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Uso del micelio de Flammulina velutipes y sus extractos como

antifúngico.

5 OBJETO DE LA INVENCIÓN

10

En la invención se describe el uso de micelio del hongo comestible Flammulína velutipes y

el extracto del mismo como terapia complementaria en pacientes con diferentes infecciones

cutáneas causadas por los hongos patógenos. El uso del agente de origen natural causará

menos efectos adversos y podrá reducir la cantidad de los antifúngicos consumidos por el

paciente.

ANTECEDENTES

15

20

25

Actualmente en la medicina, como anti fúngicos se usan varias sustancias activas de origen

sintético. El tratamiento clásico implica el uso de azotes y poliedros, compuestos químicos

que frecuentemente producen los efectos adversos como molestias gastrointestinales,

cefalea y daño al hígado (Vademecum). Debido a estos efectos adversos, los fármacos de

este tipo, se usan de manera superficial cuando es posible. Así, la patente

MX2011013602 (A) describe una formulación oftálmica a base de Ketoconazol que es

utilizada en una infamación comal y en otra patente CN1010¢l0837 (A) se presenta una

crema a base de Itraconazol y el método de su preparación.

Los componentes de origen natural que presentan acción antifúngica no se usan con

frecuencia en los fármacos, pero presentaran menos efectos adversos. Por ejemplo, en la

patente MX2007013011 (A) se describe el uso del extracto de Ageratina pichínchenses

como antifúngico. Los aceites (aceite de eucalipto, lima, pino etc.) son los principales

componentes del este grupo y actúan como bacteriostáticos, pero en muchos pacientes

causan reacciones alérgicas. Existen algunas formulaciones con estos aceites, por ejemplo
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el descrito en la patente RU25¢6001 (Cl). Además, otros componentes como el alquitrán,

pero no puede usarse de manera frecuente debido a su olor específico.

5

10

15

20

En particular, los hongos basidiomicetes producen varios metabolitos con acción

antifúngica. Particularmente, Flammulína velutipes -. un hongo comestible _. produce

compuestos llamados enokipodinas que poseen actividad antimicrobiana, pero no se usan

debido a su baja eficiencia. Por otro lado, se conoce que el micelio de F. velutipes y sus

extractos acuosos contienen alta cantidad de carbohidratos de diferente composición y

estructura. Estos compuestos son responsables de varias actividades medicinales de los

hongos .- basidiomicetos, tales como estimulación del sistema inmune, efecto

anticancerígeno y antioxidante. El efecto antifúngico directo se desconoce para los

carbohidratos de F. velutipes, pero los antecedentes de otros productos del origen natural

demuestran que los poli - y monosacáridos inhiben el primer paso de la interacción célula

huésped parasite - la adhesión del parasite. Por ello, estos compuestos pueden ser usados

como farmacoterapia para prevenir o disminuir la propagación de la infección. La patente

US2015126598 (A1).describe el uso del extracto del arándano como tratamiento de las

infecciones de las vías urinarias. Se conoce que este efecto se produce debido a alto

contenido de mamosa en los extractos. En literatura se describen los efectos de la

disminución de adhesión de varios patógenos por los extractos de plantas, por ejemplo,

extractos acuosos de Vernonía kotschyana, Cochlospermum tínctorium y Rh odomyrtus

tomentosa, que se atribuyen a la interacción entre los carbohidratos de los extractos con los

receptores en la pared celular de los patógenos.

Hasta la fecha se desconocía este efecto para el micelio de F. velutrpes y sus extractos

acuosos. Por lo tanto el propósito de la presente innovación farmacológica (invento) revela

la acción antifúngica de los componentes de F. velutg›es.

25

PROBLEMA TÉCNICO A RESOLVER

Los antifúngicos que se usan actualmente causan efectos secundarios. Además, los hongos

patógenos presentan los mecanismos de resistencia a ellos, que genera el gasto para el
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desarrollo de los nuevos medicamentos. Los extractos naturales del hongo Flammulína

velutipes, son una alternativa que evitara el utilizar los compuestos químicos sintéticos.

