |[Cuadrado Medio |Raz6n-F Valor-P
Entre grupos|3003,3 5 1600,66 119776,63 0,0000
Intra grupos |{0,060178 12 {0,00501483

Total (Corr.) |3003,36 17

El StatAdvisor
La tabla ANOVA descompone la varianza de aislamiento clinico en dos componentes: un

componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razon-F, que en este caso es igual
a 119777, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que

el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre
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la media de Clinico entre un nivel de Acidos grasos y otro, con un nivel del 95,0% de confianza. Para

determinar cuéles medias son significativamente diferentes de otras, seleccione Pruebas de Multiples

Rangos, de la lista de Opciones Tabulares.

Tabla de Medias para aislamiento clinico por Acidos grasos con intervalos de confianza del

95,0%
Error Est.

Acidos grasos |Casos |[Media |(s agrupada) [Limite Inferior |Limite Superior
Esteérico 3 7,911 |0,0408853 |7,84801 7,97399
Linolénico 3 0,023 |0,0408853  |-0,0399903 0,0859903
Lionoleico 3 34,8 0,0408853  [34,737 34,863
Miristico 3 4,96 0,0408853  |4,89701 5,02299
Oleico 3 26,987 ]0,0408853 26,924 27,05
Palmitico 3 25,33 10,0408853 |25,267 25,393
Total 18 16,6685

Esta tabla muestra la media de Clinico para cada nivel de Acidos grasos. También muestra el error
estandar de cada media, el cual es una medida de la variabilidad de su muestreo. El error estandar es
el resultado de dividir la desviacion estdindar mancomunada entre el nimero de observaciones en cada
nivel. La tabla también muestra un intervalo alrededor de cada media. Los intervalos mostrados
actualmente estan basados en el procedimiento de la diferencia minima significativa (LSD) de Fisher.
Estan construidos de tal manera que, si dos medias son iguales, sus intervalos se traslaparan un 95,0%
de las veces. Puede ver graficamente los intervalos seleccionando Gréfica de Medias de la lista de
Opciones Graficas. En las Pruebas de Rangos Mdltiples, estos intervalos se usan para determinar
cuales medias son significativamente diferentes de otras.

Pruebas de Multiple Rangos para Clinico por Acidos grasos

Método: 95,0 porcentaje LSD

Acidos grasos |Casos |Media |Grupos Homogéneos
Linolénico 3 0,023 X

Miristico 3 4,96 X

Estearico 3 7,911 X

Palmitico 3 25,33 X

Oleico 3 26,987 X

Lionoleico 3 34,8

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
Estearico - Linolénico * 7,888 0,125981
Estearico - Lionoleico |* |-26,889 0,125981
Estearico - Miristico * 12,951 0,125981
Estearico - Oleico * 1-19,076 0,125981
Estearico - Palmitico * -17,419 0,125981
Linolénico - Lionoleico | * -34,777 0,125981
Linolénico - Miristico * -4.937 0,125981
Linolénico - Oleico * -26,964 0,125981
Linolénico - Palmitico | * -25,307 0,125981
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Lionoleico - Miristico 29,84 0,125981
Lionoleico - Oleico 7,813 0,125981
Lionoleico - Palmitico 9,47 0,125981

Miristico - Oleico -22,027 0,125981
Miristico - Palmitico -20,37 0,125981
Oleico - Palmitico 1,657 0,125981

* indica una diferencia significativa.

k] k| k| k| *

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuéles medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas
entre cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los 15 pares indica que estos pares
muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95,0% de confianza. En la parte
superior de la pagina, se han identificado 6 grupos homogéneos segln la alineacion de las X's en
columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que
compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las
medias es el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Con este método
hay un riesgo del 5,0% al decir que cada par de medias es significativamente diferente, cuando la

diferencia real es igual a 0.

Verificacion de Varianza
Prueba |Valor-P
Levene's |2,16183 |0,127151

Comparacion Sigmal |Sigma2 |F-Ratio |P-Valor
Estearico / Linolénico {0,003 |0,004 |0,5625 |0,7200
Estearico / Lionoleico |0,003 10,1 0,0009 |0,0018
Estearico / Miristico 0,003 |01 0,0009 |0,0018
Estearico / Oleico 0,003 |0,008 |0,140625 [0,2466
Estearico / Palmitico 0,003 |(0,1 0,0009 |0,0018
Linolénico / Lionoleico |0,004 (0,1 0,0016 |0,0032
Linolénico / Miristico |0,004 10,1 0,0016 |0,0032
Linolénico / Oleico 0,004 10,008 (0,25 0,4000
Linolénico / Palmitico |0,004 10,1 0,0016 |0,0032

Lionoleico / Miristico |0,1 0,1 1,0 1,0000
Lionoleico / Oleico 0,1 0,008 |156,25 |0,0127
Lionoleico / Palmitico |0,1 0,1 1,0 1,0000
Miristico / Oleico 0,1 0,008 [156,25 |0,0127
Miristico / Palmitico 0,1 0,1 1,0 1,0000
Oleico / Palmitico 0,008 (0,1 0,0064 |0,0127

El estadistico mostrado en esta tabla evalta la hipotesis de que la desviacion estandar de Clinico
dentro de cada uno de los 6 niveles de Acidos grasos es la misma. De particular interés es el valor-

P. Puesto que el valor-P es mayor o igual que 0,05, no existe una diferencia estadisticamente
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significativa entre las desviaciones estandar, con un nivel del 95,0% de confianza.

La tabla también muestra una comparacion de las desviaciones tipicas para cada par de muestras. P-

valores por debajo de 0.05, de los cuales hay 9, indican una diferencia estadisticamente significativa

entre las dos sigmas al 5% de nivel de signifiacion.

Prueba de Kruskal-Wallis para Clinico por Acidos grasos

Acidos grasos |Tamafio Muestra [Rango Promedio
Estearico 3 8,0

Linolénico 3 2,0

Lionoleico 3 17,0

Miristico 3 5,0

Oleico 3 14,0

Palmitico 3 11,0

Estadistico = 16,5789 Valor-P = 0,00537165

La prueba de Kruskal-Wallis eval(a la hipétesis de que las medianas de Clinico dentro de cada uno
de los 6 niveles de Acidos grasos son iguales. Primero se combinan los datos de todos los niveles y
se ordenan de menor a mayor. Luego se calcula el rango (rank) promedio para los datos de cada
nivel. Puesto que el valor-P es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa
entre las medianas con un nivel del 95,0% de confianza. Para determinar cuéles medianas son
significativamente diferentes de otras, seleccione Grafico de Caja y Bigotes, de la lista de Opciones

Gréficas, y seleccione la opcion de muesca de mediana.

Prueba de la Mediana de Mood para Clinico por Acidos grasos
Totaln=18
Gran mediana = 16,572

Acidos grasos |Tamario de Muestra [n<= [n> [Mediana |LC inferior 95,0% |LC superior 95,0%
Estearico 3 3 0 (7,911

Linolénico 3 3 0 0,023

Lionoleico 3 0 3 34,8

Miristico 3 3 0 14,96

Oleico 3 0 3 |26,987

Palmitico 3 0 3 125,33

Estadistico = 18,0 Valor-P = 0,00294643

La prueba de medianas de Mood evalla la hipétesis de que las medianas de todas las 6 muestras son
iguales. Lo hace contando el nimero de observaciones en cada muestra, a cada lado de la mediana
global, la cual es igual a 16,572. Puesto que el valor-P para la prueba de chi-cuadrada es menor que

0,05, las medianas de las muestras son significativamente diferentes con un nivel de confianza del
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95,0%. También se incluyen (si estan disponibles) los intervalos del 95,0% de confianza para

mediana, basados en los estadisticos de orden de cada muestra.

