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Resumen

Pleurotus sp. es un género de hongos superiores ampliamente distribuido a
nivel mundial e incluye especies comestibles-medicinales de alto valor
economico. En el presente trabajo se obtuvieron extractos crudos de
polisacaridos del micelio y cuerpos fructiferos de Pleurotus sp, a los cuales se
les determind la citotoxicidad (Resazurina y rojo neutro); utilizando la linea
celular de macrofagos murinos J774, la actividad antibacteriana frente a
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y la
actividad antifungica frente a Candida albicans. Por otro lado, se determiné el
contenido de polisacéaridos totales, y la actividad antioxidante de los extractos a
través de dos métodos: capacidad antioxidante total (CAT) y poder reductor. La
evaluacion de la genotoxicidad se realizé con el ensayo de Vitotox™. Los
resultados de citotoxicidad por ambos métodos en la linea celular empleada,
asi como la evaluacion antimicrobiana, refieren la no toxicidad y no actividad de
los extractos para ambos ensayos con valores de ICso superiores a 128 pg/mL.
Ambos extractos no mostraron actividad genotéxica con el Vitotox ™. Los
valores referidos al contenido de polisacaridos totales fueron de 53 y 32 g/100g
y la CAT de 465.1 y 288.1 umol Ac. ascorbico/mg para los extractos crudos de
polisacaridos de micelio y cuerpo fructiferos respectivamente. El poder reductor
fue mayor para el extracto de cuerpos fructiferos (ICs0=8 pg/mL). Las
evidencias experimentales obtenidas sugieren el potencial de los extractos
derivados de Pleurotus sp como nueva fuente de antioxidantes naturales para

las industrias alimentaria y médico-farmaceéutica.

Palabras claves: Polisacaridos, actividad  antimicrobiana, actividad
antioxidante, Pleurotus sp.



ABSTRACT



Abstract

Pleurotus sp. is a genus of higher fungi widely distributed worldwide and
includes edible and medicinal species of high economic value. In this work, the
extracts of polysaccharides crude from mycelium and fruiting bodies of
Pleurotus sp were obtained. It was determined cytotoxicity (Resazurin and
neutral red); using the cell line J774 murine macrophage, antibacterial activity
against Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus
and antifungal activity against Candida albicans. Furthermore, the total content
of polysaccharides and the antioxidant activity of the extracts were determined,
using two methods: total antioxidant capacity (TAC) and reducing power.
Genotoxicity assessment was carried with the test Vitotox™. The results of
cytotoxicity by both methods in the cell line employed and antimicrobial
evaluation, referred nontoxicity and no activity of extracts for both trials, with
ICso values greater than 128 pg / mL. Both extracts showed no genotoxic
activity with Vitotox ™. The values referred to the content of total
polysaccharides were 53 and 32 g/100g and 465.1 and 288.1 CAT umol of Ac.
Ascorbic / mg for extracts of polysaccharides crude from mycelium and fruiting
body, respectively. The value of reducing power was greater for the extract of
fruiting bodies (ICso = 8 pg / mL). Experimental evidence obtained, suggest, the
potential of extracts derived from Pleurotus sp, as a new source of natural

antioxidants for food and medical- pharmaceutical industries.

Keywords: Polysaccharides, antimicrobial activity, antioxidant activity,
Pleurotus sp.
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Introduccion

Durante las dltimas dos décadas, una amplia gama de productos y
medicamentos de origen natural han sido aprobados e insertados con caracter
terapéutico en el tratamiento de patologias que afectan al hombre. Los
productos naturales juegan un rol muy importante en el descubrimiento y
desarrollo de nuevas formas farmacéuticas dirigidas a la atencion de
enfermedades crénicas tales como el cancer (Newman y Cragg, 2007). Dichas
enfermedades, a las que podemos afadir, ateroesclerosis, Alzheimer,
problemas cardiovasculares, procesos inflamatorios, envejecimiento etc; se
asocian en muchos de los casos a fendbmenos como el estrés oxidativo, donde
intervienen las denominadas especies reactivas del oxigeno (EROs). Estas
incluyen a los radicales libres y a moléculas derivadas del oxigeno con una
elevada reactividad contra lineas celulares y moléculas de gran importancia en
el organismo, como lipidos de membrana y el ADN, siendo esta Ultima la méas
sensible a dafios de esta naturaleza en comparacion con otras biomoléculas.
Esto a su vez hace necesario la aplicacion de ensayos efectivos tanto in vitro
como in vivo que permitan examinar y evaluar la magnitud del dafio genotoxico
y citotoxico, causado por radicales libres, administracion de farmacos o

productos naturales (Aleksandar et al., 2015).

De igual forma la comunidad cientifica dirige sus esfuerzos en la busqueda de
compuestos bioactivos de fuentes naturales en el area de la resistencia
antibiéticos. El tratamiento de enfermedades infecciosas con agentes
antimicrobianos continta siendo un problema para la medicina moderna, ya
gue muchos estudios, revelan un significativo incremento en la incidencia de
resistencia bacteriana y fungica de un amplio espectro de antibiéticos de uso
comun, como causa del indiscriminado uso de estos farmacos (Ozturk et al.,
2011).

Actualmente los productos derivados de hongos comestibles se encuentran
entre los de mas altos volimenes de venta en el mercado de alimentos
biosaludables en diferentes paises. Muchas propiedades medicinales han sido
atribuidas a los hongos, al demostrarse que los mismos poseen efectos
hipocolesterolémicos, antitumorales, antioxidantes, antivirales, antitrombaticos,

inmunomoduladores entre otros (Carvalho et al., 2016).
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En tal sentido, se introdujo la denominacion de “nutracéutico”, cuando se trata
de preparados que poseen una actividad funcional beneficiosa para el
organismo pero que, no se adecuan a la presentacion y estructura de un
alimento convencional. Son, por lo tanto, preparados en polvo, comprimidos,
capsulas, y otras presentaciones no habituales en alimentos. Por ello, los
nutracéuticos son empleados comunmente como suplementos alimenticios, por
ejemplo, para complementar determinados tipos de dietas. Dentro de los
productos que podemos encontrar en el mercado y que incluyen hongos,
destacan los nutracéuticos que se presentan en forma de cépsulas, tabletas o
gotas y se comercializan principalmente en EE.UU y Alemania (Arango y Nieto,
2013). También, en los ultimos afios, han surgido varios productos alimenticios
que alegan propiedades funcionales similares a algunos nutracéuticos por la
presencia de hongos en sus formulaciones. Asi, se pueden encontrar varias
marcas de café que incluyen Ganoderma lucidum, Agaricus blazeii o una
mezcla de Ganoderma y Corcicordyceps. También Ganoderma se incluye en
los preparados para elaborar chocolates, tés y barritas energéticas. L. edodes y
algunas especies de Pleurotus, se incluyen en la panaderia, sustituyendo parte
de la harina que se utiliza para su produccion (Cheung P, 2008). Variadas son
las propiedades beneficiosas para la salud que revelan estos productos
funcionales, debido a que han sido descritos, metabolitos derivados de la
mayoria de los hongos comestibles, entre los que se destacan los polisacaridos
(Ren P, 2012).

Un numero importante de polisacaridos han sido aislados de basidiomicetes,
representados como homo y heteropolimeros, especialmente glucanos de
configuracién 3, compuestos activos responsables en gran medida de los
efectos inmunomoduladores, antitumorales, antioxidantes de estos organismos
(Thetsrimuang et al., 2011).

Pleurotus sp. u «hongo ostra» es un género de hongos superiores altamente
distribuido a nivel mundial e incluye especies comestibles de alto valor
economico en muchos paises. Su atractivo desde el punto de vista nutricional

se asocia a numerosos ingredientes bioactivos presentes en estas especies.
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Los ejemplares de este género son ricos en proteinas, lipidos, acidos

nucleicos, vitaminas, minerales, fibra dietética, ademas de compuestos
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antioxidantes. Aunque poseen diferentes acciones biolégicas, su mayor interés
radica en la produccién de polisacaridos inmunoestimuladores y estatinas
naturales que son hipocolesterolémicas y que aventajan a las sintetizadas
quimicamente por sus pocos efectos secundarios (Inacio et al., 2015). Por
tanto, los hongos pertenecientes a este género, constituyen un potencial para
la obtencion de nuevos principios activos, en la busqueda de alternativas mas
eficaces y seguras en el tratamiento de enfermedades que afectan al hombre.
Diferentes cepas de este género se encuentran depositadas en la Colecciéon de
Cultivos del Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial (CEBI) de la
Facultad de Ciencias Naturales y Exactas de la Universidad de Oriente.

En el presente trabajo se planteé como problema concreto a abordar:

Las insuficientes evidencias experimentales referentes a las potencialidades
farmacoldgicas, antimicrobiana y antioxidante de extractos crudos de
polisacéaridos derivados de Pleurotus sp., limitan la utilizacién de los mismos en
el desarrollo de formulaciones con potencialidades terapéuticas.

Hipotesis

“Si existen evidencias experimentales de que polisacaridos derivados de
hongos comestibles-medicinales presentan actividades antimicrobiana vy
antioxidante, entonces es posible que extractos crudos de polisacaridos
derivados del micelio y cuerpos fructiferos de Pleurotus sp, muestren efecto
protector contra toxicidad mediada por radicales libres, ademas de accion

antimicrobiana, en sistemas experimentales in vitro”.

Objetivo general

Evaluar las potencialidades antimicrobianas y antioxidantes de extractos crudos

de polisacéaridos de Pleurotus sp.
Objetivos especificos

1. Obtencidén de extractos crudos de polisacaridos del micelio y cuerpos

fructiferos de Pleurotus sp.
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2. Determinacién del contenido de proteinas, azlcares reductores,

carbohidratos, fenoles y polisacaridos totales.
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3. Evaluacién de la citotoxicidad de extractos crudos de polisacéaridos del
micelio y cuerpos fructiferos de Pleurotus sp. en la linea celular de
macrofagos murinos J774, por el método de la resazurina y el rojo
neutro.

4. Evaluaciéon de la actividad antibacteriana, antifingica y antigenotoxica
de extractos crudos de polisacéridos del micelio y cuerpos fructiferos de
Pleurotus sp.

5. Determinacion de la actividad antioxidante de extractos crudos de
polisacéaridos del micelio y cuerpos fructiferos de Pleurotus sp., a través

de los ensayos de capacidad antioxidante total y poder reductor.

Novedad

Este trabajo de tesis pretende demostrar que los hongos comestibles-
medicinales, tanto en el estado de fructificacion como en el de micelio,
constituyen candidatos potenciales para la obtencién de compuestos de interés
para la salud humana, tales como los polisacéaridos. Se recomienda ademas, su
empleo en las industrias alimentaria y médico-farmacéutica, en el disefio de
alimentos funcionales, suplementos dietéticos y/o farmacos Utiles en el manejo
de las enfermedades cuyas causas estén asociadas al estrés oxidativo.

Este estudio aporta evidencias experimentales en cuanto a la evaluacion de la
actividad antimicrobiana y antioxidante, ademas del efecto citotoxico y
genotéxico de extractos derivados de un crudo de polisacaridos de Pleurotus

sp. a través de diferentes ensayos quimicos in vitro.
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1.1 Generalidades sobre estrés oxidativo

Los radicales libres pueden ser definidos como moléculas o fragmentos
celulares que contienen uno o mas electrones sin parear en orbitales atdbmicos
o moleculares (Halliwell y Gutteridge, 1999). Estos son generalmente
inestables y atacan rapidamente moléculas cercanas estables. Las principales
fuentes de radicales libres pueden ser de origenes enddgenos o exdgenos, en
el primero de los casos se derivan principalmente del metabolismo propio de
los nutrientes, procesos inflamatorios y el propio envejecimiento. En el caso de
las exdégenas tenemos el consumo de medicamentos, el humo del tabaco,
exposicion a radiaciones, contaminacion ambiental del aire, solventes
organicos, pesticidas y ejercicios fisicos extremos (Cheeseman y Slater, 1993).
Los radicales libres son derivados principalmente del oxigeno molecular, ha
estos se les llama comunmente ERO (especies reactivas del oxigeno) y
representan la clase mas importante de radicales generados en los sistemas
vivos (Ferreira et al., 2009). El término ERO incluye no solo radicales libres
(radical superéxido, radical hidroxilo) sino también otras moléculas como
peréxido de hidrégeno, oxigeno singlete y ozono (Blokhina, 2003). El anién
superoxido es considerado como la especie reactiva del oxigeno primaria dada
su forma al afladirsele un electron al oxigeno molecular; este interactia con
otras moléculas por medio de enzimas o metales generando ERO secundarias

tales como peroxido de hidrogeno y el radical hidroxilo (Valko et al., 2007).

