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Resumen
RESUMEN

Las setas comestibles han sido consumidas durante milenios como aimento valioso, y también
por sus efectos sobre la salud humana. Sin embargo, las potenciaidades nutricionales y
medicinales de muchas especies, alin son investigadas. En el presente trabajo se desarrollé un
suplemento nutricional, formulado como tabletas, de Pleurotus sp. a partir de la biomasa seca y
pulverizada de cuerpos fructiferos, obtenidos por fermentacion en estado solido (FES) sobre
pulpa de café. En su composicion bioquimica se destaca la presencia de proteinas (20 %) y
carbohidratos (55 %), la existencia de [-1,3-1,6-D- glucanos (1.54 ¢/100 g) y mineraes (Fe, Cu,
Zn, Mn, Mg y Co). El tamizge fitoquimico permitio identificar metabolitos de bajo peso
molecular biologicamente activos. El contenido de polifenoles en extractos acuoso y etandlico
fue de 138.4 mg/100 g y 86.37 mg/100 g respectivamente. Se evaluaron las propiedades
inmunomoduladoras del suplemento en dos biomodelos experimentales. La administracion
durante 14 dias (via oral, 1000 mg/kg) a ratones inmunocompetentes, mostré un comportamiento
diferencial segin e sexo. Se observé un incrementd en los conteos leucocitarios dentro de los
valores normales para la especie, con diferencias significativas de linfocitos y polimorfonucleares
en machos y hembras, respectivamente. No se apreciaron variaciones de la celularidad esplénica,
y se observéd un aumento de macrofagos peritoneales en las hembras tratadas y en menor grado,
en los machos. No hubo diferencias significativas en los niveles de hemoglobina y proteinas
séricas totales, aungue se evidencid un comportamiento diferencial hacia la sintesis de la fraccion
globulinica en las hembras tratadas. Se estimulé la inmunidad celular, por induccion de
hipersensibilidad retardada, particularmente en los machos. El efecto inmunoprotector de la
preparacion, también se evalud en ratones Balb/c machos inmunodeprimidos con ciclofosfamida
(100 mg/kg, viai.p.). Los ratones tratados profilacticamente mostraron menor inmunosupresion y
una recuperacion hematopoyética mas rgpida; ello se reflgjo en un aumento de la celularidad de la
médula 0sea y de los conteos leucocitarios. Se incrementd la fraccion globulinica del suero, con
una relacion albumina/globulina menor y e preparado estimulé ademés la respuesta inmune
celular, seguin e ensayo de hipersensibilidad retardada. En generd, € suplemento potencio los
mecanismos de defensa in vivo y fue bien tolerado por los animales tratados durante su
administracion. Estos resultados sugieren una relacion entre los compuestos bioactivos presentes
en e suplemento y € efecto inmunomodulador, ademas de sus propiedades nutricionales.



Abstract
ABSTRACT

Edible mushrooms have been consumed for millennia as valuable food, and also for their effects
on human health. However, the nutritional and medicinal potential of many species are still under
investigation. In this paper, we developed a nutritional supplement, formulated as tablets, from
Pleurotus sp. fruiting bodies dried and powdered biomass, obtained by solid state fermentation
(SSF) on coffee pulp. The mayor components in its biochemical composition were proteins (20
%) and carbohydrates (55 %), in addiction to the presence of (-1,3-1,6-D-glucans (1.54 ¢/100 g)
and minerals (Fe, Cu, Zn, Mn, Mg and Co). The phytochemical screening identified biologicaly
active metabolites of low molecular weight. The polyphenol content in aqueous and ethanol
extracts was 138.4 mg/100g and 86.37 mg/100g respectively. Immunomodulatory properties
were evaluated in the two experimental biomodels supplement. The 14-day administration (1 000
mg/kg, ora route) to immunocompetent mice showed a different behavior according to sex. An
increase in leukocyte counts within the normal range for the specie, with significant differences
in lymphocyte and polymorphonuclear betwen males and females, respectively. There were no
changes in spleen cellularity, and an increase in peritoneal macrophages was found in treated
females and to a lesser extent, in males. No significant differences were observed in the levels of
hemoglobin and total serum protein, although a differential behavior towards the synthesis of the
globulin fraction was showed in the treated females. Cellular immunity was stimulated as judged
by the induction of delayed hypersensitivity, particularly in males. The immunoprotective effect
of the preparation was also evaluated in Balb/c mice immunosuppressed with cyclophosphamide
(100 mg/kg, i.p.). Prophylactic treated mice showed less immunosuppression and a faster
hematopoietic recovery, reflected in increased bone marrow cellularity and leukocyte counts.
Increased serum, globulin fraction with a lower an abumin/globulin ratio was also found. The
preparation stimulated cellular immune response by the test of delayed hypersensitivity. In
genera, the supplement enhanced defense mechanisms in vivo and was well tolerated by the
animals treated during its administration. These results suggest a link between the bioactive
compounds contained in the supplement and the immunomodulatory effects, in addition to the
nutritional properties.
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Introduccion
INTRODUCCION