11.13.2ANOVA Simple — aislamiento ambiental fase micelio
Variable dependiente: Ambiental
Factor: Acidos grasos

Ndmero de observaciones: 18

NUmero de niveles: 6

Resumen Estadistico para Ambiental

Acidos grasos |Recuento [Promedio |Desviacion Estandar |Coeficiente de Variacion|Minimo [Maximo
Esteérico 3 13,46 0,07 0,520059% 13,39 |13,53
Linolénico 3 0,03051 (0 0% 0,03051 {0,03051
Lionoleico 3 27,2 0,3 1,10294% 26,9 27,5
Miristico 3 4,97 0,04 0,804829% 4,93 5,01
Oleico 3 29,7 0,3 1,0101% 29,4 30,0
Palmitico 3 24,6 0,5 2,03252% 24,1 25,1
Total 18 16,6601 |11,641 69,8735% 0,03051 |30,0

Acidos grasos |Rango |Sesgo Estandarizado |Curtosis Estandarizada
Estearico 0,14 0
Linolénico 0

Lionoleico 0,6 0
Miristico 0,08 0
Oleico 0,6 0
Palmitico 1,0 0
Total 29,9695 [-0,50838 -1,4605
Tabla ANOVA para Ambiental por Acidos grasos
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razdn-F Valor-P
Entre grupos |2302,84 5 ]460,568 6330,83 0,0000
Intra grupos 0,873 12 10,07275
Total (Corr.) |2303,71 17

La tabla ANOVA descompone la varianza de Ambiental en dos componentes: un componente entre-
grupos y un componente dentro-de-grupos. La razon-F, que en este caso es igual a 6330,83, es el
cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la
prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de
Ambiental entre un nivel de Acidos grasos y otro, con un nivel del 95,0% de confianza. Para
determinar cuéles medias son significativamente diferentes de otras, seleccione Pruebas de Mdltiples

Rangos, de la lista de Opciones Tabulares.
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Tabla de Medias para Ambiental por Acidos grasos con intervalos de confianza del 95,0%

Error Est.
Acidos grasos |Casos |[Media |(s agrupada) [Limite Inferior |Limite Superior
Estearico 3 13,46 |0,155724 13,2201 13,6999
Linolénico 3 0,03051 |0,155724 -0,209407 0,270427
Lionoleico 3 27,2 0,155724 26,9601 27,4399
Miristico 3 4,97 0,155724 4,73008 5,20992
Oleico 3 29,7 0,155724 29,4601 29,9399
Palmitico 3 24,6 0,155724 24,3601 24,8399
Total 18 16,6601

Esta tabla muestra la media de Ambiental para cada nivel de Acidos grasos. También muestra el error

estandar de cada media, el cual es una medida de la variabilidad de su muestreo. El error estandar es

el resultado de dividir la desviacion estandar mancomunada entre el niUmero de observaciones en cada

nivel.

La tabla también muestra un intervalo alrededor de cada media. Los intervalos mostrados

actualmente estan basados en el procedimiento de la diferencia minima significativa (LSD) de Fisher.

Estan construidos de tal manera que, si dos medias son iguales, sus intervalos se traslaparan un 95,0%

de las veces. Puede ver graficamente los intervalos seleccionando Gréafica de Medias de la lista de

Opciones Gréficas. En las Pruebas de Rangos Multiples, estos intervalos se usan para determinar

cuéles medias son significativamente diferentes de otras.

Pruebas de Mltiple Rangos para Ambiental por Acidos grasos

Método: 95,0 porcentaje

LSD

Acidos grasos |Casos |Media |Grupos Homogéneos
Linolénico 3 0,03051 (X

Miristico 3 4,97 X

Estearico 3 13,46 X

Palmitico 3 24.6 X

Lionoleico 3 27,2 X

Oleico 3 29,7 X

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
Estearico - Linolénico * 13,4295 |0,479835
Estearico - Lionoleico * -13,74 0,479835
Estearico - Miristico * 8,49 0,479835
Estearico - Oleico * 1-16,24 0,479835
Estearico - Palmitico * 1-11,14 0,479835
Linolénico - Lionoleico | * -27,1695 10,479835
Linolénico - Miristico * -4,93949 (0,479835
Linolénico - Oleico * -29,6695 ]0,479835
Linolénico - Palmitico | * -24,5695 (0,479835
Lionoleico - Miristico * 22,23 0,479835

260



Lionoleico - Oleico
Lionoleico - Palmitico
Miristico - Oleico -24,73 0,479835
Miristico - Palmitico -19,63 0,479835
Oleico - Palmitico * 151 0,479835
* indica una diferencia significativa.

-2,5 0,479835
2,6 0,479835

#| | #| *

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuéles medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas
entre cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los 15 pares indica que estos pares
muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95,0% de confianza. En la parte
superior de la pagina, se han identificado 6 grupos homogéneos segln la alineacion de las X's en
columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que
compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las
medias es el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Con este método
hay un riesgo del 5,0% al decir que cada par de medias es significativamente diferente, cuando la
diferencia real es igual a 0.

Verificacion de Varianza

Prueba |Valor-P
Levene's |2,11666 |0,13334
Comparacion Sigmal |Sigma2 |F-Ratio  |P-Valor
Estearico / Linolénico 0,07 0 1,#INF 0,0000
Estearico / Lionoleico |0,07 0,3 0,0544444 (0,1033
Estearico / Miristico 0,07 0,04 3,0625 0,4923
Estearico / Oleico 0,07 0,3 0,0544444 10,1033
Estearico / Palmitico 0,07 0,5 0,0196 0,0384
Linolénico / Lionoleico |0 0,3 0 0,0000
Linolénico / Miristico |0 0,04 |0 0,0000
Linolénico / Oleico 0 0,3 0 0,0000
Linolénico / Palmitico |0 0,5 0 0,0000
Lionoleico / Miristico 0,3 0,04 56,25 0,0349
Lionoleico / Oleico 0,3 0,3 1,0 1,0000
Lionoleico / Palmitico |0,3 0,5 0,36 0,5294
Miristico / Oleico 0,04 0,3 0,0177778 (0,0349
Miristico / Palmitico 0,04 0,5 0,0064 0,0127
Oleico / Palmitico 0,3 0,5 0,36 0,5294

El estadistico mostrado en esta tabla evalla la hip6tesis de que la desviacion estandar de Ambiental
dentro de cada uno de los 6 niveles de Acidos grasos es la misma. De particular interés es el valor-

P. Puesto que el valor-P es mayor o igual que 0,05, no existe una diferencia estadisticamente
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significativa entre las desviaciones estandar, con un nivel del 95,0% de confianza.

La tabla también muestra una comparacion de las desviaciones tipicas para cada par de muestras. P-

valores por debajo de 0.05, de los cuales hay 9, indican una diferencia estadisticamente significativa

entre las dos sigmas al 5% de nivel de signifiacion.

Prueba de Kruskal-Wallis para Ambiental por Acidos grasos

Acidos grasos |Tamafio Muestra [Rango Promedio
Estearico 3 8,0

Linolénico 3 2,0

Lionoleico 3 14,0

Miristico 3 5,0

Oleico 3 17,0

Palmitico 3 11,0

Estadistico = 16,6477 Valor-P = 0,00521888

La prueba de Kruskal-Wallis evalta la hipotesis de que las medianas de Ambiental dentro de cada
uno de los 6 niveles de Acidos grasos son iguales. Primero se combinan los datos de todos los niveles
y se ordenan de menor a mayor. Luego se calcula el rango (rank) promedio para los datos de cada
nivel. Puesto que el valor-P es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa
entre las medianas con un nivel del 95,0% de confianza. Para determinar cuales medianas son
significativamente diferentes de otras, seleccione Grafico de Caja y Bigotes, de la lista de Opciones
Gréficas, y seleccione la opcion de muesca de mediana.