La produccién de las ERO resulta inevitablemente en la aparicion del estrés
oxidativo cuando la generacion de estas especies excede la habilidad propia
del organismo para neutralizarlas. A altas concentraciones estas especies
reactivas provocan dafos estructurales a la célula, a lipidos, proteinas y acidos
nucleicos (Ridnour, 2004). La membrana lipidica de las mitocondrias es uno de
los blancos mas frecuentemente atacados, dado que estas constituyen las
fuentes més importantes de produccion de las ERO. Dichos ataques resultan
en lipidos peroxidados y por ende en la produccién de radicales lipidicos
reactivos como el radical perdxilo (LOO®). Las ERO inducen dafio al ADN que

involucra roturas de simple y doble cadena. El radical hidroxilo puede causar
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lesiones graves a bases puricas por la formacién de 8-OH-G un potencial

biomarcador de carcinogénesis (Valko, 2006). MDA (malondialdehido)
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producto derivado de la peroxidacién lipidica puede reaccionar con las bases
nitrogenadas del ADN formando aductos capaces de provocar mutaciones por
sustitucion (transversion y sustitucion), estos cambios de forma permanente
resultan en procesos neoplasicos y envejecimiento. La produccién incontrolada
de radicales libres ha sido asociada a la aparicibn de mas de cien
enfermedades incluyendo ateroesclerosis, patologias cardiovasculares,
diferentes tipos de cancer, cirrosis, diabetes, desdrdenes neurolbgicos

(Alzheimer, discapacidad cognitiva, Parkinson) entre otras (Rai, 2011).
1.1.1 Estrés oxidativo y hongos comestibles

Como alternativa para contrarrestar el efecto perjudicial de los radicales libres,
los organismos aerobios disponen de sistemas de defensa antioxidante,
constituidos por moléculas de naturaleza enzimatica o no, cuya funcion
principal se centra en evitar el dafio oxidativo. Podemos citar como ejemplo a la
superéxido dimutasa (SOD), encargada de la dismutacion del Oz * a H202,
reaccién que es continuada por la catalasa (CAT) y por la glutation peroxidasa
(GPx) que convierten el H202 en H20. La actividad de cada una de estas
enzimas debe realizarse de forma arménica para mantener el equilibrio REDOX

intracelular (Sanchez y Méndez, 2013).

No obstante, la efectividad de estos sistemas se ve comprometido en el
transcurso de la vida por lo que resulta de vital importancia la incorporacion de
metabolitos con actividad antioxidante por medio de la dieta, moléculas
capaces de actuar por si mismas en la captacion de radicales libres o de
aportar en el aumento celular de antioxidantes enddgenos (Obodai et al.,
2014). En tal sentido las setas comestibles se alzan dentro de los alimentos de
eleccion en los que abundan moléculas con capacidad secuestradora de
radicales libres, pasando a formar parte de la amplia gama de alimentos con
dicha capacidad como verduras, frutas, cereales o pescados. Se ha
demostrado que un buen nimero de hongos comestibles podrian ser utilizados
como antioxidantes naturales por su alto potencial frente al estrés oxidativo
(Kim et al., 2008; Liu et al., 2012; Palacios et al., 2011; Reis et al., 2012b).
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Al revisar la composicién quimica de los hongos comestibles, los compuestos

fendlicos sobresalen como sustancias antioxidante predominantes, de las
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cuales se han identificado mas de 8000 estructuras entre compuestos simples
y altamente polimerizados. A estos se une ademés los flavonoides, con més de
5000 tipos distintos (Myburgh, 2014). Las setas también se destacan por la
presencia de vitaminas como compuestos antioxidantes, ejemplo de ello
tenemos a los tocoferoles, la vitamina C y los -carotenos. Los primeros dirigen
su actividad sobre membranas biolégicas y lipoproteinas (Heleno et al., 2012).
La vitamina C al actuar como cofactor de numerosas enzimas sobresale en la
disminucion de las peroxidaciones lipidicas y lipoproteicas mejorando de esta
forma la funcion vascular (Yavari, 2015). Estudios recientes demuestran de
manera general una buena correlaciéon (R?=0.8181) entre los fenoles totales y
la actividad de barrido del radical DPPH, de igual forma con un ensayo de
poder reductor (R?=0.8546) y CUPRAC (R?=0.8289) (Abdullah et al., 2012).

En diversas especies de hongos se ha encontrado que los principales
compuestos antioxidantes son: los &cidos cafeico, clorogénico, coumarico,
ferdlico, félico, gentisico, hidroxibenzoico, homogentisico, y protocatéquico,
ademas de la catequina, el pirogalol, y la miricetina; esos compuestos son
solubles en alcohol (Barros et al., 2009). Un estudio realizado por Palacios et
al., 2011, en el que exploraron las propiedades antioxidantes de ocho hongos
comestibles (Agaricus bisporus, Boletus edulis, Calocybe gambosa,
Cantharellus cibarius, Craterellus cornucopioides, Hygrophorus marzuolus,
Lactarius deliciosus and Pleurotus ostreatus), resultd6 ser el &cido
homogentisico el acido fendlico libre mas significativo presente en todas las
especies evaluadas a pesar de la variacion de su concentracion dependiendo
del ejemplar evaluado. La actividad antioxidante se evalué por la autoxidaciéon
del &cido linoleico demostrando todas las especies actividad inhibitoria como C.
cibarius exponente de mejor actividad (74% de inhibicién) y con A. bisporus

como la especie con la actividad antioxidante mas baja (10% de inhibicién).

Los hongos comestibles cuentan con una amplia gama de metabolitos
bioactivos responsables en muchos de los casos de sus excelentes
propiedades antioxidantes, los cuales ayudan a prevenir la ocurrencia de

enfermedades no trasmisibles como el cancer y patologias cardiovasculares
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(Vikineswary & Chang 2013). Dentro de estos metabolitos podemos encontrar

enzimas como glucosas oxidasas, peroxido dismutasa, peroxidasas y lacasas,
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estrechamente relacionadas con la prevencion del estrés oxidativo (Wasser
2010; Chang & Wasser 2012). Extractos acuosos y metandlicos de A. auricula-
judae y P. eryngii mostraron interesantes propiedades antioxidantes y de
reduccion de citotoxicidad H20:2 inducida, en fibroblastos de bebés hamsters.
Ademas, se demostré que la catequina, el acido galico y el acido cafeico son
los principales componentes fendlicos en los extractos. Se indica claramente
que los extractos acuosos fueron mas eficaces que los extractos metandlicos
en la actividad antioxidante utilizando la capacidad de barrido de los radicales
DPPH y la peroxidacion lipidica, mientras que los extractos metandlicos fueron
mas eficaces en la capacidad quelante de iones ferrosos (Feyza y Belma,
2011).

1.2 Valor nutricional y potencial medicinal de los hongos comestibles.

Los hongos son organismos que poseen caracteristicas particulares que los
diferencian de los animales y las plantas. La no utilizacion de la clorofila por
parte de los mismos denota su forma de vida heteré6trofa. Son poseedores de
una amplia gama de enzimas que les permiten degradar sustancias de
naturaleza complejas presentes en los medios en los cuales se desarrollan y de

esta forma nutrirse (Baek-Cho, 2005).

Existen diversos grupos taxonomicos dentro del reino fungi, de los que se
conoce alrededor de 72 000 especies, la mayoria se incluyen dentro del phyla
Ascomycota (mas de 30,000 especies) y Basidiomycota (mas de 20,000),
siendo los Basidiomicetos el grupo mas importante dentro de los hongos
superiores por ser en su mayoria comestibles y por ende evidencian su
atractivo economico en el mercado internacional de alimentos (Garcia-
Gonzales, 2005).

Historicamente, los basidiomicetes, han tenido un largo y exitoso uso medicinal,
especialmente en la medicina tradicional. En la actualidad el interés por
productos medicinales derivados de los hongos crece vertiginosamente.
Corporaciones principalmente Asiaticas se ubican a la vanguardia en lo

referente a la produccion y comercializacion de estos productos. En su mayoria
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estan siendo usados por médicos holisticos, quiropracticos y médicos
naturopatas y naturistas en un ambiente clinico (Pérez-Armendariz et al.,
2010).
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Los hongos son ricos en proteinas, especialmente en su forma seca, en fibra,
con gran capacidad prebiotica, vitaminas, especialmente riboflavina y niacina,
asi como minerales y enzimas. Son relativamente pobres en azlcares simples
y grasas. Sin embargo, su valor terapéutico no reside tanto en sus nutrientes,
sino en sus principios activos (Carvalho et al., 2007). En las ultimas décadas
buena parte de la comunidad cientifica se ha dado a la tarea de realizar
estudios dirigidos a la determinacion y comprobacién de las diversas
actividades biolégicas de metabolitos secundarios presentes en setas
comestibles, entre las que se encuentran actividades antioxidantes,
hipocolesterolémica, hipoglucémica, antibacteriana, antiviral, reguladora del
sistema cardiovascular, anticancerigena e inmunomoduladora (Suarez et al.,
2013). Dichos efectos han sido atribuidos a hongos de uso tradicional tales
como los del género Ganoderma, Lentinus, Agaricus, Grifola, Pleurotus,
Trametes (Coriolus), Schizophyllum, Lactarius, Phellinus, Tremella, Russula,
entre otros (Patel & Goyal 2012; Vikineswary & Chang 2013). El género
Ganoderma se alza con la supremasia dentro de los hongos medicinales
seguido por Lentinus y Pleurotus (Patel et al. 2012).

Las setas comestibles son conocidas por su alto valor proteico, su considerable
concentracion de vitaminas, minerales, fibra dietaria, bajos niveles de sodio y
grasas insaturadas. Esto las convierte en un excelente nutracéutico ya que sus
propiedades medicinales estan directamente relacionadas con los compuestos
que presentan acciones biolégicas con potencial terapéutico. Dichos
compuestos se pueden aislar tanto del micelio como del carpéforo y del medio
de cultivo agotado. Dentro de estos se encuentran R-glucanos, enzimas,
policétidos, acidos grasos, polifenoles, flavonoides y terpenoides, entre otros
(Suarez et al., 2013).

1.3 Importancia farmacoldgica de polisacaridos de hongos comestibles-
medicinales.

Entre los compuestos bioactivos de los hongos, los polisacaridos son los que
presentan mayor actividad antitumoral, antiviral e inmunomoduladora (Mizuno y

Nishitani, 2013). Los polisacaridos que se encuentran en la pared celular son
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los que presentan mayor bioactividad. Dentro de los principales exponentes de

este grupo tenemos a la quitina, celulosa, B-glucanos y complejos polisacaridos
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proteina (Zhang et al., 2007). Estos polisacéridos biol6gicamente activos se
pueden encontrar en los cuerpos fructiferos, en el micelio cultivado e incluso
ser extraidos del medio donde se cultivan.

Existen numerosos estudios, tanto in vivo como in vitro, en los que se han
aislado B-glucanos y complejos polisacaridos-proteina de diferentes hongos y
se ha demostrado que éstos tienen importantes propiedades bioloégicas como
agentes inmunomoduladores, antitumorales, hipoglicémicos y antioxidantes
(Cheung, 2010). Hasta el momento la Farmacopeia China incluye en su
listamas de cien especies de hongos con usos medicinales donde los
polisacaridos de hongos han sido usados alrededor de tres décadas como
adyuvantes en radio y quimioterapias contra el cancer (Martel et al., 2014).

1.3.1 B-glucanos

Es importante destacar algunos de los polisacaridos mas conocidos presentes
en hongos comestibles, dentro de los que se encuentran los -glucano y a los
gue se les atribuye disimiles propiedades medicinales. Los [-glucanos son
polisacaridos no celuldsicos constituidos por unidades de glucosa unidas por
enlaces glucosidicos y con ramificaciones [B-1-3 o [B-1-6. Son aislados
principalmente de la pared celular de las células fungicas (aproximadamente la
mitad de la biomasa de la pared celular esta constituida de [B-glucanos),
aunque también pueden ser excretados al medio. Poseen actividades
inmunoestimuladoras, anticancerigenas, antiinfecciosas, hipocolesterolémicas,
hipoglucémicas, antiinflamatorias y analgésicas (Smiderle, 2008).

Pleuran, es un polisacarido tipo B-glucano que se encuentra en las especies de
hongos que componen el género Pleurotus. Este polisacarido tiene una
significativa actividad anticarcinogénica y estimulante de la inmunidad (Khan y
Tania, 2012). Jesenak et al.,, 2013, demostraron que el Pleuran reduce la
morbilidad causada por infecciones recurrentes de las vias respiratorias a
través de la modulacion de la inmunidad humoral y celular.