5

BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS

Figura 1. Efecto del extracto de F. velutzpes sobre la producción de ROS por  las células de

la línea celular THP-1 (macrófagos humanos) se presenta de forma gráfica. Las barras
representan los resultados del ensayo para determinar la concentración de las especies

reactivas del oxígeno (ROS). Se observa la disminución de ROS en presencia del extracto

de F. vefutipes que indica el efecto antioxidante.

10

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN

15

20

La invención pertenece al área de medicina, particularmente, se describe un nuevo uso del

micelio de F. velutqwes y/o sus extractos acuosos como antifúngico.

El proceso de obtención del micelio de F. velutipes es el siguiente:

- Se cultiva el micelio de F. velutipes en medio liquido con agitación constante

durante 10-M días, 20-2¢°c

- El micelio se ultra en el filtro de papel, naylon u otro material parecido

- El micelio se seca por liofilización

El extracto se obtiene a partir del micelio seco como se describe a continuación:

- El micelio seco se resuspende en el agua destilada. 20-Á0 partes de agua destilada :

25

30

1 parte del micelio

Para llevar a cabo la extracción la mezcla se sínica durante 1 h a 100-500 W o se

calienta por A h a 100 °C.

El micelio restante se separa de la fase acuosa por filtración O centrifugación.

La fase acuosa se enfría a A °C

A la fase acuosa se añade el alcohol etílico 70-90%. 1 parte de fase acuosa : 3-A

partes del alcohol

La mezcla se guarda al A °C por ZA-A8 horas

El precipitado se separa por la centrifugación y se seca.
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El extracto de inhibe la adhesión que es la primera etapa de la interacción célula huésped -

parásito, debido a la interacción inespecífica entre los carbohidratos de extracto y la pared

celular del hongo. Por lo tanto, se revela la acción antifúngica de los componentes de F.

velutipes contra unos de los principales causantes de las micosis cutáneas _. Sporotrix

schenkií y Candida albícans.

Debido a que el micelio y su extracto provienen del origen natural estos presentan menos

efectos adversos. Por lo tanto, puede ser administrado en forma oral como cutánea.

El rendimiento del extracto es de 3-5% después de la extracción del micelio

10

La composición del extracto de F. velutzpes es de :

Carbohidratos. 95-96.7%

Proteínas: 2.9-3. 1%

15

20

El micelio de F. velutipes y su extracto obtenido como se describe anteriormente, presentan

otras dos actividades: la actividad inmunoestimulante y antioxidante. Respecto a la

actividad inmunoestimulante, en presencia del extracto se aumenta la producción de las

atocinas pro inflamatorias y se aumenta la capacidad fagocítica de las células de la

inmunidad innata que es beneficioso para el tratamiento de las micosis. La actividad

antioxidante del micelio de F velutípes y su extracto se manifiesta en la reducción de las

ROS que disminuye el daño al tejido cutáneo del paciente con micosis.

25

De igual manera, se presenta una composición farmacéutica en forma de crema para

prevenir y tratar las infecciones superficiales causadas por los hongos patógenos, estimular

la inmunidad innata y prevenir el daño a las células epiteliales causado por el estrés

oxidativo.

30

Extracto de F. velutípes

ó Micelio de F. velutipes

Excipientes cbp

150 - 300 gg

3.75 -. 7.5 mg

1 g
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El micelio y extracto de F. velutípes se usa en el tratamiento de micosis, dentro de las

cuales se encuentran: esporotricosis (S. schenkií) y candidiasis (C. albicante) cutáneas, así

como otros tipos de micosis causados por los hongos patógenos y similares

5 EJEMPLOS

10

Ejemplo 1. Para evaluar los efectos del extracto de F. velutzpes sobre la adhesión de

Sporotrbc schenkii a las células epiteliales fue efectuado el siguiente experimento in vitro.