Prueba de la Mediana de Mood para Ambiental por Acidos grasos
Totaln=18
Gran mediana = 18,815

Acidos grasos |Tamafio de Muestra [n<= [n> |Mediana [LC inferior 95,0% |LC superior 95,0%
Estearico 3 3 0 13,46

Linolénico 3 3 0 (0,03051

Lionoleico 3 0 3 (27,2

Miristico 3 3 0 (4,97

Oleico 3 0 3 29,7

Palmitico 3 0 3 |24,6

Estadistico = 18,0 Valor-P =0,00294643
La prueba de medianas de Mood evalla la hipétesis de que las medianas de todas las 6 muestras son

iguales. Lo hace contando el nmero de observaciones en cada muestra, a cada lado de la mediana
global, la cual es igual a 18,815. Puesto que el valor-P para la prueba de chi-cuadrada es menor que
0,05, las medianas de las muestras son significativamente diferentes con un nivel de confianza del
95,0%. También se incluyen (si estan disponibles) los intervalos del 95,0% de confianza para

mediana, basados en los estadisticos de orden de cada muestra.
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11.13.3ANOVA Simple — Abundancia relativas fase micelio

Variable dependiente: Abundancia relativa

Factor: Acidos grasos

Ndmero de observaciones: 36

NUmero de niveles: 12

Resumen Estadistico para Abundancia relativa

Acidos grasos |Recuento |Promedio |Desviacion Estandar |Coeficiente de Variacion|Minimo [Maximo
EstearicoA 3 13,46 0,07 0,520059% 13,39 |13,53
EstearicoC 3 7,911 0,003 0,0379219% 7,908 |7,914
LinolénicoA |3 0,03051 |0 0% 0,03051 {0,03051
LinolénicoC |3 0,023 0,004 17,3913% 0,019 0,027
LionoleicoA |3 27,2 0,3 1,10294% 26,9 27,5
LionoleicoC |3 34,8 0,1 0,287356% 34,7 34,9
MiristicoA 3 4,97 0,04 0,804829% 4,93 5,01
MiristicoC 3 4,96 0,1 2,01613% 4,86 5,06
OleicoA 3 29,7 0,3 1,0101% 29,4 30,0
OleicoC 3 26,987 0,008 0,0296439% 26,979 26,995
PalmiticoA |3 24,6 0,5 2,03252% 24,1 25,1
PalmiticoC 3 25,33 0,1 0,394789% 25,23 125,43
Total 36 16,6643 |12,3138 73,8936% 0,019 |34,9
Acidos grasos |Rango |Sesgo Estandarizado |Curtosis Estandarizada

EstearicoA 0,14 0

EstearicoC 0,006 [2,82613E-12

LinolénicoA |0

LinolénicoC {0,008 |0

LionoleicoA |0,6 0

LionoleicoC |0,2 0

MiristicoA 0,08 0

MiristicoC 0,2 0

OleicoA 0,6 0

OleicoC 0,016 |1,41298E-12

PalmiticoA 1,0 0

PalmiticoC 0,2 0

Total 34,881 (-0,179613 -2,02107

Tabla ANOVA para Abundancia relativa por Acidos grasos

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F Valor-P

Entre grupos|5306,14 11 |482,376 12406,02 0,0000

Intra grupos |{0,933178 24 10,0388824

Total (Corr.)|5307,07 35
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La tabla ANOVA descompone la varianza de Abundancia relativa en dos componentes: un
componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razon-F, que en este caso es igual
a 12406,0, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que
el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre
la media de Abundancia relativa entre un nivel de Acidos grasos y otro, con un nivel del 95,0% de
confianza. Para determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras, seleccione

Pruebas de Mdltiples Rangos, de la lista de Opciones Tabulares.

Tabla de Medias para Abundancia relativa por Acidos grasos con intervalos de confianza del
95,0%

Error Est.
Acidos grasos |Casos |[Media |(s agrupada) [Limite Inferior |Limite Superior
EstearicoA 3 13,46 |0,113846 13,2939 13,6261
EsteéaricoC 3 7,911 ]0,113846 7,74485 8,07715
LinolénicoA |3 0,03051 [0,113846 -0,135636 0,196656
LinolénicoC |3 0,023 ]0,113846 -0,143146 0,189146
LionoleicoA |3 27,2 0,113846 27,0339 27,3661
LionoleicoC |3 34,8 0,113846 34,6339 34,9661
MiristicoA 3 4,97 0,113846 4,80385 5,13615
MiristicoC 3 4,96 0,113846 4,79385 5,12615
OleicoA 3 29,7 0,113846 29,5339 29,8661
OleicoC 3 26,987 [0,113846 26,8209 27,1531
PalmiticoA 3 24,6 0,113846 24,4339 24,7661
PalmiticoC 3 25,33 ]0,113846 25,1639 25,4961
Total 36 16,6643

Esta tabla muestra la media de Abundancia relativa para cada nivel de Acidos grasos. También
muestra el error estandar de cada media, el cual es una medida de la variabilidad de su muestreo. El
error estandar es el resultado de dividir la desviacion estdndar mancomunada entre el nimero de
observaciones en cada nivel. La tabla también muestra un intervalo alrededor de cada media. Los
intervalos mostrados actualmente estan basados en el procedimiento de la diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher. Estan construidos de tal manera que, si dos medias son iguales, sus
intervalos se traslaparan un 95,0% de las veces. Puede ver graficamente los intervalos seleccionando
Grafica de Medias de la lista de Opciones Graficas. En las Pruebas de Rangos Mudltiples, estos

intervalos se usan para determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras.
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Pruebas de Multiple Rangos para Abundancia relativa por Acidos grasos

Método: 95,0 porcentaje LSD

Acidos grasos |Casos |[Media |Grupos Homogéneos
LinolénicoC |3 0,023 [X

LinolénicoA |3 0,03051 (X

MiristicoC 3 4,96 X

MiristicoA 3 4,97 X

EstearicoC 3 7,911 X

EstearicoA 3 13,46 X

PalmiticoA 3 24,6 X

PalmiticoC 3 25,33 X

OleicoC 3 26,987 X
LionoleicoA |3 27,2 X

OleicoA 3 29,7 X
LionoleicoC |3 34,8 X
Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
EstearicoA - EstearicoC * 5,549 0,332292
EstearicoA - LinolénicoA * 13,4295 |0,332292
EstearicoA - LinolénicoC * 113,437 0,332292
EstearicoA - LionoleicoA |* |-13,74 0,332292
EstearicoA - LionoleicoC * -21,34 0,332292
EstearicoA - MiristicoA * 8,49 0,332292
EstearicoA - MiristicoC * 8,5 0,332292
EstearicoA - OleicoA * 1-16,24 0,332292
EstearicoA - OleicoC * 1-13,527 0,332292
EstearicoA - PalmiticoA *  [-11,14 0,332292
EstearicoA - PalmiticoC * -11,87 0,332292
EstearicoC - LinolénicoA * 7,88049 [0,332292
EstearicoC - LinolénicoC * 7,888 0,332292
EstearicoC - LionoleicoA * [-19,289 0,332292
EstearicoC - LionoleicoC * -26,889 0,332292
EstearicoC - MiristicoA * (2,941 0,332292
EstearicoC - MiristicoC * 2,951 0,332292
EstearicoC - OleicoA * -21,789 0,332292
EstearicoC - OleicoC * -19,076 0,332292
EstearicoC - PalmiticoA *  1-16,689 0,332292
EstearicoC - PalmiticoC *  [-17,419 0,332292
LinolénicoA - LinolénicoC 0,00751 |0,332292
LinolénicoA - LionoleicoA | * -27,1695 ]0,332292
LinolénicoA - LionoleicoC | * -34,7695 ]0,332292
LinolénicoA - MiristicoA * -4,93949 (0,332292
LinolénicoA - MiristicoC * -4,92949 (0,332292
LinolénicoA - OleicoA * 1-29,6695 [0,332292
LinolénicoA - OleicoC * 1-26,9565 [0,332292
LinolénicoA - PalmiticoA | * -24,5695 (0,332292
LinolénicoA - PalmiticoC | * -25,2995 (0,332292