El B-glucano més conocido a nivel mundial es el Lentinan, aislado de L.
edodes (Shiitake), polisacarido de 27,5 kDa que es utilizado en Japdén como

una medicina anticancerigena debido a que estimula la secrecion de citosinas
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por células T, lo que incrementa la generacion de linfocitos T citotdéxicos y

células NK en presencia de interleucina Il (Zhang et al., 2011).
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Otro ejemplo lo constituye Ganopoly, polisacarido aislado de Ganoderma
lucidum, uno de los hongos con més propiedades medicinales que se conocen.
Las propiedades bioactivas de Ganopoly estan en concordancia con lo descrito
anteriormente para Pleuran y Lentinan. Posee elevada actividad antitumoral,
demostrandose su eficacia clinica en las terapias anticancerigenas. La
actividad antidiabética que se le asocia viene determinada por su capacidad
para bajar el nivel de glucosa post-prandial en pacientes con diabetes tipo Il
(Gao et al., 2004). Se ha demostrado también que este polisacarido puede
actuar como un potente inmunoestimulante (El Enshasy y Hatti-Kaul, 2013).
Grifolan, es un B-glucano extraido del hongo Grifola frondosa. Este compuesto
posee importantes propiedades medicinales, entre ellas la de promover la
actividad de los macréfagos e incrementar la produccion de la interleuquina IL-
1 mejorando la respuesta inmune. A este compuesto se le atribuye también
actividad antifingica, segun Uchiyama et al., 2002 es capaz de suprimir el
hongo patégeno Candida albicans, que puede causar infecciones de las
membranas de la cavidad oral y sistémica incluso infecciones de los pulmones,
los ganglios linfaticos, el higado y el bazo. En un estudio en ratones se observo
gue Grifolan puede suprimir la inflamacién de las membranas mucosas del
tracto respiratorio (Korpi et al., 2003)

1.3.2 Complejo polisacarido-proteina

Los complejos polisacarido-proteina se asocian al incremento de la respuesta
inmune, tanto la innata como la celular, ademas de poseer actividad antitumoral
en animales y en humanos. La estimulacién de los sistemas de defensa inmune
del huésped por polisacaridos bioactivos procedentes de hongos medicinales
tienen un efecto significativo sobre la maduracion, la diferenciacion y la
proliferacion de muchos tipos de células inmunes en el huésped (Wasser,
2011).

De forma similar a la accién que ejercen los complejos polisacaridos-proteina,
las glicoproteinas y los complejos polisacaridos-péptidos muestran también una
actividad antitumoral e inmunomoduladora importante. Un estudio realizado al

hongo Trametes versicolor permitié dilucidar dos compuestos muy interesantes,
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un complejo polisacéarido-proteina soluble en agua, el polisacéarido-K (PSK), de

nombre comercial krestino, y un polisacarido-péptido (PSP) ambos obtenidos
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de su micelio, y con una extraordinaria actividad inmunopotenciadora vy

anticancerigena (Rowan et al., 2002).

1.3.3 Actividad antioxidante de polisacaridos de hongos comestibles-

medicinales.

Estudios han demostrado que la actividad antioxidante de preparados a base
de hongos no solo se debe en su gran mayoria a compuestos fendlicos, sino
también a la presencia significativa de polisacaridos que estos poseen. Khan et
al., 2014, evalud la capacidad antioxidante referida a la inhibicion de la
peroxidacion lipidica de B-glucanos extraidos de hongos comestibles (Agaricus
bisporus, Pleurotus ostreatus y Coprinus atramentarius), siendo el glucano
aislado de C. atramentarius el de mayor actividad con respecto a los dos
restantes.

1.3.4 Actividad antitumoral e inmunomoduladora de polisacaridos de

hongos comestibles-medicinales.

Dentro de la amplia gama de compuestos bioactivos derivados de los hongos,
los polisacaridos parecen ser los mas potentes en cuanto a actividad
antitumoral. Estudios cientificos muestran que los polisacaridos de los
champifiones pueden evitar la oncogénesis, por su actividad antitumoral directa
contra varios tumores y ademas previenen el proceso de metastasis tumoral.
Su actividad se incrementa cuando se utiliza unido a la quimioterapia (Wasser,
2011). Otro ejemplo es la administracion de Lentinan en pacientes sometidos a
quimioterapia con cancer de estbmago, colon y otros carcinomas observandose
el incremento de la calidad de vida en comparacion con pacientes que solo se
les trataba con quimioterapia (Hazama et al., 1995).

La evidencia clinica mas importante de actividad antitumoral e
inmunomoduladora la obtenemos de preparaciones comerciales de
polisacéaridos, tales como, Lentinan (derivado de L. edodes), PSK (Krestin)
(derivado de Trametes versicolor) y Esquizofilano (derivado de Schyzophyllum
commune) (Chang & Wasser 2012; El Enshasy & Hatti-Kaul 2013). Los

polisacaridos de hongos han demostrado notable actividad inmunomoduladora
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y antitumoral in vivo, dentro de los que resaltan ejemplares pertenecientes a

diferentes ordenes como: Auriculariales, Tremellales, Polyporales entre otros
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(Wasser 2002). Ademas de su potencial en la regulacion del sistema inmune y
actividad antitumoral, los polisacaridos son ingredientes biol6gicamente activos
Utiles en procesos de terapias post-radiacion como anticoagulante, contra el

VIH y como hipoglucemiantes. (Shenbhagaraman et al., 2012).

1.3.5 Actividad antimicrobiana de polisacaridos de hongos comestibles-

medicinales.

La busqueda por parte de la comunidad cientifica de compuestos bioactivos
con capacidad antimicrobiana ha aumentado en los ultimos tiempos; y los
hongos comestibles medicinales constituyen candidatos potenciales en tal
aspecto. Los mismos contienen carbohidratos como, la quitina, hemicelulosa,
grupos a-glucanos, mananos, xilanos y galactanos, que segun reportes estos
grupos de polisacaridos muestran actividad antibacteriana (Zhu et al., 2012; He
et al., 2010)

Hasta el momento los estudios referidos a la actividad antibacteriana de
polisacaridos de fuentes variadas, permite especular que los mismos estan
implicados de manera importante en la prevencién de la descomposicion y
toxicidad de alimentos, ademas de su aplicacion en la esfera médica; teniendo
en cuenta la estructura de los mismos, ademas de caracteristicas
conformacionales y funciones bioldgicas. Por tal motivo varios autores
coinciden en que los mecanismos de bioactividad funcional de los polisacaridos
de hongos comestibles deben ser estudiados mas a fondo. (Zhu et al., 2012;
He et al., 2010).

Segun estudios realizados los polisacaridos tienen varios objetivos de accion
contra las bacterias, incluyendo la pared celular (filtracion de proteinas), la
membrana citoplasmética (permeabilidad de la membrana) y el ADN (unién al
ADN), de acuerdo a fotografias tomadas por microscopia electronica. La
estabilidad al calor y no toxicidad que presentan los polisacéaridos los convierte
en candidatos potenciales para ser usados como antimicrobianos en alimentos
(He et al., 2010).
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1.4 Descripcion botanica, clasificacion taxondmica y aplicaciones de
Pleurotus sp.

La palabra Pleurotus deriva del griego “pleuro”, que significa formado
lateralmente o en posicion lateral, refiriéndose a la posicion del estipite

respecto al pileo (Cardona y Cadavid, 1999).

Taxondmicamente se clasifica de la siguiente forma:
» Reino: Fungi

Clase: Basidiomycetes

Orden: Agaricales

Familia: Pleurotaceae

YV V V VY

Geénero: Pleurotus

Los hongos del género Pleurotus, crecen como saprofitos en trozos de plantas
vivas 0 muertas. Se consideran de “pudricion blanca” por degradar materiales
ricos en lignina, celulosa y hemicelulosa (Sanchez y Royse, 2002). Se
encuentran ampliamente distribuidos en todo el mundo. Los caracteriza un
rapido crecimiento, una gran habilidad del micelio para colonizar el sustrato, asi
como una alta adaptabilidad y productividad. Su produccion facil y poco
costosa. La mayoria de las especies son comestibles, con alto valor comercial,
por lo que también son extensamente cultivadas (Cohen et al., 2002).

El género Pleurotus comprende 40 especies diferentes que se conocen
comunmente como "Setas", a las que se asocian importantes propiedades
medicinales, ambientales y biotecnoldgicas. La produccion de Pleurotus sp. es
econdémicamente significativa en la industria alimenticia a nivel mundial. El
cultivo del Pleurotus ostreatus constituye la tercera parte del total de cultivos de
hongos de importancia alimentaria. Es conocido por poseer un caracteristico
sabor y propiedades aroméaticas, ademas de ser rico en proteinas, fibras,
carbohidratos, vitaminas y minerales. Pleurotus ostreatus contiene mayores
concentraciones de cisteina, 4cido aspartico y la metionina que otros hongos
comestibles, como Agaricus bisporus y Lentinus edodes (Jayakumar et al.,
2011).
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Varias investigaciones por parte de la comunidad cientifica a nivel mundial
confirmam la importancia nutricional del género Pleurotus basados en la

presencia de compuestos bioactivos como terpenoides, esteroides, fenoles,
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alcaloides, lectinas, polisacaridos, entre otros. Estos metabolitos pueden ser
aislados de cuerpos fructiferos, micelios y medios de cultivos en los cuales
crecen y se desarrollan, siendo responsables ademas de importantes
propiedades farmacologicas tales como: antivirales, antioxidantes,
antitumorales, antibiodticas, antibacterianas, hipocolesterolémicas e

inmunomoduladoras. (Lindequist et al., 2005).

1.4.1 Propiedades antioxidantes de Pleurotus sp.

El uso de antioxidantes sintéticos en el mercado tales como el butilhidroxianisol
(BHA) vy el hidroxiltolueno butilado (BHT), esta siendo objeto de
cuestionamiento actualmente, dada las sospechas de su potencial
carcinogénico. Por lo tanto, la atencién en compuestos antioxidantes de origen
natural es cada vez mayor, siendo las setas comestibles excelentes candidatos
en este sentido, entre las que se destaca el género Pleurotus, gracias a la
riqueza metabolica que posee, asociada directamente con su potencial
antioxidante.

Dentro de los compuestos de mayor interés se encuentran los fenoles,
excelentes antioxidantes y sinergistas. Estudios revelan que extractos
etandlicos de Pleurotus ostreatus, poseen potente efectividad en la eliminacion
de radicales hidroxilo en comparacion con un estandar de acido ascorbico
siendo de 56,2% y 60,17% respectivamente (Jayakumar et al., 2009). Ademas,
en este mismo estudio se demostré el poder reductor del extracto etandlico,
observandose un aumento cada vez mayor en proporcion directa a la creciente
concentracion del extracto. El poder reductor de los hongos medicinales puede
deberse a su capacidad de ser donadores de hidrégeno.

Asi también se ha informado de que el tratamiento de ratas envejecidas con un
extracto del hongo P. ostreatus produjo un aumento de las actividades de CAT,
SOD, GPX, GR y GST y mejoras en los niveles de GSH, vitaminas C y E en el
higado, los rifiones y el corazén y el cerebro. El glutatién reducido (GSH) y sus
enzimas relacionadas, desempefian un papel clave en la proteccion de la célula
contra los efectos de las especies reactivas de oxigeno (Nordberg y Arner,
2001).
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GSH son regenerados por el reciclaje redox, en el cual el glutatiéon disulfuro
(GSSG) es reducido a GSH por la glutation reductasa (GR), con consumo de
NADPH. La administracion en ratas envejecidas de un extracto del hongo
P.ostreatus restaurd la actividad de GR, esto se debié posiblemente a una
mejora en el estado glutation que pudo estar causada por los componentes del

extracto (Jayakumar, Thomas, y Geraldine, 2010).

1.4.2 Propiedades antimicrobianas de Pleurotus sp.

Compuestos identificados dentro del género Pleurotus presentan actividad
antimicrobiana, como anisaldehido en P. eryngii, pleuromutilina en P. mutilus y
P. griseus, Pleurano, 3-octanona, 3-octanol, 1-octan-3-ol, benzaldehido, 1-
octanol, acido benzoico, p-anisaldehido en P. ostreatus y Pleurotina en P.
griseus. (Cruz, 2011).

Rahman et al., 2009, trabajaron con el extracto acuoso de Pleurotus ostreatus
(Jacquin ex Fr.), el cual mostr6 efecto contra microorganismos patégenos
(entre ellos: Klebsiella sp. y Staphylococcus sp.) usando medio Mc Conkey. En
cambio, la actividad antimicrobiana del extracto de alcohol metilico obtenido del
medio de cultivo de P. eryngii var. ferulae mostré inhibir el crecimiento de
algunas bacterias y que el diametro de esta inhibicién oscil6 entre 7.7 a 13 mm.
Las bacterias estudiadas fueron B. megaterium, S. aureus, E. coli, K.
pneumoniae, C. albicans, C. glabrata, Trichophyton spp., y Epidermophyton
spp. (Akyuz y Kirbag, 2009).

Otros autores también reportaron que una cepa hibrida de Pleurotus spp.
SAUA (SEC1xUAP91) provoco halos de inhibicion contra las bacterias antes
mencionadas, donde Y. enterocolitica present6 los mayores halos de inhibicion,
en cambio, K. pneumoniae presentd los mas pequefios y la CMI fue de 0.75

mg/mL para la bacteria S. aureus.