A nivel mundial, una gran cantidad de productos naturales con diferentes efectos biol 6gicos son
comercializados como suplementos nutricionales. Bgjo ciertos requisitos y regulaciones, menos
exigentes que los necesarios para € desarrollo de productos farmacéuticos, éstos se producen y
distribuyen, representando en muchos casos, una contribucion a la tergpéutica de diversas
enfermedades (Marcos, 2009).

Aungue en € listado de suplementos dietéticos producidos en € mundo entero imperan las
plantas medicinales (Camelini y col., 2005), hoy dia se conocen numerosas fuentes naturales con
elevado valor nutritivo. Ellos pueden gercer también efectos fisiol 6gicos modulando los sistemas
inmune, nervioso y endocrino, como es el caso de las setas comestibles (Reshtnikov y col., 2001).

Si bien las setas comestibles tienen una larga historia de uso a través de diversas culturas, su
utilizacién actual esta respaldada, por evidencias cientificas, y la Ultima década ha sido testigo del
enorme interés de las investigaciones, relacionadas con e potencial farmacéutico que estas
presentan (Patel y Goyal, 2012).

Los estudios sobre sus propiedades medicinales, se han orientado hacia el descubrimiento de
compuestos que puedan modular la respuesta biolégica del sistema inmunitario, con gran interés
en la identificacion de sustancias para € tratamiento del céncer y las inmunodeficiencias
(Tzianabos, 2000). En este sentido, la industria biotecnolégica y en particular la rama industrial,
se ha convertido en una importante herramienta, capaz de explotar las oportunidades que ofrecen
estos microorganismos, para sustentar € desarrollo de nuevos productos con aplicaciones
terapéuticas.

Dentro del grupo de las setas comestibles pertenecientes a la clase Bacidiomycetes, €l género
Pleurotus incluye especies que han sido empleadas por diferentes civilizaciones, como alimento
de gran vaor nutritivo debido a su ato contenido de proteinas, fibras y mineraes, y
adicionalmente, por sus caracteristicas medicinal es.

Entre las numerosas especies de Pleurotus, las mas conocidas son: P. ostreatus, P. pulmonarius,
P. cornucopiae, P. florida, P. levis, P. eryngii, P. tuber-regium y P. djamor (Morales y cal.,
2010). Ellas representan una fuente valiosa de nutrientes (Curvetto, 2004; Costa y col., 2006) y
contienen también, diversos compuestos biol 6gicamente activos con efectos terapéuticos (Gunde-
Cimerman, 1999).

Trabgjos recientes realizados en diferentes especies de este género, también han evidenciado su
considerable potencial inmunobiolégico. Entre las diversas sustancias con efecto en la respuesta
inmune gue han sido aisladas de Pleurotus spp., se encuentran fundamentalmente polisacaridos
del tipo B-glucanos. Los B-glucanos son considerados modificadores de la respuesta bioldgica
(BRMs, del inglés Biological Response Modifiers) con un potente efecto inmunomodulador.
Estos compuestos presentes en bioproductos derivados de setas comestibles, estimulan diferentes
poblaciones celulares del sistemainmune (Gregori y col., 2007).

Si bien la mayoria de los estudios relacionados con las propiedades inmunomoduladoras de
Pleurotus spp. se han enfocado al aislamiento de los compuestos bioactivos, en particular
polisacaridos, se debe tomar en consideracion e posible efecto sinérgico de las biomoléculas
presentes en |os extractos y otras preparaciones (Morrisy col., 2012).

En Santiago de Cuba, €l Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial (CEBI), adscrito a la
Facultad de Ciencias Naturaes de la Universidad de Oriente posee una amplia experiencia en €
cultivo y utilizacion del basidiomiceto Pleurotus sp. como alimento (Bermudez y col., 1994,
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Introduccion

2001, 2002, 2003; Bermudez y Garcia, 2010). En adicion a esto, un equipo de especialistas de
esta institucion hallevado a cabo investigaciones sobre las propiedades nutricéuticas de la seta y
ha realizado varios estudios para demostrar sus caracteristicas inmunomoduladoras (Morris y
col., 2002, 2003, 2007, 2011, 2013, 2013a; Beltran y col., 2005; Llauradd y col., 2005, 2012).

En nuestro pais, estas investigaciones tienen un carécter novedoso; de ahi € interés de
profundizar en el conocimiento de los efectos inmunomoduladores de los bioproductos de
Pleurotus spp., enfoque poco abordado y que resulta esencia para valorar su modo de accion en
el mantenimiento y/o restauracion de laintegridad funcional del organismo.