LinolénicoC - LionoleicoA | * -27,177 0,332292
LinolénicoC - LionoleicoC | * -34,777 0,332292
LinolénicoC - MiristicoA * -4,947 0,332292
LinolénicoC - MiristicoC * -4,937 0,332292
LinolénicoC - OleicoA * -29,677 0,332292
LinolénicoC - OleicoC * -26,964 0,332292
LinolénicoC - PalmiticoA | * -24,577 0,332292
LinolénicoC - PalmiticoC * -25,307 0,332292
LionoleicoA - LionoleicoC | * -7,6 0,332292
LionoleicoA - MiristicoA * 22,23 0,332292
LionoleicoA - MiristicoC * 22,24 0,332292
LionoleicoA - OleicoA * -2,5 0,332292
LionoleicoA - OleicoC 0,213 0,332292
LionoleicoA - PalmiticoA | * 2,6 0,332292
LionoleicoA - PalmiticoC | * 1,87 0,332292
LionoleicoC - MiristicoA * 29,83 0,332292
LionoleicoC - MiristicoC * 29,84 0,332292
LionoleicoC - OleicoA * |51 0,332292
LionoleicoC - OleicoC * 17,813 0,332292
LionoleicoC - PalmiticoA | * 10,2 0,332292
LionoleicoC - PalmiticoC * 9,47 0,332292
MiristicoA - MiristicoC 0,01 0,332292
MiristicoA - OleicoA * -24,73 0,332292
MiristicoA - OleicoC * -22,017 0,332292
MiristicoA - PalmiticoA * -19,63 0,332292
MiristicoA - PalmiticoC * -20,36 0,332292
MiristicoC - OleicoA * -24,74 0,332292
MiristicoC - OleicoC * 1-22,027 0,332292
MiristicoC - PalmiticoA * 1-19,64 0,332292
MiristicoC - PalmiticoC * 1-20,37 0,332292
OleicoA - OleicoC * 12,713 0,332292
OleicoA - PalmiticoA * 51 0,332292
OleicoA - PalmiticoC * 14,37 0,332292
OleicoC - PalmiticoA * 12,387 0,332292
OleicoC - PalmiticoC * 11,657 0,332292
PalmiticoA - PalmiticoC * 1-0,73 0,332292

* indica una diferencia significativa.

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuéales medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas
entre cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los 63 pares indica que estos pares
muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95,0% de confianza. En la parte
superior de la pagina, se han identificado 9 grupos homogéneos segln la alineacion de las X's en
columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que

compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las
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medias es el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Con este método

hay un riesgo del 5,0% al decir que cada par de medias es significativamente diferente, cuando la

diferencia real es igual a 0.

Verificacion de Varianza

Prueba |Valor-P

Levene's [2,55116 |0,026688

Comparacion Sigmal |Sigmaz2 |F-Ratio P-Valor
EstearicoA / EstearicoC 0,07 0,003 |544,444 0,0037
EstearicoA / LinolénicoA 0,07 0 1,#INF 0,0000
EstearicoA / LinolénicoC |0,07 0,004 |306,25 0,0065
EstearicoA / LionoleicoA |0,07 0,3 0,0544444 10,1033
EstearicoA / LionoleicoC  |0,07 0,1 0,49 0,6577
EstearicoA / MiristicoA 0,07 0,04 [3,0625 0,4923
EstearicoA / MiristicoC 0,07 0,1 0,49 0,6577
EstearicoA / OleicoA 0,07 0,3 0,0544444 10,1033
EstearicoA / OleicoC 0,07 0,008 (76,5625 0,0258
EstearicoA / PalmiticoA 0,07 0,5 0,0196 0,0384
EstearicoA / PalmiticoC 0,07 0,1 0,49 0,6577
EstearicoC / LinolénicoA {0,003 |0 1,#INF 0,0000
EstearicoC / LinolénicoC  |0,003 0,004 |0,5625 0,7200
EstearicoC / LionoleicoA 0,003 (0,3 0,0001 0,0002
EstearicoC / LionoleicoC 0,003 (0,1 0,0009 0,0018
EstearicoC / MiristicoA 0,003 |0,04 0,005625 0,0112
EstearicoC / MiristicoC 0,003 (0,1 0,0009 0,0018
EstearicoC / OleicoA 0,003 (0,3 0,0001 0,0002
EstearicoC / OleicoC 0,003 (0,008 (0,140625 0,2466
EstearicoC / PalmiticoA 0,003 |05 0,000036 0,0001
EstearicoC / PalmiticoC 0,003 |01 0,0009 0,0018
LinolénicoA / LinolénicoC |0 0,004 |0 0,0000
LinolénicoA / LionoleicoA |0 0,3 0 0,0000
LinolénicoA / LionoleicoC |0 0,1 0 0,0000
LinolénicoA / MiristicoA |0 0,04 0 0,0000
LinolénicoA / MiristicoC |0 0,1 0 0,0000
LinolénicoA / OleicoA 0 0,3 0 0,0000
LinolénicoA / OleicoC 0 0,008 |0 0,0000
LinolénicoA / PalmiticoA |0 0,5 0 0,0000
LinolénicoA / PalmiticoC |0 0,1 0 0,0000
LinolénicoC / LionoleicoA |0,004 |0,3 0,000177778|0,0004
LinolénicoC / LionoleicoC |0,004 |0,1 0,0016 0,0032
LinolénicoC / MiristicoA {0,004 |0,04 |0,01 0,0198
LinolénicoC / MiristicoC  [0,004 |0,1 0,0016 0,0032
LinolénicoC / OleicoA 0,004 0,3 0,000177778|0,0004
LinolénicoC / OleicoC 0,004 |0,008 0,25 0,4000
LinolénicoC / PalmiticoA ]0,004 |0,5 0,000064 0,0001
LinolénicoC / PalmiticoC  |0,004 |0,1 0,0016 0,0032
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LionoleicoA / LionoleicoC |0,3 0,1 9,0 0,2000
LionoleicoA / MiristicoA |0,3 0,04 56,25 0,0349
LionoleicoA / MiristicoC  |0,3 0,1 9,0 0,2000
LionoleicoA / OleicoA 0,3 0,3 1,0 1,0000
LionoleicoA / OleicoC 0,3 0,008 |1406,25 0,0014
LionoleicoA / PalmiticoA 0,3 0,5 0,36 0,5294
LionoleicoA / PalmiticoC  |0,3 0,1 9,0 0,2000
LionoleicoC / MiristicoA |0,1 0,04 6,25 0,2759
LionoleicoC / MiristicoC  |0,1 0,1 1,0 1,0000
LionoleicoC / OleicoA 0,1 0,3 0,111111 0,2000
LionoleicoC / OleicoC 0,1 0,008 |156,25 0,0127
LionoleicoC / PalmiticoA |0,1 0,5 0,04 0,0769
LionoleicoC / PalmiticoC  [0,1 0,1 1,0 1,0000
MiristicoA / MiristicoC 0,04 0,1 0,16 0,2759
MiristicoA / OleicoA 0,04 0,3 0,0177778 |0,0349
MiristicoA / OleicoC 0,04 0,008 (25,0 0,0769
MiristicoA / PalmiticoA 0,04 0,5 0,0064 0,0127
MiristicoA / PalmiticoC 0,04 0,1 0,16 0,2759
MiristicoC / OleicoA 0,1 0,3 0,111111 0,2000
MiristicoC / OleicoC 0,1 0,008 (156,25 0,0127
MiristicoC / PalmiticoA 0,1 0,5 0,04 0,0769
MiristicoC / PalmiticoC 0,1 0,1 1,0 1,0000
OleicoA / OleicoC 0,3 0,008 |1406,25 0,0014
OleicoA / PalmiticoA 0,3 0,5 0,36 0,5294
OleicoA / PalmiticoC 0,3 0,1 9,0 0,2000
OleicoC / PalmiticoA 0,008 (0,5 0,000256 0,0005
OleicoC / PalmiticoC 0,008 (0,1 0,0064 0,0127
PalmiticoA / PalmiticoC 0,5 0,1 25,0 0,0769

El estadistico mostrado en esta tabla eval(a la hipétesis de que la desviacion estandar de Abundancia
relativa dentro de cada uno de los 12 niveles de Acidos grasos es la misma. De particular interés es
el valor-P. Puesto que el valor-P es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente
significativa entre las desviaciones estandar, con un nivel del 95,0% de confianza. Esto viola uno de
los supuestos importantes subyacentes en el analisis de varianza e invalidara la mayoria de las pruebas

estadisticas comunes.
La tabla también muestra una comparacion de las desviaciones tipicas para cada par de muestras. P-

valores por debajo de 0.05, de los cuales hay 38, indican una diferencia estadisticamente significativa

entre las dos sigmas al 5% de nivel de significacion.
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Prueba de Kruskal-Wallis para Abundancia relativa por Acidos grasos

Acidos grasos |Tamafio Muestra [Rango Promedio
EstearicoA 3 17,0
EstearicoC 3 14,0
LinolénicoA |3 50
LinolénicoC |3 2,0
LionoleicoA |3 28,0
LionoleicoC |3 35,0
MiristicoA 3 9,66667
MiristicoC 3 9,33333
OleicoA 3 32,0
OleicoC 3 27,0
PalmiticoA 3 20,0
PalmiticoC 3 23,0

Estadistico = 34,5734 Valor-P = 0,000291304

La prueba de Kruskal-Wallis evalUa la hipétesis de que las medianas de Abundancia relativa dentro

de cada uno de los 12 niveles de Acidos grasos son iguales. Primero se combinan los datos de todos

los niveles y se ordenan de menor a mayor. Luego se calcula el rango (rank) promedio para los datos

de cada nivel.

significativa entre las medianas con un nivel del 95,0% de confianza.