La monocapa de las células de la línea celular L929 (fibroblastos) fue cultivada con S.

schenkií en presencia (50, 100 o 150 Ag/mL) o ausencia del extracto de F. velutípes.

Después de 1 h de la interacción (corresponde a la etapa inicial de la interacción -

adhesión). La levadura no adherida fue cuantificada y la cantidad de las levaduras adheridas

fue calculada como sigue:

Cantidad de la levadura adherida = Cantidad inicial - Cantidad de levadura no

adherida

15 El porcentaje de adhesión comparando con control fue calculado como sigue:

Porcentaje de adhesión = (Cantidad de la levadura adherida / Cantidad de la

levadura adherida en control)* 100

E1 porcentaje de la inllibición de adhesión comparando con control fue calculado como

sigue:

20 Porcentaje de la inhibición de adhesión =100-Porcentaje de adhesión

25

Los resultados demostraron que cuando las células epiteliales (fibroblastos) fueron

incubadas con la levadura de S. schenckii en presencia de los extractos de F. velutqies se

observó disminución de la adhesión de forma dosis-dependiente (95.l, 92.5 y 87.3% para

las concentraciones del extracto 50, 100 y 150 Ag/mL respectivamente). Por lo tanto, la

disminución de adhesión fue ¢.9, 7.5 y l2.'7% para el extracto de F. velutzpes. La
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disminución de la adhesión dependía de la concentración del extracto y fue mayor cuando

se usó 150 ug (equivale a 3.75 mg del micelio). La disminución de la adhesión del

patógeno a las células epiteliales indica que el extracto y/o micelio de F velutipes
disminuye la adhesión del S. schenkíi a las células epiteliales y el dicho efecto es útil para

prevenir o tratar la micosis cutánea causada por S. schenckii en forma de crema, pomada o

gel.

10

15

20

Ejemplo 2. Para evaluar los efectos del extracto de F. velutipes sobre la adhesión de

Candida albicante a las células epiteliales fue efectuado el siguiente experimento in vitro.

La monocapa de las células de la línea celular L929 (fibroblastos) fue cultivada con C.
albieans en presencia (50, 100 o 150 Ag/mL) o ausencia del extracto de F. velutipes.
Después de 1 h de la interacción (corresponde a la etapa inicial de la interacción -

adhesión). La levadura no adherida fue cuantificada y la cantidad de las levaduras
adheridas, porcentaje de adhesión y porcentaje de la disminución de la adhesión fueron

calculados como de describe en el ejemplo 1. Los resultados demostraron que cuando las

células epiteliales fueron incubadas con C. albicante en presencia de los extractos de R
velutipes, la adhesión se disminuyó de manera significativa 9¢l.8%. Por lo tanto, la

disminución de adhesión fue 5.2%. La disminución de la adhesión no dependía de la

concentración del extracto cuando se usó 100-150 ug (equivale a 5-7.5 mg del micelio).

Tomando en cuenta que los micosis causadas por C. albícans mayoritariamente son

superficiales, el efecto de la disminución de la adhesión del patógeno a la células epiteliales

por los extractos de F. velutipes es útil para elaborar una formulación para prevención o

tratamiento del dicho padecimiento.

25 Ejemplo 3. Tomando en cuenta los resultados de los ejemplos 1 y 2, aquí presentamos un

ejemplo de la composición farmacéutica en forma de crema para prevenir y tratar las

infecciones superficiales causadas por los hongos patógenos.

30
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Extracto de F. velutzpes

ó Micelio de F. velutipes

Excipientes cbp

150 - 300 pg

3.75 - 7.5 mg

1 g

5

10

Ejemplo él Antioxidante. Uso del extracto de F. velutipes como antioxidante. Las células de

la línea celular de macrófagos humanos (THP-1) fueron incubadas con el extracto de F .

velutipes en presencia de 50uM de peróxido de hidrogeno. Inmediatamente después, en los

pozos de la placa se formó espuma y los niveles de la producción de ROS disminuyeron

hasta alcanzar los niveles sin el peróxido (Fig. 1). Este efecto observado fue,

probablemente, por la reacción química entre los componentes del extracto con el peróxido.