1.4.3 Propiedades farmacoldgicas de polisacaridos de Pleurotus sp.

Estudios quimicos realizados al género Pleurotus ha reportado diferentes

componentes polisacaridicos. El hongo P. pulmonarius contiene diferentes
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polisacaridos en sus cuerpos fructiferos los cuales han sido identificados:

Xiloglucano, Mannogalacto glucano, Mannogalactano y Glucoxilano (Ferreira et
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al., 2010; Wasser, 2002). Este tipo de compuestos estan relacionados con la
actividad antitumoral e inmunomoduladora.

Ademas, los polisacaridos de los hongos pueden potenciar los sistemas de
defensa in vivo contra el dafio oxidativo. Los cuerpos fructiferos de Pleurotus
abalonus producen un complejo polisacérido-péptido (F22) capaz de aumentar
la actividad y expresion génica de enzimas antioxidantes y de reducir la
peroxidacion lipidica en ratones con senescencia acelerada (Li et al., 2007). El
Pleuran, otro (3 -1,3-D-glucano que se extrae de Pleurotus ostreatus mejora el
estatus antioxidante de las ratas, aumenta la actividad de las enzimas
superdxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GSH-PX) y glutation
reductasa (GRD) (Bobek y Galbavy, 2001).

Zhang et al., 2012 demostraron que dos fracciones polisacaridicas (PSPO-1a y
PSPO-4a) aisladas de cuerpos fructiferos de P. ostreatus exhibieron una
potente actividad de barrido del radical DPPH y anién superoxido a medida que
se aumentaba la concentracion, no asi en al caso del radical hidroxilo. Otros
investigadores también han reportado barridos de radicales y activacion NOS
(6xido nitrico sintasa) por parte de extractos acuosos crudos de polisacaridos
de P. ostreatus, asociando tal actividad antioxidante a la presencia significativa
de B-glucanos en las muestras (Mitra et al., 2013).

Un polisacarido intracelular con presencia de zinc (IZPS), fue aislado y
purificado en tres subfracciones (IZPS-1, 1ZPS-2 y IZPS-3) a partir de P.
cornucopiceae, utilizando cromatografia de intercambio i6nico. Dichas
fracciones demostraron potente actividad de barrido del anién superéxido y
radical DPPH ademas de fuerte actividad en el ensayo de poder reductor in
vitro. Se encontr6 ademas que todas las fracciones fueron capaces de actuar
positivamente en la regulacion de la superdxido dismutasa, GSH peroxidasa y
catalasa. Fueron capaces también de reducir significativamente los niveles de
malondaldehido en el ensayo de la peroxidacion lipidica in vivo (Zhang et al.,
2014).

Polisacaridos (PAP), derivados de cuerpos fructiferos de P. abalonus fueron
aislados y probadas sus potencialidades antiproliferativas en células LoVo de

carcinoma colorrectal humano, demostrando actividad apoptotica dependiendo
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de las dosis utilizadas. Demostré ademas una elevada actividad antioxidantes

en modelos de  ensayos in  vitro (Ren et al, 2015).
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Polisacaridos aislados de P. eryngii (PEPS) y exopolisacaridos de
Streptococcus thermophilus ASCC 1275 (ST1275 EPS) fueron sulfatados con
grados de sulfonacion de 0.69 y 0.31, respectivamente. Proceso de
sulfonacion demostré aumentar significativamente la capacidad antioxidante de
ambos polisacaridos. Sin embargo, los PEPS sulfatados presentaron mayor
potencial antibacteriano comparado con los ST1275 EPS sulfatados (Li & Shah,
2014).

Complejos polisacarido-péptido, polisacaridos-proteina y polisacaridos de
forma general han sido aislados de hongos comestibles, dentro de los que se
destaca el género Pleurotus. Muchos de estos compuestos han sido evaluados
con respecto a sus propiedades inmunomoduladoras, arrojando resultados
promisorios en este sentido. Silveira et al., 2014, en un estudio realizado en
cuerpos fructiferos de P. sajor-caju, lograron aislar un 3 (1-3)-D-glucano linear,
observandose un efecto inmunomodulador del mismo sobre macréfagos THP-
1. De igual manera este [-D-glucano fue capaz de inhibir la fase de
nociocepcion inflamatoria, inducida por formalina a bajas dosis, ademas de la
reduccion del niumero de leucocitos totales y los niveles de mieloperoxidasas
(MPO) inducidos por LPS. Otros estudios revelan a bifuncionalidad
(inmunomoduladora-antimicrobiana) de una fraccibn polisacaridica de
Pleurotus sp., la cual provoco la activacion del sistema de autolisis de ocho
cepas bacterianas y fungicas. Ademas, dicha fraccidn a una concentracion de
5-100 upg/ml potencié la actividad de la fosfatasa éacida de macréfagos
peritoniales en un modelo murino por 133-184% comparado con el control
(Llauradé et al., 2015).

Varios autores evallan de manera promisoria la posibilidad de utilizar hongos
comestibles, especificamente el género Pleurotus, como posibles biofabricas
para la produccion y liberacion de vacunas a bajo costo, tomando como
premisa la rigueza en 3-glucanos y sus propiedades inmunomoduladoras, que
estas presentan. Esta idea incluye el hecho de que la biomasa comestible de
estos organismos puede ser producida a bajos costos y en periodos de tiempo

relativamente cortos. A esto se une la alta capacidad biosintética de
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metabolitos inmunomoduladores, ademas de la facilidad y disponibilidad para
su manipulacién por métodos genéticos (Pérez-Martinez, Acevedo-Padilla,
2015).
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Un novedoso polisacarido (PN-S) extraido a partir de P. nebrodensis, fue
purificado y caracterizado, evaluando su actividad inmunoestimulante en
macréfagos RAW264.7. Luego de la exposicion al PN-S, la fagocitosis de los
macrofagos mejord significativamente. El tratamiento con este polisacarido
potencio la produccion de IL-6, éxido nitrico, interferbn gamma y factor de

necrosis tumoral a (TNF- a). (Cui et al., 2015).



CAPITULO 2.
MATERIALES Y METODOS
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Los experimentos se realizaron en la planta de Investigacion-Produccion de
Setas Comestibles, en el Laboratorio de Inmunologia del CEBI (Universidad de
Oriente), asi como en el Laboratorio de Microbiologia, Parasitologia e Higiene
de la Facultad de Farmacia, Ciencias Veterinarias y Biomédicas de la
Universidad de Amberes, Bélgica.

2.1 Cepa utilizada y condiciones de cultivo

En el trabajo se utilizo la cepa de Pleurotus sp. CCEBI-3024, la cual pertenece
a la Coleccién de Cultivos del CEBI. Para su propagacion, la siembra se realiz
en placas Petri, las cuales fueron encubadas a 37°C hasta lograr un
crecimiento micelial total.

2.2 Obtencion de los extractos hidrosolubles crudos de polisacéaridos de
micelio y cuerpos fructiferos de Pleurotus sp.

El cultivo sumergido se desarroll6 durante 15-20 dias, en erlenmeyers de 1L de
capacidad conteniendo 500 mL de medio YPG con la siguiente composicién:
glucosa (2%); peptona (0.5%); extracto de levadura (0.5%); KH2PO4 (0.1%);
NazSO0a. 7H20 (0.1%), pH 5. Se utiliz6 una zaranda (MIZARD, 2001) a 120 rpm.
Una vez alcanzada una biomasa celular adecuada se filtr6 y el micelio
resultante se lavo exhaustivamente con agua destilada.

Luego se procedi6 al secado en estufa de la biomasa colectada a 40°C durante
18h. Luego esta biomasa pasé a Hz20 caliente entre 90°C - 95°C durante 4h en
una proporcion de 1:100 (w/w). Luego se dej6é enfriar y se centrifugd a 5000
rpm por 20 minutos. El precipitado de los polisacéridos se realiz6 a partir del
sobrenadante, utilizando 4 volimenes de etanol al 96%, seguido de una
incubacién durante toda la noche.

Seguidamente se procedié a la colecta del precipitado por centrifugacién a
5000 r.p.m por 20 minutos y posterior lavado del pellet con etanol. Luego se
procedié a pesar e pellet obtenido, el cual fue resuspendido en agua destilada
para su posterior utilizacién en los ensayos.

Por otra parte, los cuerpos fructiferos se obtuvieron mediante fermentacion en
estado solido (FES), utilizando como sustrato la pulpa de café, previamente
pasteurizada, bajo las condiciones de cultivo referidas por Bermudez et
al.,2001.
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La biomasa colectada se lavd y se seco en estufa 40°C durante 12h. La misma

se utilizé en la decoccion en agua caliente, segun fue mencionado para el caso



Materiales y Métodos

del micelio. La precipitacion de los polisacéaridos se realizé de la misma forma
descrita anteriormente. Luego se procedio a pesar el pellet obtenido y para
resuspenderlo en agua destilada a una concentracion de 1 mg/mL para su

posterior utilizacion.

2.3 Cuantificacion de los componentes quimicos mayoritarios de los

extractos crudos de polisacaridos de Pleurotus sp.

2.3.1 Determinacion de proteinas.

Para la determinacion de proteinas de los crudos de polisacaridos de los
extractos de Pleurotus sp, se emple6 el método de Lowry (1951). Las
muestras fueron incubadas con el reactivo de Lowry durante 15 minutos. Este
reactivo estd compuesto por tres soluciones que se mezclan en el momento de
su utilizacién y que son las siguientes:

A: Carbonato sodico al 2% en NaOH 0.1 M.

B: Sulfato cuprico al 1%.

C: Tartrato sodico-potéasico al 2%.

En el momento de su uso, se mezclaron 50mL de A con 0.5 mL de By 0.5 mL
de C. Luego de pasados los 15 minutos, se les afadieron a las muestras 0.5
mL de reactivo de Folin-Ciocalteau, dejandose reposar por otros 30 minutos.
Las absorbancias fueron medidas a 595 nm. Para la confeccion de la curva
patron (y = 0,0018x + 0,0249; R2 = 0,9927), se utiliz6 albumina de suero bovino
(BSA) con el empleo de un intervalo de concentraciones entre 5-200 pg/mL.
Los resultados se expresaron como pg en equivalentes de BSA por mL del

extracto y como g en equivalente de BSA por 100g del extracto en seco.
2.3.2 Determinacion de carbohidratos totales

El ensayo se llevd a cabo por el método fenol-sulfurico (Dubois 1956). Se
mezclaron 2 mL de las muestras con 2 mL de fenol al 5% en tubos de ensayo y
se colocaron en una gradilla sumergida en un bafio de agua fria. A los tubos se

les afiadieron 5 mL de H2SOa, se dejaron reposar por 15 min y se determiné la
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absorbancia a una longitud de onda de 490 nm. Se utilizé glucosa para la curva
de calibracion (y = 0,0033x - 0,0408; R2 = 0,995) en concentraciones de 10-200

pg/mL. Los resultados se expresaron como pug en equivalentes de glucosa por
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mL del extracto y como g en equivalente de glucosa por 100g del extracto en

seco.
2.3.3 Determinacién de azUcares reductores

La determinacion de azUcares reductores de las muestras se realizd por el
método de Miller (1959), utilizando el acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Para la
preparacion de dicho reactivo se disolvieron 0,8 g de NaOH en agua destilada,
luego se adicionaron 15 g de tartrato de sodio y potasio tetra hidratado y 0,5 g
de DNS (&cido 3,5-dinitrosalisilico). Esta mezcla se afor6 a 50 mL con agua
destilada y se almacend en un frasco ambar a 4°C. Posteriormente se tomaron
0,5 mL de cada una de las muestras y 0,5 mL del reactivo DNS, se llevd a
ebullicién por 5 minutos e inmediatamente se detuvo la reaccion con bafio de
agua y hielo. A las muestras se les adicionaron 5 mL de agua destilada, para
luego proceder a su agitacion y reposo por 15 min. La absorbancia se
determin6é a 540 nm. El mismo tratamiento se realizé para el blanco con agua
destilada. Para el ensayo se utiliz6 una curva de calibracibn empleando la
glucosa como estandar (y = 0,0004x - 0,007; R2 = 0,9942), en concentraciones
de 0.1-1 mg/mL. Los resultados se expresaron como jg en equivalentes de
BSA por mL del extracto y como g en equivalente de BSA por 100g del extracto

en seco.
2.3.4 Cuantificacion de fenoles totales.