Puesto que el valor-P es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente

Para determinar cuéles

medianas son significativamente diferentes de otras, seleccione Gréafico de Caja y Bigotes, de la lista

de Opciones Gréficas, y seleccione la opcidn de muesca de mediana.

Prueba de la Mediana de Mood para Abundancia relativa por Acidos grasos

Total n = 36

Gran mediana = 18,815

Acidos grasos |Tamafio de Muestra |n<= [n> |[Mediana |LC inferior 95,0% |[LC superior 95,0%
EstearicoA 3 3 0 13,46
EstearicoC 3 3 0 (7,911
LinolénicoA |3 3 0 1]0,03051
LinolénicoC |3 3 0 10,023
LionoleicoA |3 0 3 |27,2
LionoleicoC |3 0 3 34,8
MiristicoA 3 3 0 14,97
MirfisticoC 3 3 0 14,96
OleicoA 3 0 3 129,7
OleicoC 3 0 3 |26,987
PalmiticoA 3 0 3 (24,6
PalmiticoC 3 0 3 25,33

Estadistico = 36,0 Valor-P = 0,000169236
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La prueba de medianas de Mood evalua la hipotesis de que las medianas de todas las 12 muestras son

iguales. Lo hace contando el nimero de observaciones en cada muestra, a cada lado de la mediana

global, la cual es igual a 18,815. Puesto que el valor-P para la prueba de chi-cuadrada es menor que

0,05, las medianas de las muestras son significativamente diferentes con un nivel de confianza del

95,0%. También se incluyen (si estan disponibles) los intervalos del 95,0% de confianza para

mediana, basados en los estadisticos de orden de cada muestra.

11.13.4ANOVA Simple — Relacion insaturados/saturados para micelio

Variable dependiente: relacion insaturados/saturados
Factor: Solvente

NUmero de observaciones: 24
NUmero de niveles: 8

Resumen Estadistico para relacion insaturados/saturados

Tabla ANOVA para relacién insaturados/saturados por Solvente

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos|11,2605 7 11,60864 643,45 0,0000
Intra grupos |0,04 16 (0,0025

Total (Corr.)|11,3005 23

Solvente Recuento |Promedio |Desviacién Estandar [Coeficiente de Variacion|Minimo |Maximo
Cloroformo A |3 1,76 0,05 2,84091% 1,71 1,81
Cloroformo C |3 1,34 0,05 3,73134% 1,29 1,39
Hexano A 3 2,19 0,05 2,28311% 2,14 2,24
Hexano C 3 2,12 0,05 2,35849% 2,07 2,17
Isopropanol A |3 1,58 0,05 3,16456% 1,53 1,63
Isopropanol C |3 2,61 0,05 1,91571% 2,56 2,66
Metanol A 3 0,57 0,05 8,77193% 0,52 0,62
Metanol C 3 0,62 0,05 8,06452% 0,57 0,67
Total 24 1,59875 |0,700945 43,8433% 0,52 2,66
Solvente Rango |Sesgo Estandarizado |Curtosis Estandarizada

Cloroformo A |0,1 0

Cloroformo C |0,1 0

Hexano A 0,1 0

Hexano C 0,1 0

Isopropanol A|0,1 0

Isopropanol C |0,1 0

Metanol A 0,1 0

Metanol C 0,1 0

Total 2,14 |-0,542942 -1,10377
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La tabla ANOVA descompone la varianza de relacién insaturados/saturados en dos componentes: un
componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razén-F, que en este caso es igual
a 643,455, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que
el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre
la media de Indice de INsaturacion entre un nivel de Solvente y otro, con un nivel del 95,0% de
confianza. Para determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras, seleccione

Pruebas de Mdltiples Rangos, de la lista de Opciones Tabulares.

Tabla de Medias para relacion insaturados/saturados por Solvente con intervalos de
confianza del 95,0%

Error Est.
Solvente Casos |Media |(s agrupada) |Limite Inferior [Limite Superior
Cloroformo A |3 1,76 0,0288675 |1,71673 1,80327
Cloroformo C |3 1,34 0,0288675 |1,29673 1,38327
Hexano A 3 2,19 0,0288675 |2,14673 2,23327
Hexano C 3 2,12 0,0288675 |2,07673 2,16327
Isopropanol A |3 1,58 0,0288675 |1,53673 1,62327
Isopropanol C |3 2,61 0,0288675 |2,56673 2,65327
Metanol A 3 0,57 0,0288675 |0,526728 0,613272
Metanol C 3 0,62 0,0288675 |0,576728 0,663272
Total 24 1,59875

Esta tabla muestra la media de relacion insaturados/saturados para cada nivel de Solvente. También
muestra el error estandar de cada media, el cual es una medida de la variabilidad de su muestreo. El
error estandar es el resultado de dividir la desviacion estandar mancomunada entre el nimero de
observaciones en cada nivel. La tabla también muestra un intervalo alrededor de cada media. Los
intervalos mostrados actualmente estdn basados en el procedimiento de la diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher. Estan construidos de tal manera que, si dos medias son iguales, sus
intervalos se traslaparan un 95,0% de las veces. Puede ver graficamente los intervalos seleccionando
Grafica de Medias de la lista de Opciones Graficas. En las Pruebas de Rangos Mudltiples, estos

intervalos se usan para determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras.

Pruebas de Mdltiple Rangos para relacion insaturados/saturados por Solvente

Método: 95,0 porcentaje LSD
Solvente Casos |Media |Grupos Homogéneos
Metanol A 3 057 |X
Metanol C 3 062 |X
Cloroformo C |3 1,34 X
3
3

Isopropanol A 1,58 X
Cloroformo A 1,76 X
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Hexano C 3 2,12 X

Hexano A 3 2,19 X

Isopropanol C |3 2,61 X

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
Cloroformo A - Cloroformo C | * |0,42 0,086545
Cloroformo A - Hexano A * -0,43 0,086545
Cloroformo A - Hexano C * -0,36 0,086545
Cloroformo A - Isopropanol A | * [0,18 0,086545
Cloroformo A - Isopropanol C | * |-0,85 0,086545
Cloroformo A - Metanol A * 1,19 0,086545
Cloroformo A - Metanol C * 1,14 0,086545
Cloroformo C - Hexano A * -0,85 0,086545
Cloroformo C - Hexano C * -0,78 0,086545
Cloroformo C - Isopropanol A | * |-0,24 0,086545
Cloroformo C - Isopropanol C | *  [-1,27 0,086545
Cloroformo C - Metanol A * 0,77 0,086545
Cloroformo C - Metanol C * 10,72 0,086545

Hexano A - Hexano C 0,07 0,086545

Hexano A - Isopropanol A * 10,61 0,086545
Hexano A - Isopropanol C * 10,42 0,086545
Hexano A - Metanol A * 11,62 0,086545
Hexano A - Metanol C * 1,57 0,086545
Hexano C - Isopropanol A * 10,54 0,086545
Hexano C - Isopropanol C * 1-0,49 0,086545
Hexano C - Metanol A * 1,55 0,086545
Hexano C - Metanol C * 15 0,086545
Isopropanol A - Isopropanol C | *  |-1,03 0,086545
Isopropanol A - Metanol A * 1,01 0,086545
Isopropanol A - Metanol C * 10,96 0,086545
Isopropanol C - Metanol A * (2,04 0,086545
Isopropanol C - Metanol C * 11,99 0,086545

Metanol A - Metanol C -0,05 0,086545
* indica una diferencia significativa.