Por lo tanto el extracto de F. velutipes puede ser utilizado como antioxidante.

15

20

Ejemplo 5 Inmunoestimulante. Con en de determinar los cambios de la activación de las

células de la línea celular THP-l (monocitos/macrófagos del humano) por los extractos de

F. velutipes se realizó la determinación de la producción de las atocinas proinflamatorias

11-113 y 11-6. Las células THP-1 fueron incubadas en presencia de los extractos de F.

velutzpes (50, 100 y 150 Ag/mL) durante 2-<l h. La producción de ll-lB y 11-6 fue evaluada

mediante la técnica de ELISA directo. La producción de IL-IB por los monocitos se

aumentó en presencia de los extractos fúngicos. El aumento fue 50, 57 y 6A % para las

concentraciones 50, 100 y 150 Ag/mL, respectivamente, comparando con el control sin

extracto. La producción de 11-6 también aumentó y fue dosis independiente: 21% para todas

las concentraciones usadas, Los resultados indican que los extractos de F velutipes

desencadenan la respuesta inflamatoria mediada por las células de la inmunidad innata.

actividad fagocítica

25

Ejemplo 6 Inmunoestimulante. Con en de detectar los cambios en otra actividad importante

de los macrófagos - en presencia de los extractos fúngicos se usó el

método de la cuantificación de la levadura intemalizada marcada previamente con un

colorante fluorescente. Este método consiste en la medición de la fluorescencia que emitan

las células de C. albíeans marcadas con FITC después de ser fagocitadas por los

macrófagos. La presencia del extracto de F. velutípes en el medio del cultivo provocó un

aumento significativo de la actividad fagocítica de los macrófagos. El cambio de la
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actividad en presencia del extracto fue 29.6, 36 y Á8.5% para las concentraciones 50, 100 y

150 Ag/mL, respectivamente. Los resultados indican que los extractos de F. velutípes

aumentan la capacidad fagocítica de los macrófagos que es beneficioso para el tratamiento

de las micosis superficiales.

5
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REIVINDICACIONES

5

10

1. Un extracto de Flammulína velutzpes para usarse en el tratamiento de micosis cutánea

del tipo esporotricosis (S. sehenckíi).

2. El extracto de Flammulína velutzpes para usarse de acuerdo a la reivindicación 1, en

donde el extracto inhibe la adhesión que es la primera etapa de la interacción célula

huésped-parásito, debido a la interacción inespecífica entre los carbohidratos de
extracto y la pared celular del hongo.

3. El extracto de Flammulína velutzpes para usarse de acuerdo a la reivindicación 1, en

donde el extracto se compone de 95-96.7% de carbohidratos y 2.9-3. 1 % de proteínas.

¿L Uso de un extracto de Flammulina velutipes para preparar una composición

farmacéutica útil en el tratamiento de la micosis cutánea causada por los hongos

patógenos Sporotrix schenckíí, en donde dicha composición farmacéutica contiene

150-300 ug de extracto de F. velutipes y 1 g de excipientes cbp.

15

5

un

\
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RESUMEN

La presente invención se trata del uso del micelio de Flammulina velutzpes y sus extractos

acuosos como antifïmgicos. El micelio y sus extractos no presentan efectos secundarios

comparados con los fármacos químicos sintéticos. La capacidad de F velutzpes para inhibir

la adhesión de patógenos al huésped, puede ser utilizado para elaborar formulaciones

farmacéuticas que serán usados como farmacoterapia complementaria en las diversas

infecciones causadas por hongos patógenos que se presentan con una alta incidencia en

nuestro país.

10
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