La determinacion del contenido de polifenoles en los extractos de Pleurotus sp,
se llevo a cabo segun el procedimiento Slinkard y Siglenton, 1977. Se tomaron
250uL de cada extracto. Se les afiadio 250 pL de reactivo Folin-Ciocalteu al
10%, dejandolos reaccionar durante 2 minutos a temperatura ambiente. Luego,
se adicionaron 250 pL de una solucion saturada de Na2COs. Después de 1h de
reposo en cuarto oscuro, se determiné la absorbancia a 750 nm en un
espectrofotbmetro y se compar6é con una curva de calibracién realizada con
acido tanico; (y= 0.0098x-0.1231 (R? =0.993). Los resultados fueron
expresados como pg en equivalentes de acido tanico por mL de los extractos y

como g en equivalentes de &cido ténico por 100 g de los extractos.
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2.4 Citotoxicidad de los extractos crudos de polisacaridos de Pleurotus
sp.

2.4.1 Cultivo celular

Se utilizé la linea celular J774 proveniente de la American Type Culture
Collection (ATCC), mantenida en Laboratorio de Microbiologia, Parasitologia e
Higiene (LMPH) de la Universidad de Amberes, Bélgica. Las células fueron
cultivadas en placas de 96 pozos, transparentes de fondo liso, en medio
DMEM:Dulbecco’s Modified Eagle’s (Gibco® Life Technologies, Gent Belgium ),
suplementado con suero fetal bovino al 10% a 37 °C con un 5% de CO:2. El
medio fue reemplazado tres veces en la semana hasta alcanzar la total

confluencia de las células.

2.4.2 Citotoxicidad de los extractos crudos de polisacaridos de Pleurotus
sp. por el método de la rezasurina

Para evaluar la toxicidad de los extractos de Pleurotus sp. frente a la linea
celular mencionada, se comprobo6 primeramente el estado de las mismas, con
previo subcultivo bajo microscopio invertido. Posteriormente, debido a la
adherencia de las células, se raspo la superficie del frasco de cultivo con un
raspador de células (Techno Plastic Products, Trasadingen, Switzer Land) y se
resuspendié en medio DMEM fresco. Para este ensayo se utilizaron placas de

96 pozos, trasparentes de fondo liso.

Se tomaron 10 pL de células mas medio y se contaron en la camara contadora
Kova® de 10 rejillas (Hycor Biomedical inc (Kassel- Lonfelden, Germany). Se
utiliz6 entonces una suspension celular de concentracion 5x 10° células/mL, de
la cual, fueron adicionados 100 pL en los pocillos desde B2-B11 hasta G2-G10,
segun se presenta en la figura 1. Posteriormente se incubaron las células en
las placas de 96 pozos durante 24 horas a 37 °C en 5% de CO2. Pasado este
tiempo, se removid el medio por inversion de la placa y se adicionaron 100 pL
de medio DMEN fresco. Se dispensaron los extractos de Pleurotus sp en un
rango de concentraciones de 128-0.5 pg/mL por triplicado, utilizando dos

controles: control positivo que conteniene células mas medio y un control
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negativo, solamente con medio de cultivo, a los cuales se le adicion6 200 pL de

DMEM. El tamoxifen (Sigma-Aldrich, Bornem, Belgium) se utiliz6 como droga
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de referencia en un rango de: 64 -0.5 pg/mL. Se incubaron nuevamente las
placas durante 24 horas a 37 °C en 5% de CO:2y la viabilidad celular, se

evalu6 a través del marcador redox, resazurina.
2.4.3 Viabilidad Celular

El ensayo de la resazurina fue utilizado para evaluar el efecto citotéxico de los
extractos del crudo de polisacaridos de Pleurotus sp. Este es un ensayo
colorimétrico, donde las células vivas convierten la forma azul oxidada
resazurina en la forma rosada fluorescente resorufin. Solo las células viables
son metabdlicamente activas y producen NADH para inducir la conversion.
Las células no viables rapidamente pierden la actividad metabdlica y su
capacidad de convertir la resazurina. Se adiciond 40 pL de resazurina (2,2
png/mL) en cada pocillo, para luego incubar por 4 horas a 37°C en 5 % de COz2y
medir la fluorescencia (550 nm de excitacion y 590 nm de emision) en un lector
de microplacas, marca: GeNios, Tecan, Mechelen, Bélgica, utilizando el

programa kopie Van X Fluor, version: V4.5.

2.4.4 Citotoxicidad de los extractos de Pleurotus sp. por el método del

rojo neutro.

Se utilizo el método del rojo neutro siguiendo el protocolo propuesto por
Repetto et al., 2008, para evaluar la toxicidad de los extractos de Pleurotus sp.
frente a la linea celular J774. Estableciendo los mismos pasos que los
mencionados en el método anterior, se utilizan las placas de 96 pozos y la linea
celular propuesta. En este método se utiliza una solucién patrén de rojo neutro
de 4 mgmL™1, a partir de la cual se prepara el rojo neutro medio (1:100 de la
solucion patron en medio DMEM) y una solucion de rojo neutro indicador (10
mL de etanol 96 %, 10 mL de agua destilada y 0.2 mL de &cido acético glacial).
El primer dia, se incuban las células segin concentracion requerida con medio
DMEM pero libre de suero fetal y se incuban 24 horas a 37 °C con un 5 % de
COs2. Al dia siguiente se remueve el medio y se adiciona 100 uL de DMEM

fresco, ademas de los extractos a las concentraciones de 128-0.5 pg/mL. Se
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realiza entonces la segunda incubacion por 24 horas a 37 °C con 5% de CO..

Al tercer dia se remueve el medio y los extractos de las células y se adiciona
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100 pL de rojo neutro medio, para incubar durante dos horas. Posteriormente
se observan las placas al microscopio invertido y se remueve la solucién de
rojo neutro medio. Las células son lavadas con 150 uL de PBS y se adiciona
150 pL de rojo neutro indicador. Se agitan las placas en zaranda por 10
minutos y luego se mide la densidad Optica a 540 nm en lector de microplacas
Glomax Discover Promega. Las células viables incorporaran y fijaran el
colorante vital del rojo neutro.

Los resultados fueron procesados utilizando el programa de determinacién de
las 1Cso, elaborado por el LMPH, situado el el servidor:Imph-all, el cual incluye

los programas ICs0V20, Raw data e IC- Tool VOZ2.

2.5 Evaluacion antibacteriana y antifiUngica de los extractos de Pleurotus
sp.

La evaluacion antibacteriana y antifingica se realiz6 a través del método de
dilucién, donde se mezclaron los extractos de Pleurotus sp. con el medio
adecuado donde previamente se inoculd el microorganismo a evaluar.

Los microorganismos utilizados para el caso de la evaluaciéon antibacteriana
fueron: Escherichia coli (E. coli ATTC 8739), Pseudomonas aeruginosa

(P. aeruginosa ATTC 9027, Staphylococcus aureus (S. aureus ATTC 6538) y
para la antifingica, Candida albicans (B 63195).

En todos los casos, mantenidos en cryoviales en frezzer de -80 del Laboratorio
de Microbiologia, Parasitologia e Higiene de la Universidad de Amberes,
Bélgica.

En el caso de la actividad antibacteriana, se utiliz6 como medio de cultivo, el
caldo Muller Hinton. Las bacterias fueron sembradas a una concentracion de
inéculo de 10° CPU/mL (Hadacek y Greger, 2000), proveniente de un patrén
conservado en biofrezze. Posteriormente se dispensé 100 uL de caldo Muller
Hinton, 100 uL de los extractos a las concentraciones (128 pg/mL-0.5ug/mL) y
100 pyL de la suspension bacteriana, los experimentos se realizaron por
triplicado. Ademas, se incluyeron los controles positivos y negativos, asi como
las drogas de referencia para cada tipo de bacteria, seglin se muestra en la

figura 2. Las placas fueron incubadas durante 24 horas a 37°C. Pasado este
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tiempo, se adicionaron 20 pL de resazurina como indicador redox y se

esperaron de 20-30 minutos para la lectura de la fluorescencia (550 nm de
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excitaciéon y 590 nm de emisién) en lector de microplaca marca: GeNios,
Tecan, Mechelen, Bélgica, utilizando el programa kopie Van X Fluor, version:
V4.5.

Por su parte, para la evaluacion de la actividad antifingica se utilizé el mismo
método mencionado anteriormente, pero utilizando como medio de cultivo el
RPMI (Roswell Park Memorial Institute médium). Con el mismo disefio anterior
y con las drogas de referencia para Candida albicans, se incubaron las placas
durante 24 horas a 37 °C. Posteriormente se adicionaron 10 pL de resazurina y
se esperaron cuatro horas hasta la lectura de la fluorescencia en lector de

microplaca marca: GeNios, Tecan, Mechelen, Bélgica.

Los resultados fueron procesados utilizando el programa de determinacion de
las ICs0, elaborado por el LMPH, situado el el servidor:Imph-all, el cual incluye
los programas IC50V20, Raw data e IC- Tool VOZ2.

2.6 Evaluacion de la genotoxicidad de los extractos de Pleurotus sp

La evaluacion de la genotoxicidad fue realizada como se describe en
Verschaeve et al. (1999) con el ensayo de Vitotox ™. Este ensayo se basa en
una bacteria recombinante Salmonella typhimurium, cepa (TA 104 recN2), la
cual contiene un operén lux de Vibrio fisheri bajo el control transcripcional del
gen recN, el cual forma parte del sistema SOS. En el caso de dafio al ADN de
la cepa TA 104 recN2-4 (Genox), causada por la presencia de un compuesto
genotoxico, la respuesta del sistema SOS es activada al igual que el gen
luciferasa.

La actividad luciferasa es medida por emision de luz y depende de la
genotoxicidad del compuesto evaluado. La relacion sefal/ ruido representa la
produccion de luz de las células expuestas dividido por la produccién de luz de
las células no expuestas. La respuesta medida puede ademas compararse con
una obtenida en presencia de una bacteria constitutiva productora de luz (TA
104 prl, Cytox) con un operon bajo el control del promotor constitutivo prl y en
el cual la produccion de luz no esté influida por compuestos genotoxicos. La
respuesta dosis dependiente de luz producida por TA 104 recN2-4 dividida por

la luz producida por TA 104 prl superior a 1.5 indica mutagenicidad de la
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muestra. El producto evaluado es considerado genotéxico cuando la relacién

Genox/Cytox es mayor que 1.5 y la correlacion dosis respuesta supera a un
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rango de concentracion de al menos de las tres diluciones utilizadas. Como
controles positivos se utilizaron el 4- nitroquinolina-N-oxido en ausencia de la
fraccion metabdlica hepatica de rata (S9), mientras que el benzo[a] pireno fue
utilizado en presencia de S9. Los andlisis en presencia del extracto hepatico
S9 se llevaron a cabo como se describe en Verschaeve et al., (1999) para
imitar la transformacion del higado.

Se utiliz6  una solucién patron de ampicillina de 8 mg/mL, asi como una de
tetraciclina de 0.8 mg/mL. Ambas conservadas a 4 °C.

Del mismo modo se emple6 un medio rico cuya composicion era: caldo LB
(caldo de lisogenia o Lennox), glucosa y CaCl: asi como un medio pobre con
composicion: caldo LB, glucosa y CaCl, NacCl.

Como controles positivos, se incluyeron una solucion de trabajo de 4-
nitroquinolina-N-oxide (4NQO) de concentracion 0.4 pg/mL y una de Benzo(a)
pireno (0.8 mg/mL). Las cepas bacterianas fueron: Salmonella typhimurium
(TA104 Rec N2-4) y (TAL104 prl), depositadas en el laboratorio LMPH.

El primer dia, se tomaron dos erlenmeyers estériles de 50 mL con sus tapas y
se designaron, uno como Genox y otro como Cytox. A cada erlenmeyers se le
adicion6 24 mL de medio rico, 625 pL de la solucién patrén de tetraciclina,
312.5 pyL de la solucién patron de ampicilina y 100 pyL de la suspension
bacteriana a partir del criocultivo descongelado, se mezclé todo y se sellaron
los erlenmeyers para ser incubados en zaranda por 16 horas, con una
velocidad de 170-300 rpm a 36 £ 1 °C.

El segundo dia, se marcaron dos nuevos erlenmeyers: Cytox y Genox y se
adicion6 a cada uno 20 mL de medio pobre y 1 mL del correspondiente cultivo
de las cepas bacterianas que estuvieron toda la noche en agitacion, se mezclé
todo y se sellaron los erlenmeyers, los cuales estuvieron en zaranda durante
1lhora bajo las mismas condiciones de trabajo mencionadas con anterioridad.
Para la preparacion de las diluciones en serie de las muestras evaluadas y los
controles, se utilizé una placa de 96 pozos transparente, de fondo liso. Las
concentraciones de los extractos del crudo de polisacérido del micelio y
cuerpos fructiferos de Pleurotus sp fueron: 1, 0.5 y 0.25 mg/mL. El disefio

utilizado se muestra en la figura 3.
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Los pocillos A, B, C y D se utilizaron para preparar las diluciones de las

sustancias evaluadas con solventes, mientras que los pocillos E F G H fueron
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utilizados para realizar diluciones de las sustancias en agua y preparar los
controles. Al contenido de los pocillos E F G H se afadi6 a la bacteria en una
placa negra de 96 pocillos estéril.