Por otro lado, mientras en muchos paises como China, Japén, Francia, Espafia, Canad4, México,
EE.UU. y Brasil, se formulan suplementos dietéticos de setas, en Cuba, hasta la fecha, no se
conoce ningun producto natural elaborado a partir de esta fuente.

El CEBI dispone de lainfraestructura y la experiencia requeridas paratales fines y a esto se suma
también la existencia de varios programas nacionales, que promueven estas investigaciones. Por
tales motivos, desarrollar un producto de esta naturaleza en nuestro pais resulta posible, en
funcion de la necesidad de disponer de preparaciones inmunocéuticas con aplicaciones
terapéuticas potenciales y las posibilidades que en tal sentido ofrecen los hongos comestibles.

Los elementos anteriormente considerados, nos permitieron suponer que € desarrollo de un
suplemento dietético con efectos inmunomoduladores, derivado de Pleurotus sp., constituye un
proyecto de interés a partir de laidentificacion del problema siguiente:

Existe en nuestro pais un mercado no cubierto de suplementos nutricionales a partir de productos
naturales, en e que no se han explotado como fuente las setas comestibles-medicinales; de ahi
gue también las evidencias experimentales acerca de las propiedades inmunoestimulantes de
Pleurotus sp. sean limitadas.

Tomando en consideracion el problema planteado, se formul6 la siguiente hipotesis:

El suplemento nutricional formulado a partir de cuerpos fructiferos de Pleurotus sp., es capaz de
modular la respuesta inmunitaria de ratones Blab/c tanto inmunocompetentes como
inmunodeprimidos por citostaticos, en correspondencia con la disponibilidad de macromoléculas
y fitoquimicos presentes en su composicion.

A partir de la hipétesis planteada en nuestro trabajo, se definieron los siguientes objetivos:

Objetivo General

Caracterizar un suplemento nutricional obtenido a partir de la seta comestible Pleurotus sp. y
evaluar sus efectos inmunomoduladores en biomodelos experimentales in vivo de
inmunocompetencia e inmunodepresi on.

Obj etivos Especificos

Caracterizar la biomasa seca y pulverizada de los cuerpos fructiferos de Pleurotus sp. e
identificar componentes biol 6gicamente activos en ella presentes.

Evauar los efectos inmunomoduladores de la formulacion de Pleurotus sp., con la
administracion por viaora aratones Balb/c inmunocompetentes, de ambos sexos.

Evaluar las propiedades inmunomoduladoras de la formulacion, administrada en régimen
profilactico y terapéutico, a ratones Balb/c inmunodeprimidos con ciclofosfamida.
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CAPITULO 1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 LA CIENCIA DE LOSALIMENTOS SALUDABLES.

La Ciencia de los Alimentos Saludables, es una nueva rama de la bromatologia, encargada de
investigar e identificar los compuestos alimenticios capaces de aportar beneficios a organismo
gue los consume; esclarecer los mecanismos implicados en dichos efectos; asi cdmo disefiar
nuevos productos cuyo consumo promocione € bienestar y la salud, y poner a punto tecnologias
gue brinden una forma comercia alas nuevas formulaciones establecidas. Resume asi un extenso
campo cuyo fin es aprovechar |os beneficios saludables que aportan los alimentos (Bello, 2006).

La creciente atencion por las implicaciones de la alimentacion en la salud, ha motivado cambios
en los habitos alimentarios. Los nutrientes son identificados como algo mas que meros donadores
de energia, pasando a ser considerados precursores de macromoléculas indispensables para €l
crecimiento y la proliferacion celular, la sefializacion entre tejidos, la defensa inmunoldgica y €
mantenimiento de laintegridad de |os 6rganos.

Los cambios que se estan produciendo en € campo de la Nutricién Farmacoldgica constituyen
una revoluciéon cientifica que conducird a aprovechamiento maximo de las posibilidades
terapéuticas existentes en los alimentos (Lull y col., 2005). Se trata de una frontera de la ciencia
de la nutricion, que desarrollara nuevos alimentos en funcién de la modulacion que puedan
gjercer los componentes de la dieta en los procesos del organismo (Serrano y col, 2005).

1.1.1 Alimentos Saludablesy Otros Términos Relacionados.

En los ultimos afios se ha prestado mucha atencién a las funciones fisioldgicas de los alimentos,
debido a las preocupaciones cada vez mayores sobre la salud humana (Arihara, 2006). Segun
Cortés y col. (2007), el interés creciente de la poblacién por los efectos saludables de los
alimentos y sus preferencias por productos naturales, es un fendmeno atribuido a causas como:
- El envgjecimiento de la poblacién a nivel mundia y su inclinacion por una vida saludable.