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuéles medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas
entre cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los 26 pares indica que estos pares
muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95,0% de confianza. En la parte
superior de la pagina, se han identificado 6 grupos homogéneos segln la alineacion de las X's en
columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que
compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las
medias es el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Con este método

hay un riesgo del 5,0% al decir que cada par de medias es significativamente diferente, cuando la
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diferencia real es igual a 0.

Verificacion de Varianza
Prueba |Valor-P
Levene's |0 1,0

Comparacion Sigmal [Sigma?2 |F-Ratio |P-Valor
Cloroformo A / Cloroformo C (0,05 0,05 1,0 1,0000
Cloroformo A / Hexano A 0,05 0,05 1,0 1,0000
Cloroformo A / Hexano C 0,05 0,05 1,0 1,0000
Cloroformo A / Isopropanol A |0,05 |0,05 |1,0 1,0000
Cloroformo A/ Isopropanol C |0,05 |0,05 |1,0 1,0000
Cloroformo A / Metanol A 0,05 0,05 1,0 1,0000
Cloroformo A / Metanol C 0,05 0,05 1,0 1,0000
Cloroformo C / Hexano A 0,05 0,05 1,0 1,0000
Cloroformo C / Hexano C 0,05 0,05 1,0 1,0000
Cloroformo C / Isopropanol A |0,05 |0,05 |1,0 1,0000
Cloroformo C / Isopropanol C |0,05 |0,05 |1,0 1,0000
Cloroformo C / Metanol A 0,05 0,05 1,0 1,0000
Cloroformo C / Metanol C 0,05 0,05 1,0 1,0000
Hexano A / Hexano C 0,05 0,05 1,0 1,0000
Hexano A / Isopropanol A 0,056 0,056 |10 1,0000
Hexano A / Isopropanol C 0,06 |0,056 |10 1,0000
Hexano A / Metanol A 0,05 0,05 1,0 1,0000
Hexano A / Metanol C 0,05 0,05 1,0 1,0000
Hexano C / Isopropanol A 0,05 0,05 1,0 1,0000
Hexano C / Isopropanol C 0,05 0,05 1,0 1,0000
Hexano C / Metanol A 0,05 0,05 1,0 1,0000
Hexano C / Metanol C 0,05 0,05 1,0 1,0000
Isopropanol A/ Isopropanol C (0,05 |0,05 |1,0 1,0000
Isopropanol A / Metanol A 0,05 0,05 1,0 1,0000
Isopropanol A / Metanol C 0,05 0,05 1,0 1,0000
Isopropanol C / Metanol A 0,05 0,05 1,0 1,0000
Isopropanol C / Metanol C 0,056 0,05 |10 1,0000
Metanol A / Metanol C 0,05 0,05 1,0 1,0000

El estadistico mostrado en esta tabla evalla la hip6tesis de que la desviacion estandar de relacion
insaturados/saturados dentro de cada uno de los 8 niveles de Solvente es la misma. De particular
interés es el valor-P. Puesto que el valor-P es mayor o igual que 0,05, no existe una diferencia

estadisticamente significativa entre las desviaciones estandar, con un nivel del 95,0% de confianza.
La tabla también muestra una comparacion de las desviaciones tipicas para cada par de muestras. P-

valores por debajo de 0.05, de los cuales hay 0, indican una diferencia estadisticamente significativa

entre las dos sigmas al 5% de nivel de significacion.

273



Prueba de Kruskal-Wallis para relacion insaturados/saturados por Solvente

Solvente Tamafo Muestra [Rango Promedio
Cloroformo A |3 14,0
Cloroformo C |3 8,0

Hexano A 3 19,6667

Hexano C 3 17,3333
Isopropanol A |3 11,0
Isopropanol C |3 23,0

Metanol A 3 2,66667

Metanol C 3 4,33333

Estadistico = 22,4062 Valor-P =0,00216142

La prueba de Kruskal-Wallis evalia la hipotesis de que las medianas de relacion
insaturados/saturados dentro de cada uno de los 8 niveles de Solvente son iguales. Primero se
combinan los datos de todos los niveles y se ordenan de menor a mayor. Luego se calcula el rango
(rank) promedio para los datos de cada nivel. Puesto que el valor-P es menor que 0,05, existe una
diferencia estadisticamente significativa entre las medianas con un nivel del 95,0% de confianza.
Para determinar cuéles medianas son significativamente diferentes de otras, seleccione Gréfico de

Cajay Bigotes, de la lista de Opciones Graficas, y seleccione la opcidén de muesca de mediana.

Prueba de la Mediana de Mood para relacion insaturados/saturados por Solvente
Total n=24
Gran mediana = 1,67

Solvente Tamafio de Muestra [n<= [n> |Mediana |LC inferior 95,0% |LC superior 95,0%
Cloroformo A |3 0 3 |1,76
Cloroformo C |3 3 0 (1,34
Hexano A 3 0 3 (2,19
Hexano C 3 0 3 (2,12
Isopropanol A |3 3 0 |1,58
Isopropanol C (3 0 3 |2,61
Metanol A 3 3 0 0,57
Metanol C 3 3 0 (0,62

Estadistico = 24,0 Valor-P =0,00113935

La prueba de medianas de Mood evalua la hipétesis de que las medianas de todas las 8 muestras son
iguales. Lo hace contando el nimero de observaciones en cada muestra, a cada lado de la mediana
global, la cual es igual a 1,67. Puesto que el valor-P para la prueba de chi-cuadrada es menor que
0,05, las medianas de las muestras son significativamente diferentes con un nivel de confianza del
95,0%. También se incluyen (si estan disponibles) los intervalos del 95,0% de confianza para

mediana, basados en los estadisticos de orden de cada muestra.
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11.13.5ANOVA Simple — Abundancia relativas fase levadura

Variable dependiente: Abundancia relativa leva

Factor: Acidos grasos levadura

Ndmero de observaciones: 36

NUmero de niveles: 12

Resumen Estadistico para Abundancia relativa leva

Acidos grasos levadura [Recuento |Promedio |Desviacion Estandar |Coeficiente de Variacion|Minimo
EstearicoA 3 22,306 |0,003 0,0134493% 22,303
EstearicoC 3 29,33 0,07 0,238663% 29,26
LinolénicoA 3 0 0 % 0
LinolénicoC 3 0,07 0,04 57,1429% 0,03
LionoleicoA 3 12,3 0,1 0,813008% 12,2
LionoleicoC 3 6,82667 |0,0702377 1,02887% 6,76
MiristicoA 3 0,5 0,1 20,0% 0,4
MiristicoC 3 0,98 0,006 0,612245% 0,974
OleicoA 3 23,9333 [0,061101 0,255297% 23,88
OleicoC 3 18,9 0,3 1,5873% 18,6
PalmiticoA 3 41,0 0,1 0,243902% 40,9
PalmiticoC 3 43,87 0,05 0,113973% 43,82
Total 36 16,668 15,3773 92,2567% 0
Acidos grasos Méaximo |Rango |Sesgo Curtosis

levadura Estandarizado Estandarizada

EstearicoA 22,309 (0,006 |0

EstearicoC 29,4 0,14 |0

LinolénicoA 0 0

LinolénicoC 0,11 0,08 |0

LionoleicoA 12,4 0,2 0

LionoleicoC 6,9 0,14 |0,299299

MiristicoA 0,6 0,2 0

MiristicoC 0,986 (0,012 |0

OleicoA 24,0 0,12 |0,6613

OleicoC 19,2 0,6 0

PalmiticoA 41,1 0,2 0

PalmiticoC 43,92 0,1 0

Total 43,92 143,92 |1,15006 -1,29376
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Tabla ANOVA para Abundancia relativa leva por Acidos grasos levadura

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Raz6n-F Valor-P
Entre grupos|8275,92 11 |752,356 65559,27 0,0000
Intra grupos |0,275423 24 10,011476

Total (Corr.) [8276,2 35

La tabla ANOVA descompone la varianza de Abundancia relativa leva en dos componentes: un
componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razén-F, que en este caso es igual
a 65559,3, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que
el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre
la media de Abundancia relativa leva entre un nivel de Acidos grasos levadura y otro, con un nivel
del 95,0% de confianza. Para determinar cudles medias son significativamente diferentes de otras,

seleccione Pruebas de Multiples Rangos, de la lista de Opciones Tabulares.