A partir de un extracto metabdlico S9 (extracto hepatico de rata), se preparé S9
mixto, adicionando 53 pl S9 a 1.1 mL del reactivo AB y 1mL de medio pobre.
Con la suspension bacteriana, se prepararon cuatro soluciones: Genox, Genox
+ S9, Cytox y Cytox + S9. Cada uno de los siguientes voliumenes: 10 pl de las
diluciones seriadas de las muestras evaluadas y controles y 90 pL de la
suspension bacteriana de cada tipo, fueron transferidos a una placa de 96

pozos de color negro, estéril, como se muestra en la figura 4.

Finalmente, las placas fueron leidas en un lumindmetro marca: Glomax
Discover Promega, con los siguientes parametros: 48 ciclos con un intervalo de
5 minutos y luminiscencia con 1 segundo por pocillo como tiempo de

integracion.

2.7 Evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos crudos de
polisacaridos de Pleurotus sp.
2.7.1 Determinacion de la Capacidad Antioxidante Total (CAT) por el

método fosfomolibdico.

La capacidad antioxidante total de los extractos crudos de polisacaridos de
micelio y cuerpos fructiferos de Pleurotus sp. se evalué por el método

fosfomolibdico, descrito por Prieto y col., 1999.

Se preparé una solucion reactivo que contiene acido sulfdrico 0.6M, hidrégeno
fosfato de sodio 28mM, molibdato de amonio 4mM, todo esto disuelto en
100mL de agua destilada. Se toman 100uL del extracto a lo que se le afiade
1mL de la solucién reactivo. Se procede a incubar 90 min a 95°C en bafio

maria. Se deja enfriar y la absorbancia es medida a 695nm.

Se midié la CAT de las muestras a una concentracion de 16 pg/mL. Los valores
de absorbancia se interpolaron en una curva de calibracién preparada con
acido ascérbico (y=0,008x - 0,0152; Rz = 0,9913; 5-100 pmol/mL). Las

determinaciones se hicieron por triplicado y los resultados obtenidos se
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expresaron como pmol equivalentes de acido ascorbico por mg de sélidos
totales (umol EAA/mg), mediante la siguiente ecuacion:

CAT= LIC (umol /mL) x VTE (mL) / Solidos totales (mg)
Donde:

CAT: Capacidad Antioxidante Total (umol EAA/mQ)
LIC: Lectura Interpolada en la Curva de calibracion
VTE: Volumen Total de Extracto

2.7.2 Determinacion del Poder Reductor.

El poder reductor se determiné por la técnica referida por Huang y Mau., 2006,
con cuatro concentraciones de los extractos evaluados. A 2,5 mL de las
muestras se le afiadié 2,5 mL de ferricianuro de potasio (10 g/mL). Se incubd
durante 20 min a 500C y una vez frescas las muestras, se afiadio 2,5mL de
acido tricloroacético (100g/mL). A continuacién, se procedid a centrifugar a
2000 rpm durante 10 min. Posteriormente se tomaron 5 mL del sobrenadante al
cual se le afiadieron 5mL de agua destilada y 1mL de cloruro férrico (1 g/L).
Luego se paso a leer a 700 nm contra un blanco preparado con agua destilada.
El poder reductor se expresé como la concentracion de los extractos a los que

se alcanza el 50% de la absorbancia maxima (ECso) (Barros et al., 2007).

2.8 Andlisis estadistico.

Todos los resultados fueron expresados como la Media £SD para tres réplicas
de las muestras (n=3). Para la cuantificacibn de los componentes quimicos
mayoritarios en las muestras, ademas de las evaluaciones de la capacidad
antioxidante de los extractos se utilizo el test de la T de Student para un nivel
de significacion de p<0,05. En el caso de no presentarse una distribucién
normal de los datos se empled su variante no paramétrica, U de Mann Whitney.

Se utilizé en el procesamiento de los datos el software profesional SPSS v.20.



Materiales y Métodos

4 5 6 T 8 9 10 11 12

I O M m o o @O F

1 2 3

Figura 1. Esquema del disefio para evaluacion de la citotoxicidad de extractos crudos
de polisacaridos del micelio y cuerpos fructiferos de Pleurotus sp en placas de 96
pozos, transparentes de fondo liso. R. Droga de referencia: Tamoxifen (64-0,5 pg/mL);

- control negativo; + control positivo; M extracto de un crudo de polisacaridos del
micelio de Pleurotus sp; C extracto de un crudo de polisacéridos de cuerpos fructiferos

de Pleurotus sp.
1 2 3

Figura 2. Esquema del disefio de la evaluacién antibacteriana y antifingica de
extractos de un crudo de polisacaridos del micelio y cuerpos fructiferos de Pleurotus
sp en placas de 96 pozos, transparentes de fondo liso. R. Droga de referencia: (S.
aureus: eritromicina; 0.5-64 pg/mL; E.coli: Ampicillina, 0,5-64 pg/mL; P .aeruginosa:
cloranfenicol, 0.5-64 pg/mL; C. albicans: Anfotericina B: 0.25-0.03 pg/mL); - control
negativo; + control positivo; M extracto de un crudo de polisacéridos del micelio de
Pleurotus sp; C extracto de un crudo de polisacaridos de cuerpos fructiferos de
Pleurotus sp.
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Figura 3. Esquema del disefio en placas de 96 pozos, transparentes de fondo liso para
preparacion de las diluciones de las sustancias y extractos evaluados para el ensayo
de Vitotox ™.
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Figura 4. Esquema del disefio en placas de 96 pozos de color negro, para preparacion
de las diluciones de las sustancias y extractos evaluados para el ensayo de Vitotox ™.
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3.1 Cuantificaciobn de los componentes quimicos mayoritarios de los
extractos crudos de polisacaridos de Pleurotus sp.

3.1.1 Cuantificacion de proteinas

Los analisis del contenido de proteinas en extractos polisacaridicos de hongos
obtenidos por extraccion acuosa y otros procedimientos, han confirmado la
presencia de estos componentes en cantidades variables. Incluso con el
tratamiento térmico de estos extractos, no se logra la desproteinizaciéon

completa de los polisacaridos.

En el presente estudio se obtuvieron valores similares respecto al contenido
proteico para ambos extractos (tabla 1), siendo ligeremente superior en el caso
del crudo de polisacaridos de cuerpos fructiferos con 160.24+1.2 pg/mL
(16.02+0.12 g/100g). Este resultado también supera ligeramente al obtenido
por Mitra et al., 2013 para un valor de 15.7 g/100g en Pleurotus ostreatus;
mostrandose ademas superior en orden decreciente en comparacion con
determinaciones proteicas realizadas en otros ejemplares fungicos: 16.02
0/100g > Agaricus brasiliensis (7.3%) > Phellinus linteus (5.7%) > Ganoderma
lucidum (2.6%) > Agaricus bisporus (0.9%) (Kozarski et al., 2011).

Muchos estudios han postulado que, la presencia de proteinas o péptidos como
parte de la estructura de polisacaridos, es responsable en parte, del potencial
de barrido de radicales de estas moléculas. En este sentido, un estudio
realizado por Liu et al.,, 2013, plantean la habilidad de barrido de radicales
superoxido e hidroxilo con relacion a la cantidad de proteinas (péptidos)
presentes en complejos polisacaridos-proteinas; demostrdndose que en
aquellas muestras polisacaridicas donde las concentraciones de proteinas son
casi nulas (trazas), la actividad antioxidante es muy baja, no asi en aquellas
muestras proteicamente enriquecidas. Por consiguiente, el contenido de
compuestos conjugados de proteinas y fenoles presentes en extractos de
polisacéridos pueden ayudar a explicar el elevado potencial antioxidante que

estos compuestos presentan.

3.1.2 Cuantificacion de carbohidratos
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Los carbohidratos constituyen los componentes prevalecientes de la materia

seca de los hongos comestibles, alrededor de un 50-60%. Los carbohidratos
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estan formados por varias unidades monosacaridicas, sus derivados y
oligosacaridos (comunmente llamados azucares), ademés de los polisacéaridos,

compuestos constituidos por mas de diez unidades monosacaridicas.

En nuestro estudio se determind el contenido de carbohidratos totales de los
extractos crudos de polisacaridos de micelio y cuerpos fructiferos; 57.93+10.42
y 32+6.8 g/100g respectivamente (tabla 2). Los datos disponibles de Lentinus
edodes muestran para un crudo de endopolisacaridos derivados de su masa
micelial, un total de carbohidratos de 22.8 g/100g. De igual forma, el valor
obtenido de las muestras de cuerpos fructiferos de Lentinus polychrous con
respecto a la cantidad de carbohidratos totales (45.9 g/100g), no supera al
valor alcanzado por nuestro estudio (Wasser, 2010). Es valido aclarar que el
contenido total de carbohidratos de las setas, incluyendo hidratos de carbonos
digeribles y no digeribles, varia con la especie desde un 35-70% del peso seco
(Diez y Alvarez, 2001; Mau et al., 2001). Se ha comprobado ademas que el
sustrato utilizado para los cultivos de los hongos juega un papel primordial en
su riqueza metabdlica, dentro de los que se destacan los carbohidratos (Garcia
1999). Dentro del reino fungi, las especies de Pleurotus pueden crecer sobre
una amplia variedad de sustratos y tienen especiales propiedades para
degradar los componentes lignoceluldsicos presentes, en mayor proporcion en
los residuos de la agroindustria. Nieto et al., 2008 demostraron que en cuanto a
la especie, la variacion es mayor para el P. ostreatus que para el P.
Pulmonarius y P. sajor-caju. Este comportamiento pone de manifiesto que la
cantidad de carbohidratos esta relacionada tanto con el sustrato como con la

especie.

A pesar de que en nuestro estudio el analisis estadistico utlilizado no arrojo
diferencias significativas en cuanto a las concentraciones de carbohidratos
totales entre los extractos crudos de polisacaridos de micelio y cuerpo
fructiferos; es oportuno decir que estas diferencias cuantitativas, comunes en
extractos de setas comestibles, dependeran en muchos de los casos de la
varidad de géneros y especies utilizadas en los estudios, cualidades de los

sustratos utilizados, asi como del proceso biotecnolégico empleado (Gregori et
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al., 2007; da Silva et al.,, 2011). Llaurad6 2016, determind para extractos

hidrosolubles de cuerpos fructiferos y micelio de Pleurotus sp. un total de
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carbohidratos del 36% y 70% respectivamente. La fase micelial constituye una
etapa temprana en el crecimiento y desarrollo de los basidiomicetos, la cual
presenta particularidades en cuanto a requerimientos nutricionales, ademas de
una acumulacion importante de diversos metabolitos y otros precursores de
biomoléculas importantes en posteriores etapas de desarrollo y funciones

fisiologicas especificas (Lau et al., 2013).
3.1.3 Cuantificacién de azlcares reductores

Los azucares reductores son aquellos que poseen un grupo carbonilo (grupo
funcional) intacto, y que a través del mismo pueden reaccionar como
reductores con otras moléculas. Todos los monosacaridos son azucares
reductores ya que al menos tiene un —-OH hemiacetalico libre. Los
monosacaridos son los lementos mas sencillos, a partir de los cuales se forman
las moléculas mas complejas dentro de los glisidos. Los extractos de
polisacaridos contienen glucosa como el componente monosacaridico
prevaleciente de la cadena principal y en una proporcion variable con respecto
a otros azucares (Klaus et al, 2011). De igual forma otras moléculas de azucar
pueden encontrarse unidas lateralmente a polisacaridos como R3-D-glucanos,
tales como manosa, xilosa, galactosa (Wasser, 2002). La habilidad de barrido
de radicales libres por parte de los polisacaridos puede estar condicionado por
la presencia de hidrogenos en formas especificas, ademas de unidades
monosacaridicas y de la ubicacion de enlaces externos con respecto a la
cadena principal. Es asi como existe una conexion entre la composicion
monosacaridica, las conformaciones de cadenas laterales y la habilidad de
captacion de radicales DPPH de polisacaridos derivados de L. edodes
obtenidos por cultivo sumergido. Este estudio detectdé que la presencia de
unidades de glucopiranosa unidas por enlaces del tipo [3-(1,6)-glicosidico y
unidades de arabinosa por enlaces (1,4) en las cadenas laterales, tiene un
significado importante en la catacién de radicales libres en comparacion con el
acido ascorbico, BHA y acido citrico (Lo et al., 2011).