La aceptacion progresiva de tratamientos aternativos, favorecida por la insatisfaccion con

|as terapias convencional es.

El incremento de la educacion nutricional y su relacion con la salud.

Una mayor integracion de profesionales de lasalud en general y otras ramas de la ciencia

La gran cantidad de investigaciones cientificas y evidencias clinicas sobre la seguridad y

efectividad de estos productos.

El énfasis de instituciones y gobiernos en la necesidad de disminuir los costos de salud.

La existencia de mayor cobertura de los medios y de promocion para dichos productos.

Tales causas han incidido en la produccion de alimentos del siglo XXI. De modo, que los
conceptos a favor de una alimentacion gjustada a los niveles dietéticos recomendados para evitar
enfermedades carenciales han sido desplazados. En los conceptos actuales se sugiere una ingesta
alimentaria con niveles Optimos de macro- y micronutrientes para impedir e desarrollo de
enfermedades cronicas. Ello esta respaldado por e descubrimiento, en determinados alimentos,
de sustancias especificas con funcionalidad parala salud (Takachi y col., 2007).

Numerosas investigaciones demuestran la presencia en los alimentos de componentes capaces de
modular funciones en el organismo, favoreciendo con ello el mantenimiento del estado de salud y
reduciendo € riesgo de padecer enfermedades relacionadas con €l estilo de vida (Kuriyama y
col., 2006; Nothlings y col., 2007). El aumento de fuentes naturales en la demanda de los
consumidores, ha resultado en una emergencia de la comercializacion de productos promotores
de lasdud (Aiday col., 2009), cuyo desarrollo implica un cambio en los enfoques cientificos y
de mercado tradicionales, dado que han sido disefiados no solo para cumplir con los estéandares
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nutrimentales basicos, sino para proporcionar una amplia gama de efectos provechosos
adicionales (Trigos y Suarez-Medellin, 2010).

En esta categoria de productos se encuentran los llamados suplementos dietéticos, alimentos de
disefio, nutracéuticos, alimentos funcionales, y otros. Todos estos términos, son referidos a los
alimentos que tienen especial es efectos sobre la salud humana (Aiday col., 2009).

Las tendencias mundiaes de la alimentacion indican un interés acentuado de los consumidores
hacia ciertos alimentos, que ademés del valor nutritivo aporten beneficios al organismo humano.
Estas variaciones en los patrones de aimentacion generaron una nueva area de desarrollo en las
ciencias de los aimentos y de la nutricion que corresponde ala de los alimentos funcionales.

Existen cientos de definiciones que describen e concepto de alimentos funcionaes. Pero
desafortunadamente, la diversidad entre las definiciones constituyen una dificultad para brindar a
los empresarios, informacion solida sobre las tendencias del mercado potencial, o para proteger
adecuadamente alos consumidores através de legislaciones (Aiday col., 2009).

En los afios 80 del pasado siglo, fue introducido en Japon el concepto de "Alimentos Para Uso
Especifico de Salud" (FOSHU, del inglés Foods For Specified Headlth Use) para referirse a
aquellos alimentos procesados que contienen ingredientes que desempefian un papel especifico en
las funciones del organismo humano, més alla de su contenido nutrimental .

Junto a un grupo de expertos de América del Norte, Estados Unidos y Europa, Doyon y
Labrecque (2008) redefinieron e concepto de aimentos funcionales como un aimento
convenciona o similar a este, que forma parte de la dieta estandar, se consume regularmente en
cantidades normales y ha demostrado poder reducir € riesgo de enfermedades crénicas o
beneficiar funciones especificas mas alla de sus funciones nutricionales bésicas.

Los nutracéuticos se definen como  sustancias quimicas o bioldgicas que pueden encontrarse
como componentes naturales de los alimentos o adicionarse a los mismos, que administradas en
dosis superiores a las existentes en esos alimentos, presumen un efecto favorable sobre la salud
mayor al que posee e aimento normal, y resultan especiamente beneficiosas, tanto en la
prevencion de enfermedades como en la mejora de las funciones fisiologicas del organismo. Los
alimentos funcionales o productos nutracéuticos son los elementos nutricionales que pueden tener
beneficios parala salud, mas alade lo que puede proporcionar la dieta basica (Pérez, 2006).

Por su parte, los suplementos dietéticos, son productos que contienen ingredientes beneficiosos
para la sdud como vitaminas, minerales, especies vegetales, aminoacidos, extractos y
concentrados, metabolitos y otros, que se emplean para suplementar |la dieta incrementando la
ingesta diaria de esas sustancias. Muchos complementos alimenticios pueden ser considerados
nutracéuticos, siempre que las sustancias que aporten sean de origen natural y cumplan los
requisitos (Pérez, 2006).