Tabla de Medias para Abundancia relativa leva por Acidos grasos levadura con intervalos de
confianza del 95,0%

Error Est.
Nivel Casos |Media |(s agrupada) |Limite Inferior |Limite Superior
EstedricoA |3 22,306 ]0,0618492 |22,2157 22,3963
EstearicoC |3 29,33 10,0618492  |29,2397 29,4203
LinolénicoA |3 0 0,0618492  |-0,0902627 0,0902627
LinolénicoC |3 0,07 0,0618492  |-0,0202627 0,160263
LionoleicoA |3 12,3 0,0618492  |12,2097 12,3903
LionoleicoC |3 6,82667 |0,0618492  |6,7364 6,91693
MiristicoA |3 0,5 0,0618492  |0,409737 0,590263
MiristicoC |3 0,98 0,0618492 |0,889737 1,07026
OleicoA 3 23,9333 [0,0618492  |23,8431 24,0236
OleicoC 3 18,9 0,0618492  [18,8097 18,9903
PalmiticoA |3 41,0 0,0618492  [40,9097 41,0903
PalmiticoC |3 43,87 |0,0618492 (43,7797 43,9603
Total 36 16,668

Esta tabla muestra la media de Abundancia relativa leva para cada nivel de Acidos grasos levadura.
También muestra el error estandar de cada media, el cual es una medida de la variabilidad de su
muestreo. El error estandar es el resultado de dividir la desviacion estandar mancomunada entre el
nimero de observaciones en cada nivel. La tabla también muestra un intervalo alrededor de cada
media. Los intervalos mostrados actualmente estan basados en el procedimiento de la diferencia
minima significativa (LSD) de Fisher. Estan construidos de tal manera que, si dos medias son iguales,
sus intervalos se traslaparan un 95,0% de las veces. En las Pruebas de Rangos Multiples, estos

intervalos se usan para determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras.
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Pruebas de Multiple Rangos para Abundancia relativa leva por Acidos grasos levadura

Método: 95,0 porcentaje LSD

Nivel Casos |Media |Grupos Homogéneos
LinolénicoA |3 0 X

LinolénicoC |3 0,07 X

MiristicoA |3 0,5 X

MiristicoC |3 0,98 X

LionoleicoC |3 6,82667 X

LionoleicoA |3 12,3 X

OleicoC 3 18,9 X

EstearicoA |3 22,306 X

OleicoA 3 23,9333 X

EstearicoC (3 29,33 X
PalmiticoA (3 41,0 X
PalmiticoC |3 43,87 X
Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
EstearicoA - EstearicoC * -7,024 0,180525
EstearicoA - LinolénicoA * 22,306 0,180525
EstearicoA - LinolénicoC * 22,236 0,180525
EstearicoA - LionoleicoA * 10,006 0,180525
EstearicoA - LionoleicoC * 15,4793 |0,180525
EstearicoA - MiristicoA * 21,806 0,180525
EstearicoA - MiristicoC * 21,326 0,180525
EstearicoA - OleicoA * 1-1,62733 [0,180525
EstearicoA - OleicoC * 13,406 0,180525
EstearicoA - PalmiticoA * 1-18,694 0,180525
EstearicoA - PalmiticoC * -21,564 0,180525
EstearicoC - LinolénicoA * 29,33 0,180525
EstearicoC - LinolénicoC * 29,26 0,180525
EstearicoC - LionoleicoA |* 17,03 0,180525
EstearicoC - LionoleicoC * 122,5033 [0,180525
EstearicoC - MiristicoA * 128,83 0,180525
EstearicoC - MiristicoC * 28,35 0,180525
EstearicoC - OleicoA * 5,39667 [0,180525
EstearicoC - OleicoC * 10,43 0,180525
EstearicoC - PalmiticoA * 1-11,67 0,180525
EstearicoC - PalmiticoC * |-14,54 0,180525
LinolénicoA - LinolénicoC -0,07 0,180525
LinolénicoA - LionoleicoA | * -12,3 0,180525
LinolénicoA - LionoleicoC | * -6,82667 ]0,180525
LinolénicoA - MiristicoA * -0,5 0,180525
LinolénicoA - MiristicoC * -0,98 0,180525
LinolénicoA - OleicoA * 1-23,9333 [0,180525
LinolénicoA - OleicoC * -18,9 0,180525
LinolénicoA - PalmiticoA | * -41,0 0,180525
LinolénicoA - PalmiticoC | * -43,87 0,180525




-12,23 0,180525
-6,75667 |0,180525
-0,43 0,180525
-0,91 0,180525
-23,8633  |0,180525
-18,83 0,180525
-40,93 0,180525

LinolénicoC - LionoleicoA
LinolénicoC - LionoleicoC
LinolénicoC - MiristicoA
LinolénicoC - MiristicoC
LinolénicoC - OleicoA
LinolénicoC - OleicoC
LinolénicoC - PalmiticoA

LinolénicoC - PalmiticoC -43,8 0,180525
LionoleicoA - LionoleicoC 5,47333  [0,180525
LionoleicoA - MiristicoA 11,8 0,180525

LionoleicoA - MiristicoC
LionoleicoA - OleicoA
LionoleicoA - OleicoC
LionoleicoA - PalmiticoA
LionoleicoA - PalmiticoC
LionoleicoC - MiristicoA
LionoleicoC - MiristicoC
LionoleicoC - OleicoA
LionoleicoC - OleicoC
LionoleicoC - PalmiticoA
LionoleicoC - PalmiticoC

11,32 0,180525
-11,6333  |0,180525
-6,6 0,180525
-28,7 0,180525
-31,57 0,180525
6,32667 |0,180525
5,84667  [0,180525
-17,1067 |0,180525
-12,0733  |0,180525
-34,1733 |0,180525
-37,0433 |0,180525

MiristicoA - MiristicoC -0,48 0,180525
MiristicoA - OleicoA -23,4333 ]0,180525
MiristicoA - OleicoC -18,4 0,180525
MiristicoA - PalmiticoA -40,5 0,180525

MiristicoA - PalmiticoC
MiristicoC - OleicoA
MiristicoC - OleicoC
MiristicoC - PalmiticoA
MiristicoC - PalmiticoC
OleicoA - OleicoC
OleicoA - PalmiticoA
OleicoA - PalmiticoC

-43,37 0,180525
-22,9533 |0,180525
-17,92 0,180525
-40,02 0,180525
-42,89 0,180525
5,03333  |0,180525
-17,0667 |0,180525
-19,9367 |0,180525

Xl k| Sk k| k| k[ R| | k| k| k| k| k| k| [ K| k| k| k| k| k[ K[ | k| k| k| k| k[ ¥| ¥| k| k| k| k| ¥ *

OleicoC - PalmiticoA 22,1 0,180525
OleicoC - PalmiticoC -24 .97 0,180525
PalmiticoA - PalmiticoC -2,87 0,180525

* indica una diferencia significativa.

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuales medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas
entre cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los 65 pares indica que estos pares
muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95,0% de confianza. En la parte
superior de la pagina, se han identificado 11 grupos homogéneos segln la alineacién de las X's en
columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que

compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las
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medias es el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Con este método

hay un riesgo del 5,0% al decir que cada par de medias es significativamente diferente, cuando la

diferencia real es igual a 0.