En nuestro estudio, utilizando el método de Miller (1959) y bajo las condiciones

experimentales utilizadas, solo se dectectaron azucares reductores en el
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extracto de micelio (4.85+2.3 g/100g) (Tabla 2). Es valido aclarar que la no

deteccién de azucares reductores en el extracto de cuerpos fructiferos, no
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descarta la presencia de los mismos en la mezcla ya que estos puedrian
encontrarse a muy bajas concentraciones y de esta forma escapar de la
sensibilidad del método para su cuantificacion. Es oportuno agregar también,
gue los mayores valores obtenidos de estos metabolitos generalmente son
alcanzados después de desproteinizar y fraccionar los polisacéridos crudos por

técnicas cromatograficas y otras (Xia et al., 2011).
3.1.4 Cuantificacion de fenoles totales

Especial atencion han tenido los hongos Basidiomicetes, los cuales han sido
evaluados por sus propiedades nutricionales y farmacoldgicas. En este sentido,
los polisacaridos fangicos han sido propuestos como un factor promisorio para
varias aplicaciones industriales incluyendo la biofarmacia y la cosmetologia.
Los polisacaridos de setas mas abundantes son, quitina, alfa y beta glucanos,

xilanos, mananos y galactanos (Zhang et al., 2007).

Muchos polisacaridos obtenidos a partir de Lentinus polychrous, Ganoderma
atrum, Grifola frondosa y Lentinus edodes se han reportado no solo por su
actividad antioxidante, sino también porque ellos se consideran ingredientes
bioactivos, involucrados en procesos inflamatorios y antitumorales (Wu y
Hansen, 2008; Thetsrimuang et al.,, 2011). Investigaciones recientes de
extractos polisacaridicos de hongos superiores obtenidos por diferentes vias,
entre la que se destaca, extraccion por agua caliente, refieren la presencia de
compuestos fendlicos en estas muestras. Se ha demostrado una correlacién
positiva entre la intensidad del color de los extractos con la presencia de
fenoles totales, asociado a su vez con un aumento de la actividad antioxidante
(Heleno et al., 2012).

En nuestro trabajo se determin6 el contenido de fenoles totales presentes en
extractos crudos de polisacaridos del micelio y cuerpos fructiferos de Pleurotus

sp, resultados que se presentan en la tabla 1.

Alvarez (2009) informé los metabolitos secundarios de mayor importancia
farmacologica presentes en extractos hidrosolubles crudos de micelio y

cuerpos fructiferos de Pleurotus sp. CCEBI-3024. A pesar de que el tamizaje
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fitoquimico ofrece informacién cualitativa, permite identificar los tipos de

sustancias mayoritarias presentes en los extractos, representando esta
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informacion un antecedente para la realizaciébn de estudios quimicos mas

profundos.

Para este ensayo se utilizo la siguiente curva de calibracion: y= 0.0098x-0.1231
(R? =0.993) para los fenoles totales expresados como &cido tanico. Los
resultados muestran una importante concentracion de compuestos fendlicos en
las muestras (5.95+0.3 g/100g para micelio y 4.36+0.06 g/100g para cuerpo
fructifero), con valores cercanos en cada caso y esencialmente similar al
obtenido por Mitra (2013) en un extracto crudo de polisacaridos derivados de
cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus (4.5+0.3 g/100g) en condiciones
similares y utilizando como patrén acido galico. Por su parte Thetsrimuang et
al., 2011, reportaron un 58.4 mg/g de contenido de fenoles en un crudo de
polisacaridos del micelio de Lentinus polychrous. Los tipos y cantidades de
compuestos fendlicos pueden variar con las mismas condiciones de las
especies (Vamanu et al., 2014). La composicion especifica y caracteristica de
cada seta puede estar asociado con los factores ambientales y condiciones de

cultivo.

Se ha demostrado que los polisacaridos de origen natural no siempre existen
de manera aislada, sino formando complejos con otros componentes
moleculares dentro de los que se encuentran los fenoles. La formacién de
conjugados polisacéaridos-polifenoles podria estar mediada por enlaces —H o
interacciones hidrofébicas (Li et al.,2007). Estudios al respecto, corroboran que
tales residuos moleculares, poseen una potente funcidon antioxidante,
demostrandose una elevada correlacién entre la capacidad reductora de

extractos acuosos de polisacaridosy el contenido fenolico.(Heleno et al.,2012).
3.1.5 Cuantificacion de polisacéaridos totales

En el presente estudio la determinaciéon de los polisacaridos totales se llevo a
cabo por la sustraccion de la concentracion de azucares reductores del total de
carbohidatos cuantificados en las muestras. En el caso del extracto de cuerpos
fructiferos se asumié como concentracion de polisacaridos totales el valor

obtenido en la determinacién de carbohidratos totales, dada la no deteccién de
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azucares reductores en el extracto. Los valores obtenidos en este estudio

(Tabla 2), para los polisacéaridos totales, 53+2.3 g/100g para el extracto de
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micelio y 32+6.8 g/100g para el extracto de cuerpos fructiferos de Pleurotus
sp., constituyen valores cercanos a los referidos por Mitra, 2013, (43.9+£1.2
0/100g) para polisacaridos del tipo R-glucanos en un extrato crudo de
polisacaridos derivados de cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus. La
literatura también reporta valores similares concentracion para polisacaridos
del tipo glucanos en otros ejemplares: Ganoderma applanatum (22.4%),
Ganoderma lucidum (36.3%), Lentinus edodes (42.6%), Agaricus brasiliensis
(40.1%), Ganoderma lucidum (20.8%) y Phellinus linteus (24.5%) (Griensven et
al.,2012; Kozarski et al.,2011). Jaszek et al., 2013 en un estudio realizado de
un extracto crudo de polisacéaridos derivados del micelio de Cerrena unicolor,
obtuvieron un valor inferior referente a la concentracion de polisacéaridos totales
(73.2 mg/q).

Llauradé (2016) indentific6, para extractos acuosos de micelio y en una
preparacion seca pulverizada de cuerpos fructiferos de Pleurotus sp. CCEBI-
3024, la presencia de moléculas presumiblementes del tipo B-glucanos y (-1,3-
1,6-glucanos, utilizando para ello un método de andlisis de transicién
conformacional. Este estudio marca un precedente en cuanto al conocimiento
de los tipos de estructuras polisacaridicas presentes en los extractos crudos de
polisacaridos de la cepa en cuestibn empleada en este estudio. Todos estos
conocimientos podrian fundamentar las potencialidades de estos extractos
respecto a sus capacidades antioxidantes y antimicrobianas (Zhang et al.,
2014; Li & Shah, 2014).
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Tabla 1. Contenido de proteinas y fenoles totales de los extractos crudos de
polisacaridos de micelio y cuerpos fructiferos.

Extracto Proteinas Fenoles totales
pg/mL g/100g pg/mL g/100g
Extracto
micelial 147 .97+6.6° 14.79+0.66 59.55+3.83% 5.9510.3
Extracto
cuerpos 160.24+1.2° 16.02+0.12 43.66x0.69° 4.36+0.06
fructiferos

(®) letras diferentes indican diferencias significativas en la prueba MW-U (p <
0.05). Media £SD de tres experimentos (n=3).

Tabla 2. Contenido de carbohidratos, azucares reductores y polisacaridos

totales de los extractos crudos de polisacaridos de micelio y cuerpos fructiferos

Extracto Carbohidratos totales Azucares reductores Polisacaridos totales
png/mL g/100g ug/mL g/100g pg/mL g/100g
Extracto
micelial 579.33+104.28®* 57.93+10.42 48.58123.62 4.85+2.3 530.75+104.28% 53123
Extracto - -
cuerpos 320.14+68.38 3246.8 320.14+68.3° 32+6.8
fructiferos

(® letras diferentes indican diferencias significativas en la prueba MW-U (p <
0.05). Media +SD de tres experimentos (n=3).
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3.2 Citotoxicidad vy actividad antimicrobiana de los extractos crudos de
polisacéridos de Pleurotus sp.

La citotoxicidad en determinadas lineas celulares es un importante criterio para
asignar la selectividad de la actividad farmacolégica de un producto

determinado.

En este sentido, en nuestro trabajo se utilizaron dos métodos para su
evaluacion. Uno de ellos fue con el Alamar blue o rezasurina, aprovechando las
ventajas que esta ofrece al mostrar gran sensitividad utilizando propiedades

fluorescentes.

El otro método, fue con el rojo neutro (3-Amino-7-dimetilamino-2-metil-fenazino
hidroclorido), que permite evaluar la toxicidad de un compuesto determinado,
por la liberacion de un colorante (rojo neutro) debido a la pérdida de la
viabilidad celular. El rojo neutro es captado por las células (especificamente por
los lisosomas y endosomas) y en la medida que la célula pierda viabilidad por
la accion del compuesto que se evalla se libera al medio el colorante pues solo

las células viables son capaces de retener el colorante en su interior.

Para ambos casos, los resultados obtenidos en nuestro estudio, utilizando la
linea celular de macréfagos murinos J774 y con varias concentraciones de los
extractos de Pleurotus sp, sugieren efectos no toxicos en las células, segun se

muestra en la Tabla 3.

Es recomendable incluir una evaluacibn antimicrobiana paralela a la
citotoxica (Maes et al., 2004) cuando se exploran las potencialidades
farmacoldgicas de productos naturales como es el caso de los extractos
derivados de Pleurotus sp. Existe un gran interés en restringir los aditivos
alimenticios antimicrobianos sintéticos y desarrollar la aplicacion de
antimicrobianos a partir de productos naturales (Bassolé y Juliani, 2012).

En este sentido, las setas comestibles constituyen una valiosa fuente para la
basqueda de nuevos agentes antimicrobianos (Ramesh et al., 2010; Gezer et
al., 2006; Mercan et al., 2006). Se ha encontrado que diferentes especies de

hongos muestran diferentes actividades antimicrobianas. Estas diferencias, son
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probablemente una consecuencia de la presencia de diferentes componentes

con dicha actividad.
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En nuestro estudio se incluyeron bacterias Gram positivas y Gram negativas,
asi como levaduras para llevar a cabo este objetivo. Segun se muestra en la
tabla 3 mencionada anteriormente, los resultados sugieren que no existe
actividad antibacteriana ni antifingica con las concentraciones evaluadas de
los extractos de Pleurotus sp, esto puede estar relacionado con el hecho de
gue la intensidad del efecto antibacteriano depende de las especies de setas,
las concentraciones de los extractos y los microorganismos evaluados (Kosanic¢
et al., 2012).

Por otro lado, a pesar de que es significativa la capacidad anticancerigena y
antioxidante de numerosas especies de Pleurotus, su actividad antifingica es
insignificante (Cushnie and Lamb, 2005; Li et al., 2008). La actividad
antifingica en algunos extractos de setas comestibles es debido a la presencia
de flavonoides, los cuales inhiben la germinacion de esporas micromicetes,
como fue demostrado en Candida spp., Aspergillus tamarii, A. flavus,
Cladosporium sphaerospermum, Penicillium digitatum y P. italicum (Cushnie y
Lamb, 2005).

En este sentido, los polisacaridos de setas comestibles han sido reportados
como estimuladores o supresores de componentes especificos del sistema
inmune, siendo Utiles en la terapia convencional del cancer y de otras
enfermedades (Wasser, 2002). Jaszek et al., 2013 evaluaron un crudo de
polisacaridos de micelio de C. unicolor frente a E coli y S aureus, observando
solo actividad antibacteriana contra S aureus, lo cual sugiere que esta fraccion

puede ser una fuente natural de agentes bacteriostaticos.

Ramesh y Pattar, 2010, estudiaron el perfil antimicrobiano de seis setas
comestibles salvajes de la India, incluyendo Pleurotus pulmonarius frente a un
panel de bacterias y hongos patdégenos, lo cual indico que los componentes
bioactivos presentes en estas especies, influyen directamente en la capacidad

antimicrobiana del hongo.
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Figura 5. Conversion de resazurina a resorufin por células viables, resultando
en un producto fluorescente. La produccion de fluorescencia es proporcional al
namero viable de células. Tomado de Protocols and Applications Guide.
www.promega.com. Rev. 3/11.

Tabla 3. Valores para la citotoxicidad en macréfagos murinos J774 y actividad
antimicrobiana y antiingica de los extractos crudos de polisacaridos de micelio
y cuerpos fructiferos de Pleurotus sp

Extractos ICs, ( pg/mL) IC o (1g/mL) [CCq (ng/mL) s
!-Resazuri na y rojo
neutro

M P. aeruginosa [>128 >128 >128 1

S. aureus >128
E. coli >128
C. albicans >128
E P. aeruginosa >128 |>128 >128 1
5. aureus . >128-
E. coli >128
C. albicans >128
S. aureus >128
E. coli >128
C. albicans >128
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3.3 Evaluacion de la genotoxicidad de los extractos de Pleurotus sp.

El ensayo fue evaluado en 4 horas, basado en la respuesta SOS dependiente
de la produccion de luz por la bacteria genéticamente modificada Salmonella
typhimurium. Los valores de la relacion sefal/ruido (S/N) de la cepa (TA 104
prl: Cytox) y (TA 104 recN2: Genox) con los extractos del crudo de
polisacaridos del micelio y cuerpos fructiferos de Pleurotus sp, no excedieron el
rango establecido para considerarlos como genotoxicos y citotoxicos (> 1.5),
respectivamente, tal como se muestra en las figuras (2; 3; 4y 5).