En adicion a lo anterior, € concepto de nutricéutico se resume como “aquel suplemento
dietético” que proporciona de forma concentrada un agente presumiblemente bioactivo de un
alimento, presentado en una matriz no alimenticia y utilizado para incrementar la salud en dosis
gue exceden aguellas que pudieran ser obtenidas del alimento normal (Zeisel, 2000).

El reconocimiento de BRMs en las setas comestibles, conllevd a que fuese acufiado e término
de setas nutricéuticas (Wasser y col., 2005). Dicho término incluye extractos refinados o
parcialmente refinados del micelio o cuerpos fructiferos de hongos comestibles, que se consumen
como un suplemento dietético en forma de cdpsulas y comprimidos, y no como un alimento en si
y que ademas poseen un potencial terapéutico elevado (Garza y col., 2006). Los compuestos

4



Revision Bibliogrifica

nutricéuticos de hongos (Wasser y col., 2005), se denominan inmunocéuticos, cuando son
capaces de estimular € sistemainmune (Petrovay col., 2005).

En agunos paises, solo existe la definicion de suplementos dietéticos. El término aimentos
funcionales no esta legalizado por la Administracion de Alimentos y Farmacos (FDA), pero es
ampliamente utilizado por los nutricionistas. Los términos nutracéuticos, nutricéuticos (Wasser y
Weis, 1999) y més recientemente inmunocéuticos, son reconocidos por la comunidad cientifica,
pero no se encuentran en ninguna regulacion legal (Wasser y col., 2004; Petrovay col., 2005).

1.1.2 Suplementos Dietéticos. Tendencias.

Los suplementos dietéticos cubanos, como en otros paises, integran e grupo de los Productos
Naturales (Marcos, 2008). En € pais se han desarrollado, a menos, 298 productos naturales
destinados a la salud, registrados ya sea como medicamentos o como suplementos dietéticos. Las
mayores fuentes de materia prima las constituyen la cafia de azlcar y otras plantas, de las cuales
se han obtenido productos como e PPG, aceites esenciaes y otros (Pel ez, 2006).

Entre los productos comercializados figuran, los comprimidos de Spirulina y Jalea Real, asi como
el Trofin y e Vimang. Se encuentran también productos del tabaco (alcaloides), anticuerpos
monoclonales, varios productos marinos (quitina, prostaglandinas, cartilago de tiburén) y
derivados de algas. Se estima que la cifra puede crecer, ya que € pais, considerando solo la flora
ethomédica, cuenta con al menos 314 plantas endémicas medicinales, agrupadas en 188 géneros
de 35 familias, lo que resulta un potencia parael desarrollo de tales productos (Pelaez, 2006).

En e mundo, ademas de los productos herbarios se pueden encontrar otros, derivados de distintos
organismos capaces de sintetizar compuestos beneficiosos para la salud, que también son
formulados como suplementos dietéticos. Es € caso de las setas comestibles, cuyo consumo se
remonta a tiempos inmemoriaes, ya que han sido consideradas por la humanidad como una
maravilla culinariay como medicina popular en la préctica orienta (Patel y Goyal, 2012).

El interés en los productos naturales para e tratamiento de varios desdrdenes fisiolégicos ha
potenciado su estudio (Chang y Buswell, 2003; Wasser y col., 2004), ya que las setas han sido
apreciadas, desde la antigliedad, por la ata cocina en el mundo como un alimento de sabor Gnico
y sutil y més recientemente han sido valoradas como medicamentos por la industria farmacéutica
por ser una fuente reconocida de compuestos bioactivos (Patel y Goyal, 2012).

1.2 LA BIOTECNOLOGIA Y LOSHONGOS COMESTIBLES-MEDICINALES.

Los hongos son un grupo de organismos pertenecientes a Dominio Eucarya, Reino Fungi. La
clasificacion de los organismos que lo integran ha sido dificil debido a la complgidad y
heterogeneidad de sus grupos. El reino se integra por los phyla Ascomycota, Zygomycota
Chitridiomycota y Basidiomycota, los cuales forman un grupo denominado “hongos verdaderos”.
El phylum Basidiomycota es el segundo en importancia y esta formado por unas 23 000 especies,
entre las que se encuentran | as setas comestibles (Blackwel y Spatafora, 2004).

En la actualidad € nimero estimado de hongos superiores a nivel mundial, oscila alrededor de
unos 14 000. Existen por lo menos 12 000 especies que pueden considerarse como setas, con a
menos 2 000 gque son comestibles. Se piensa ademas, que alrededor de 700 poseen propiedades
farmacol 6gi cas importantes (Wasser, 2002, 2010).