Verificacion de Varianza

Prueba |Valor-P

Levene's |2,20292 |0,0512853

Comparacion Sigmal |[Sigma2 |F-Ratio P-Valor
EstearicoA / EstearicoC 0,003 0,07 0,00183673|0,0037
EstearicoA / LinolénicoA {0,003 0 1.#INF 0,0000
EstearicoA / LinolénicoC |0,003 0,04 0,005625 (0,0112
EstearicoA / LionoleicoA 0,003 0,1 0,0009 0,0018
EstearicoA / LionoleicoC {0,003 0,0702377 {0,00182432|0,0036
EstearicoA / MiristicoA 0,003 0,1 0,0009 0,0018
EstearicoA / MiristicoC 0,003 0,006 0,25 0,4000
EstearicoA / OleicoA 0,003 0,061101 [0,00241071(0,0048
EstearicoA / OleicoC 0,003 0,3 0,0001 0,0002
EstearicoA / PalmiticoA 0,003 0,1 0,0009 0,0018
EstearicoA / PalmiticoC 0,003 0,05 0,0036 0,0072
EstearicoC / LinolénicoA |0,07 0 1,#INF 0,0000
EstearicoC / LinolénicoC  |0,07 0,04 3,0625 0,4923
EstearicoC / LionoleicoA |0,07 0,1 0,49 0,6577
EstearicoC / LionoleicoC  |0,07 0,0702377 (0,993243 [0,9966
EstearicoC / MiristicoA 0,07 0,1 0,49 0,6577
EstearicoC / MiristicoC 0,07 0,006 136,111 0,0146
EstearicoC / OleicoA 0,07 0,061101 (1,3125 0,8649
EstearicoC / OleicoC 0,07 0,3 0,0544444 10,1033
EstearicoC / PalmiticoA 0,07 0,1 0,49 0,6577
EstearicoC / PalmiticoC 0,07 0,05 1,96 0,6757
LinolénicoA / LinolénicoC |0 0,04 0 0,0000
LinolénicoA / LionoleicoA |0 0,1 0 0,0000
LinolénicoA / LionoleicoC |0 0,0702377 |0 0,0000
LinolénicoA / MiristicoA |0 0,1 0 0,0000
LinolénicoA / MiristicoC |0 0,006 0 0,0000
LinolénicoA / OleicoA 0 0,061101 (O 0,0000
LinolénicoA / OleicoC 0 0,3 0 0,0000
LinolénicoA / PalmiticoA |0 0,1 0 0,0000
LinolénicoA / PalmiticoC |0 0,05 0 0,0000
LinolénicoC / LionoleicoA |0,04 0,1 0,16 0,2759
LinolénicoC / LionoleicoC (0,04 0,0702377 {0,324324 |0,4898
LinolénicoC / MiristicoA |0,04 0,1 0,16 0,2759
LinolénicoC / MiristicoC  |0,04 0,006 44 4444 0,0440
LinolénicoC / OleicoA 0,04 0,061101 |(0,428571 |0,6000
LinolénicoC / OleicoC 0,04 0,3 0,0177778 (0,0349
LinolénicoC / PalmiticoA 0,04 0,1 0,16 0,2759
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LinolénicoC / PalmiticoC  [0,04 0,05 0,64 0,7805
LionoleicoA / LionoleicoC |0,1 0,0702377 |2,02703 0,6607
LionoleicoA / MiristicoA |0,1 0,1 1,0 1,0000
LionoleicoA / MiristicoC  |0,1 0,006 277,778 0,0072
LionoleicoA / OleicoA 0,1 0,061101 (2,67857 0,5437
LionoleicoA / OleicoC 0,1 0,3 0,111111 {0,2000
LionoleicoA / PalmiticoA |0,1 0,1 1,0 1,0000
LionoleicoA / PalmiticoC |0,1 0,05 4,0 0,4000
LionoleicoC / MiristicoA  |0,0702377 (0,1 0,493333 (0,6607
LionoleicoC / MiristicoC  |0,0702377 {0,006 137,037 0,0145
LionoleicoC / OleicoA 0,0702377 (0,061101 |1,32143 0,8615
LionoleicoC / OleicoC 0,0702377 (0,3 0,0548148 |0,1039
LionoleicoC / PalmiticoA |0,0702377 (0,1 0,493333 |0,6607
LionoleicoC / PalmiticoC  [{0,0702377 |0,05 1,97333 0,6726
MiristicoA / MiristicoC 0,1 0,006 277,778 0,0072
MiristicoA / OleicoA 0,1 0,061101 (2,67857 0,5437
MiristicoA / OleicoC 0,1 0,3 0,111111 |0,2000
MiristicoA / PalmiticoA 0,1 0,1 1,0 1,0000
MiristicoA / PalmiticoC 0,1 0,05 4,0 0,4000
MiristicoC / OleicoA 0,006 0,061101 {0,00964286|0,0191
MiristicoC / OleicoC 0,006 0,3 0,0004 0,0008
MiristicoC / PalmiticoA 0,006 0,1 0,0036 0,0072
MiristicoC / PalmiticoC 0,006 0,05 0,0144 0,0284
OleicoA / OleicoC 0,061101 |0,3 0,0414815 |0,0797
OleicoA / PalmiticoA 0,061101 (0,1 0,373333 |0,5437
OleicoA / PalmiticoC 0,061101 (0,05 1,49333 0,8021
OleicoC / PalmiticoA 0,3 0,1 9,0 0,2000
OleicoC / PalmiticoC 0,3 0,05 36,0 0,0541
PalmiticoA / PalmiticoC 0,1 0,05 4,0 0,4000

El estadistico mostrado en esta tabla eval(a la hipétesis de que la desviacion estandar de Abundancia

relativa leva dentro de cada uno de los 12 niveles de Acidos grasos levadura es la misma. De

particular interés es el valor-P. Puesto que el valor-P es mayor o igual que 0,05, no existe una

diferencia estadisticamente significativa entre las desviaciones estandar, con un nivel del 95,0% de

confianza.

La tabla también muestra una comparacion de las desviaciones tipicas para cada par de muestras. P-

valores por debajo de 0.05, de los cuales hay 30, indican una diferencia estadisticamente significativa

entre las dos sigmas al 5% de nivel de signifiacion.
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Prueba de Kruskal-Wallis para Abundancia relativa leva por Acidos grasos levadura

Acidos grasos levadura |Tamafio Muestra |Rango Promedio
EstearicoA 3 23,0
EstearicoC 3 29,0
LinolénicoA 3 2,0
LinolénicoC 3 50
LionoleicoA 3 17,0
LionoleicoC 3 14,0
MiristicoA 3 8,0
MiristicoC 3 11,0
OleicoA 3 26,0
OleicoC 3 20,0
PalmiticoA 3 32,0
PalmiticoC 3 35,0

Estadistico = 34,8017 Valor-P =0,000267167

La prueba de Kruskal-Wallis evalGa la hipétesis de que las medianas de Abundancia relativa leva

dentro de cada uno de los 12 niveles de Acidos grasos levadura son iguales. Primero se combinan

los datos de todos los niveles y se ordenan de menor a mayor. Luego se calcula el rango (rank)

promedio para los datos de cada nivel. Puesto que el valor-P es menor que 0,05, existe una diferencia

estadisticamente significativa entre las medianas con un nivel del 95,0% de confianza.

Para

determinar cuales medianas son significativamente diferentes de otras, seleccione Grafico de Cajay

Bigotes, de la lista de Opciones Graficas, y seleccione la opcién de muesca de mediana.

Prueba de la Mediana de Mood para Abundancia relativa leva por Acidos grasos levadura

Total n = 36
Gran mediana = 15,5

Acidos grasos levadura | Tamafio de Muestra [n<= [n> [Mediana |[LC inferior 95,0% |LC superior 95,0%
EstearicoA 3 0 3 |22,306
EstearicoC 3 0 3 129,33
LinolénicoA 3 3 0 |0
LinolénicoC 3 3 0 (0,07
LionoleicoA 3 3 0 (12,3
LionoleicoC 3 3 0 16,82
MiristicoA 3 3 0 |05
MiristicoC 3 3 0 (0,98
OleicoA 3 0 3 ]23,92
OleicoC 3 0 3 (18,9
PalmiticoA 3 0 3 (41,0
PalmiticoC 3 0 3 143,87

Estadistico = 36,0 Valor-P = 0,000169236

La prueba de medianas de Mood evalua la hipotesis de que las medianas de todas las 12 muestras son

iguales. Lo hace contando el nimero de observaciones en cada muestra, a cada lado de la mediana
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global, la cual es igual a 15,5. Puesto que el valor-P para la prueba de chi-cuadrada es menor que
0,05, las medianas de las muestras son significativamente diferentes con un nivel de confianza del
95,0%. También se incluyen (si estan disponibles) los intervalos del 95,0% de confianza para
mediana, basados en los estadisticos de orden de cada muestra.
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