En presencia de S9, los valores de la relacion sefal/ruido de las dos cepas
Cytox y Genox para ambos extractos también estuvieron por debajo de 1.5, lo
cual indica que no hubo efecto genotdxico en las condiciones de imitacion de la
biotransformacion del microsoma de higado. Ninguno de los extractos
estudiados presenta caracteres mutagénicos antes o0 después de la
biotransformacion.

Estudios similares fueron obtenidos por Vanhulle et al., 2008 en la evaluacion
de la citotoxicidad y genotoxicidad de diferentes especies de hongos de
pudricién blanca (Coriolopsis polyzona, Perenniporia tephropora, Perenniporia
ochroleuca, Pycnoporus sanguineus, Trametes versicolor y Clitocybula dusenii)
durante la decolorizacién de colorantes.

Otros autores como Trinh et al.,, 2010, utlizando el ensayo de Vitotox,
evaluaron la genotoxicidad de diferentes tipos de aguas tratadas en la
germinacion y crecimiento de semillas con diferentes propdésitos, probando que

las mismas no poseen riesgo para la  salud humana.
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Figura 6. Resultados del test VITOTOX® para el extracto del crudo de polisacaridos del
micelio en ausencia de S9.
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Figura 7. Resultados del test VITOTOX® para el extracto del crudo de polisacaridos del
micelio en presencia de S9.
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Figura 8. Resultados del test VITOTOX® para el extracto del crudo de polisacaridos de
cuerpos fructiferos en ausencia de S9.
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Figura 9. Resultados del test VITOTOX® para el extracto del crudo de polisacaridos de
cuerpos fructiferos en presencia de S9
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Los resultados obtenidos en nuestro trabajo representan el primer
acercamiento a la evaluacion de la genotoxicidad de extractos obtenidos de
Pleurotus sp, contribuyendo de esta manera a profundizar en la inocuidad de
estos compuestos con potencialidades de aplicacion en el disefio de
suplementos dietéticos y otras formulaciones, orientadas al mejoramiento de la

salud humana.

3.4 Evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos crudos de
polisacaridos de Pleurotus sp.

3.4.1 Determinacion del poder reductor

El método del poder reductor se basa en la capacidad de la sustancia que sera
evaluada de reducir las especies férricas (Fe®') a ferrosas (Fe?*) por una
transferencia electrénica directa. Este ensayo se presenta en la literatura en
dos variantes: la conocida como FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant Power) y la
conocida como Reduction Power que es la empleada en nuestro trabajo,
diferenciandose una de otra principalmente en la fuente de Fe*" que se
adiciona al sistema.

En este experimento, se realizé una medicién espectrofotométrica a 700 nm,
longitud de onda donde absorbe el complejo de Fe?* formado. El incremento de
la absorbancia a esta longitud de onda es proporcional a la cantidad de Fe3*
reducido a Fe?* por la especie antioxidante evaluada. Se refiri6 el poder
reductor como la concentracion del extracto a la que se alcanza el 50% de la
absorbancia maxima (ECso). El poder reductor de los hongos medicinales
podria estar relacionado con la capacidad de actuar como donantes de
hidrégeno (Shimada et al., 1992).

Las curvas representativas del poder reductor de los extractos de micelio y
cuerpos fructiferos de Pleurotus sp. se presentan en la figuralO. El valor de
ECso resulté de 32.6 pg/mL en el extracto micelial, estadisticamente superior en
comparacion con el de cuerpos fructiferos (8 pg/mL, p<0.05). Estos resultados
obtenidos en el ensayo de poder reductor sugieren una mejor actividad

antioxidante para el extracto derivado del cuerpo fructifero (figura 11).
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Lung et al., 2012 refieren el papel de los grupos hidroxilo de polisacaridos,
como los responsables en gran medida, de actuar como donores de electrones,
reaccionando de esta forma con los radicales libres y formando productos
estables y de esta manera terminar con la reaccion en cadena de radicales. La
capacidad reductora es significativamente incluida como una de las actividades
antioxidantes a evaluar por parte de los especialistas en el tema a nivel
mundial.

Muchos mecanismos relacionados con las actividades antioxidantes incluyen,
iniciaciébn en cadena, uniébn a metales de transicion, capacidad reductora y
barrido de radicales (Gulcin et al.,2003). La capacidad reductora es uno de los
mas importantes factores dentro de la capacidad antioxidante.

Los extractos crudos de polisacaridos de micelio y cuerpos fructiferos de
Pleurotus sp. pueden contener especies reductoras, las cuales pueden
reaccionar con ciertos precursores de peroxidos, previniendo de esta forma la
aparicion de derivados de peroxidos.

Es mundialmente conocido que la bioactividad de los polisacaridos es afectada
por sus caracteristicas estructurales, especificamente se ha comprobado una
correlacion existente entre el peso molecular y la capacidad de barrido de
radicales, ademas de la influencia de grupos amino e hidroxilo en moléculas
polisacaridicas tales como el quitosano (Guo et al., 2005). El peso molecular es
uno de los rasgos estructurales mas importantes de los polisacéaridos. Cierto
namero de reportes sugieren que la potencia antioxidante esta estrechamente
asociada con el peso molecular de los mismos. Polisacéridos con bajo peso
molecular presentan mas grupos hidroxilo reductores terminales (por unidad de
masa) para aceptar y eliminar radicales libres. Liu et al., 2010 obtuvieron dos
polisacéridos de bajo peso molecular derivados de G. lucidum a los que se le
determiné su actividad antioxidante. Los resultados mostraron que ambos
polisacaridos son efectivos en el barrido de radicales hidroxilo y capacidad
guelante de hierro. Xing et al., 2005 reportaron el efecto de barrido contra el
radical superdxido de dos quitosanos de bajo peso molecular (9 KDa) por
encima de otro de alto peso molecular (60 KDa). Este posible mecanismo

puede estar relacionado con las caracteristicas estructurales del quitosano en
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cuestion, el cual contenia dos grupos hidrégenos y un grupo amino en cada

unidad monomeérica. El alto peso molecular en los polisacaridos se relaciona
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con estructuras mas compactas, resultando en uniones por hidrégeno
intramolecular mas fuertes al igual que la aparicion de grupos amino mas
restringidos. Actualmente hay opiniones diversas sobre qué peso molecular,
forma y fuente de beta glucanos proporcionan el mayor beneficio terapéutico.
Todas estas caracteristicas antes mencionadas pueden aportar a la explicacion
de las diferencias significativas en cuanto al poder reductor encontradas entre
los extractos crudos de polisacaridos de micelio y cuerpo fructifero. A esto se
aflade la presencia significativa de proteinas y fenoles cuantificados en la
muestra y su influencia directa en la potenciacion de la capacidad antioxidante
de extractos de polisacaridos, elementos que han sido discutidos con

anterioridad en el desarrollo de este trabajo.

3.4.2 Determinacion de la Capacidad Antioxidante Total (CAT).

Mundialmente han sido desarrollados de diferentes métodos para la evaluacion
de la capacidad antioxidante total de mezclas biolégicas o metabolitos aislados,
entre los que se destacan: capacidad de absorbancia del radical oxigeno
(ORAC), parametro total de radical antioxidante (TRAP), capacidad
antioxidante equivalente a Trolox (TEAC) y capacidad total de barrido de
oxirradicales (TOSC).

Las propiedades reductoras de un producto natural estdn generalmente
asociadas con la presencia de agentes antioxidantes capaces de interrumpir
las reacciones en cadena de los radicales libres por donacion de atomos de
hidrogeno (Lijun et al., 2011). Este ensayo refleja la capacidad de un sistema
de defensa antioxidante no enzimatico. En este método, llamado también
método del fosfomolibdeno, el molibdeno VI (Mo6+) se reduce para formar un
complejo de color verde de fosfato/Mo5+ a pH acidico. Valores altos de
absorbancia indican que la muestra posee actividad antioxidante significativa
(Hudson, 1990).

En la tabla 4, se muestran los resultados de la capacidad antioxidante total de
los extractos crudos de polisacaridos de micelio y cuerpos fructiferos de
Pleurotus sp. para una concentracion de 16ug/mL.

A la hora de evaluar las propiedades antioxidantes de muestras mezclas
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heterogéneas de metabolitos, es necesario tener en cuenta el hecho de que la
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capacidad antioxidante evaluada, puede resultar derivada de una actividad
combinada de varios compuestos con funcion antioxidante, sus respectivas
concentraciones Yy las posibilidades de que estos reaccionen como sinergistas
0 antagonistas (Laguerre et al.,2007). La habilidad de barrido de radicales
libres, depende en gran medida de la talla del carbohidrato. Los polisacéaridos
tienen una mayor habilidad de neutralizacion de radicales libres que los
monosacaridos, pero dicha actividad no es aun tan elevada. Polielectrolitos,
tales como sulfatos, glucanos fosforilados, lipopolisacéridos y otros, exhiben
habilidades antioxidantes mas significativas (Laugier et al., 2012).

Unido a esto, podemos afadir, que la presencia en extractos de polisacéaridos,
de otros componentes tales como, proteinas, péptidos aminoéacidos,
fitosteroles, nucleétidos, acidos organicos y microelementos, asi como sus
interacciones potenciales y efectos sinérgicos pueden tener un significativo
impacto en el incremento de las actividades antioxidantes. Tal es el caso de
nuestro estudio, donde metabolitos tales como, proteinas, fenoles y azlcares
reductores, aportan considerablemente al potencial antioxidante de los
polisacaridos presentes en las muestras.

Las evidencias experimentales obtenidas y en la tesis demuestran el
interesante potencial de los extractos crudos de polisacaridos derivados de
Pleurotus como nueva fuente de antioxidantes naturales para las industrias
alimentaria y médico-farmacéutica, utiles en el disefio de alimentos funcionales,
suplementos dietéticos y/o farmacos con aplicaciones en el manejo de las

enfermedades inducidas por el estrés oxidativo.
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Figura 10. Poder reductor de extractos crudos de polisacaridos de cuerpos
fructiferos (A) y micelio (B) de Pleurotus sp.
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Figura 11. Valores de concentracion de los extractos crudos de polisacaridos
de micelio y cuerpos fructiferos de Pleurotus sp. a las que se alcanza el 50%

de la inhibicion méaxima (ECso) en el ensayo de poder reductor.
(*) Indica diferencias significativas en la prueba de la t de Student (p< 0.05).

Tabla 4. Capacidad antioxidante total de los extractos crudos de polisacaridos

de micelio y cuerpos fructiferos

Extractos crudos de Capacidad Antioxidante Total
polisacaridos (umol Ac. Ascérbico/mg)
Micelio 465.12+25 11
Cuerpos fructifero 288.1°+87.8

(® letras diferentes indican diferencias significativas en la prueba MW-U (p < 0.05).

Media +SD

de tres

experimentos (n=3).

120

110
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Conclusiones

El procedimiento empleado para la obtencion de los extractos crudos de
polisacaridos a partir de micelio y cuerpos fructiferos de Pleurotus sp.,
permitié la obtencion de un total de polisacaridos con potencial antioxidante
de 53 y 32 g/100g, respectivamente.

El contenido de azucares reductores, carbohidratos y fenoles totales fue
mayor en el extracto del crudo de polisacaridos del micelio de Pleurotus sp.
Por otro lado, el contenido de proteinas fue mayor en extracto del crudo de
polisacéaridos de cuerpos fructiferos de Pleurotus sp.

Los extractos crudos de polisacaridos derivados de micelio y cuerpos
fructiferos de Pleurotus sp., en los ensayos de citotoxicidad y genotoxicidad,
sugieren efectos no toxicos.

Los resultados obtenidos, a las concentraciones evaluadas de los extractos
crudos de polisacaridos del micelio y cuerpos fructiferos de Pleurotus sp.,
sugieren la no actividad antibacteriana y antifiUngica con las cepas evaluadas.
Los extractos crudos de polisacaridos a partir de micelio y cuerpos fructiferos
de Pleurotus sp. poseen actividad antioxidante, evidenciada en ensayos de
Capacidad Antioxidante Total (CAT) y poder reductor.
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Recomendaciones

. Profundizar en Ila evaluacion de la actividad antimicrobiana vy
antioxidante de los extractos crudos de polisacaridos del micelio y
cuerpos fructiferos de Pleurotus sp. con el empleo de otros ensayos in
vitro (quimicos y celulares) y en modelos animales de patologias
asociadas al estrés oxidativo.

. Realizar la identificacion y cuantificacion de los compuestos
polisacaridicos presentes en los extractos, lo que permitiria
fundamentar las propiedades antioxidantes observadas.

Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos utilizados en el
estudio a concentraciones superiores.

Evaluar la dinamica de produccion de compuestos fendlicos y la
actividad antioxidante en la fermentacion sumergida de Pleurotus sp.
CCEBI-3024 en medios de cultivo alternativos.
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