El cultivo de hongos tiene una larga tradicion en paises de Asia, especiamente en China, donde
seinicié arededor del afio 600 a.c. (Kuesy Liu, 2000). Segun Sanchez (2004) unas 200 especies
de setas comestibles se han recolectado en el medio silvestre y se utilizan con propésitos médicos
tradicionales.
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Las setas en genera presentan numerosas e interesantes potencialidades de biosintesis; asi como
capacidad para producir una gran variedad de componentes Utiles a hombre, 1o que les ha

permitido jugar un importante papel en € desarrollo de la biotecnologia, con aplicaciones en
otras &reas de la actividad industrial como la aimentaria, lafarmacolégicay la medicinal.

1.2.1 Biologiay Cultivo de Hongos Comestibles-M edicinales.
1.2.1.1 Caracteristicas Generales

Son organismos formados por células eucariotas con una pared celular rigida, generamente
compuesta de quitina (Rodriguez y Jaramillo, 2005). Se caracterizan por ser inmovilesy se hallan
ampliamente distribuidos en la naturaleza degradando y reciclando la materia organica a merced
de sus numerosas potencialidades metabdlicas de tipo quimioheterétrofo (Guzmén y col., 1993).

Presentan nutricion heterétrofa por absorcion y utilizan carbono como fuente de energia y parala
elaboracion de las estructuras de la célula. Entre los compuestos que mas comunmente emplean
estan los carbohidratos, acidos organicos, aminoécidos, algunos alcoholes y la lignina. Asimilan
el nitrégeno para la elaboracion de sus proteinas y las principales fuentes de este la obtienen a
partir de la degradacion de peptonas y aminoécidos. Entre los minerales méas importantes para su
crecimiento estédn el Fe, Cu, Mg, Na, K, Cay P, los que pueden adquirir por medio de sales como
cloruros, fosfatos y carbonatos (Guzman y col., 1993).

Se reproducen en ausencia de la luz solar por via sexual y asexual, no realizan fotosintesis y su
eficiencia en la conversion de proteina por unidad de &rea y unidad de tiempo es muy superior,
comparada con las fuentes de proteina animal (Rgjarathnam y Bano, 1991).

Los hongos comestibles también desempefian un importante papel en la ecologia del ciclo de
carbono. Por su caracter saprofitico pueden reducir la acumulaciéon de residuos organicos en la
natural eza convirtiéndol os en alimentos humanos de buen sabor (Rodriguez, 2006).

1.2.1.2 Cualidades Nutricionales.

Desde sus inicios la humanidad ha valorado a las setas comestibles como una clase especia de
alimento (Chang y Buswell, 2003). La importancia de los hongos en la alimentacion reside en su
valor dietético, bgjo contenido en grasas, significativo contenido de proteinas y vitaminas, que los
coloca por encima de la mayoria de los vegetaes, frutas y verduras. También resultan
complementos deliciosos en las comidas por sus propiedades organol épticas (Tormo, 1996).

Desde e punto de vista estrictamente nutricional, constituyen una magnifica fuente de alimentos,
con todos los aminoéacidos esenciales para la dieta humana, la presencia de quitina como fuente
de fibradietéticay carecen por completo de colesterol (Trigos y Suarez-Medellin, 2010).

Las diversas especies de setas comestibles estdn compuestas principa mente por agua (90 %) y la
materia seca por proteinas (10-40 %), grasas (2-8 %), carbohidratos (3-28 %), fibra (3-32 %) y
cenizas (8-10 %), donde se incluyen los minerales (Partos, 2005; Figueroa y Lama, 2007,
Firenzuoli y col., 2008). Son particularmente ricas en polisac&ridos del tipo, B-glucanos, [3-
proteoglucanos, heteroglucanos, quitina, peptidoglucanos; asi como, en minerales (potasio,
calcio, fésforo, magnesio, hierro, zinc, sodio), vitaminas (tiamina (B1), riboflavina (B2), niacina
(B3), biotina (B8), écido ascorbico (C) y D); contienen también ergosterol, tripsing, maltasa y
enzimeas hidroliticas que favorecen ladigestion (Costay col., 2006).

Sin embargo, y més alla de sus cualidades alimenticias, la importancia de los hongos en la salud
humana no se limita al simple aporte de nutrientes esenciales (Trigos y Suarez-Medellin, 2010).
Los problemas a escala mundia en € é&ea de la aimentacion, sefialan € interés de los
consumidores hacia este tipo de alimentos, que ademas de su valor nutritivo, aportan beneficios a
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la fisiologia del organismo humano, a ayudar a prevenir enfermedades, o a aumentar la
resistencia contraellas (Lesourd, 2004).

1.2.1.3 Propiedades M edicinales de las Setas Comestibles.

La utilizacion de las setas comestibles como medicamentos se remonta al afio 3 000 a. ¢., cuando
fueron aprovechadas para remediar diversas enfermedades. Después del descubrimiento de la
penicilina (1929), los hongos fueron consideradas como fuentes naturales de antibidticos y otros
compuestos fisioldgicamente activos (Moradali y col., 2007). Las setas tienen una larga historia
de uso en lamedicina oriental, pero sus efectos legendarios en la promocién de salud y vitalidad,
estan siendo apoyados solo por |os estudios contemporaneos (Patel y Goyal, 2012).

El conocimiento empirico acerca de sus propiedades medicinales ha propiciado la realizacion de
numerosas investigaciones cientificas, descubriendo asi una variedad extraordinaria de
compuestos, tanto componentes celulares como metabolitos secundarios con propiedades
farmacol égicas y efectos fisiol6gicos significativos (Lull y col., 2005), que han confirmando las
propi edades medicinales de los hongos en todo € mundo (Aiday coal., 2009).

Se estima que un total de 126 efectos farmacol 6gicos son producidos por las setas, entre las que
se encuentran la actividad antiviral, hepatoprotectora, antibacteriana, antiparasitaria, antioxidante,
y antifungica (Wasser, 2010). Las investigaciones han favorecido el desarrollo de diversos
productos naturales, a partir de las propiedades farmacol6gicas demostradas (Mizuno, 2002) y
esto ha ocasionado, apargjado a consumo creciente de hongos frescos 0 en conserva, un
incremento de su comer cializacion en forma de suplementos dietéticos (Wasser y col., 2004).

Entre los géneros comestibles que muestran caracteristicas funcionales y medicinales se
encuentran Lentinula, Auricularia, Hericium, Grifola, Flammulina, Pleurotus y Tremella. Hace
mucho tiempo se ha sugerido que estos hongos, particularmente, poseen efectos
inmunomoduladores (Wasser, 2010) (anexo 1). Por su parte, Ganoderma y Trametes son géneros,
reconocidos solo como medicinales, debido a que su consistencia es fibrosa y su sabor amargo
(Ganeshpurkar y coal., 2010). Entre las especies comestibles-medicinales mayormente estudiadas
estén L. edodes, Grifola frondosa y P. ostreatus (Lakhanpal y Rana, 2005).

1.2.1.4 Cultivoy Comercializacion de Setas.

También en nuestros dias, se cultivan comercialmente més de 15 especies de hongos comestibles,
através de procesos biotecnol 6gicos altamente eficientes (Armendariz y col., 2010).

Las primeras especies cultivadas fueron Auricularia auricula, Flammulina velutipes y L. edodes
en los siglos VII, X y XI en Chinay Japdn. A. bisporus, se obtuvo en Francia a partir del siglo
XVIII. Estas y otras especies fueron objeto de atencion también durante siglos en Coreay €l Este
de Rusia (Wasser, 2002). Luego, la tecnologia fue asimilada discretamente en América entre
finales del siglo X1X y la primera mitad del XX; aungue, fue en la segunda mitad del siglo XX
cuando su presencia se hizo significativa en € continente, en paises como, México, Brasil, EUA,
Canaday Colombia (Lull y cal., 2005).

En la region de América Central y Latinoamérica, precisamente son México, Brasil y Colombia
los principaes productores. Se estima que los volumenes de produccion ascienden
aproximadamente a 47 468 mil toneladas anuales de hongos frescos, liderados por México como
mayor productor, que genera arededor del 58.9 % del total en la region, y se ubica como €
décimosexto productor a escala mundial (Martinez-Carrera y col., 2005).

Entre los principales géneros que se comercializan en la actualidad se encuentran Agaricus,
Grifola, Lentinula, Ganoderma y Pleurotus (Martinez-Carrera y col., 2005). La especie mas
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cultivada en todo € mundo es Agaricus bisporus (champifion), seguida de L. edodes (Shiitake),
Pleurotus spp. (setas ostra), A. auricula (seta oido de madera), F. velutipes (hongo invierno) y
Volvariella volvacea (seta de paja) (Aida y col., 2009) (anexo 2). Aunque la manufactura del
champifion comprende més de la mitad de la produccion mundial, las setas como, L. edodes y
Pleurotus spp., han incrementando su consumo Yy popularidad (Diaz, 2004).

1.2.2 El Género Pleurotus. Particularidades.
Clasificacion taxonomica:
REINO: Fungi (Hongo)
DIVISION: Basidiomycota
SUBDIVISION: Basidiomycotina
CLASE: Basidiomycetes
ORDEN: Agaricales
FAMILIA: Pleurotaceae
GENERO: Pleurotus

Pleurotus spp. es e nombre genérico de toda una gama de hongos comestibles en los que se ha
logrado reproducir sus habitos ecoldgicos naturales (troncos de arboles secos, ramas muertas,
hojarasca, etc.) para cultivarlos en sustratos lignocelul6sicos diversos. Constituyen alrededor de
50 especies, muy conocidas en el mundo, variadas por sus colores, (amarillo, blanco, gris, marron
oscuro e incluso rosado), por sus formas, sabor y exigencias técnicas (Sobal y col., 2007).

Los hongos del género Pleurotus, crecen como saprofitos sobre plantas vivas 0 muertas. Se
consideran de “pudricién blanca” por su posibilidad de degradar materiales ricos en lignina,
celulosa y hemicelulosa. Los caracteriza el répido crecimiento, la gran velocidad del micelio para
colonizar € sustrato, asi como una ata adaptabilidad y productividad. Su capacidad para crecer
en una amplia variedad de substratos y en un amplio intervalo de temperaturas, ha permitido que
su cultivo sea el mas sencillo de todos los hongos comercializados y gque su produccion sea
economicamente viable (Sanchez y Royse, 2002; Sales-Campos y col., 2009).

El cultivo de este género se inicio apenas en € siglo XX, sin embargo, sus caracteristicas le han
permitido experimentar un desarrollo acelerado (Lechner y col., 2003) y ha llegado a cultivarse
en cas todas las latitudes (Velasco, 2004). Por lo que € [lamado hongo ostra, ha incrementado su
produccién en las Ultimas décadas, y su aceptacion haido en aumento (Gregori y col., 2007).

Su produccion en Américaseinicié en México en 1933, seguido por Argentina (1941), Colombia
(1950), Brasil (1951), Chile (1959), Guatemala (1960), Pert (1960) Ecuador (1967), Venezuela
(1968), Costa Rica (1969) y Bolivia (1989) (Garciay col., 2006). En Cuba seiniciaen € Instituto
Cubano de Investigaciones de los Derivados de la Cafia de Azicar (ICIDCA, La Habana) en

1988, empleando subproductos de la cafia y se transfirid con éxito, a Santiago de Cuba en 1994.
Alli e Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial, ha desarrollado de forma continua la
investi gaci 6n-produccién de Pleurotus sp., sobre subproductos del café (Bermadez y col., 2001).

1.2.2.1 Propiedades Nutricionales de Pleurotus spp.

Las especies de Pleurotus han sido utilizadas por las culturas humanas en todo € mundo por su
alto vaor nutricional, propiedades medicinales y otros efectos beneficiosos. Tales efectos son
debido a la presencia de compuestos biologicamente activos con propiedades terapéuticas
(Vamanu, 2012). La mayoria de €ellas son comestibles con un elevado valor comercial (Cohen 'y
col., 2002) y congtituyen una buena fuente de fibra dietética y otros nutrientes valiosos.
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El género comprende algunas de las setas comestibles més populares debido a sus caracteristicas
organolépticas y propiedades medicinales favorables, € crecimiento vigoroso y las relativamente
poco exigentes condiciones de cultivo (Gregori y col., 2007). Entre sus especies méas conocidas se
encuentran P. ostreatus, P. pulmonarius, P. cornucopiae, P. levis, P. eryngii, P. tuber-regiumy
P. djamor (Mordesy col., 2010).

En genera las especies del género Pleurotus se visualizan como una alter nativa biotecnol égica
para la solucion de problemas como la insuficiencia alimenticia y la contaminacion por desechos
organicos de origen agroindustrial; teniendo en cuenta sus potencialidades metabdlicas y la
versatilidad de sus cultivos (Llaurado, 2008).

1.2.2.2 Aplicaciones M edicinales.

Estudios recientes sobre las propiedades medicinales de diversas especies de Pleurotus se han
centrado en una serie de compuestos bioactivos, con efectos terapéuticos inmunomodulador es,
antitumorales, antioxidantes;, asi como  hipocolesterolémicos,  antihipertensivos,
hipoglucémicos, antimicrobianos y antivirales. Estas acciones tergpéuticas estén presentes tanto
en extractos como en compuestos (polisacaridos, proteoglicanos, proteinas y ADN), obtenidos
del cuerpo fructifero, del micelio o del medio de cultivo de Pleurotus (Gregori y col., 2007).

Entre las propiedades medicinales de Pleurotus spp. se destaca la relacionada con sus efectos
antitumorales. Los extractos crudos de varias especies de este género han presentado actividad
antitumoral, por gemplo, extractos metandlicos de los cuerpos fructiferos de P. florida y P.
pulmonarius redujeron significativamente el volumen de tumores solidos en ratones (Jose y cal.,

2002). También un [-glucano adtamente ramificado aislado de P. tuber-regium, y sus
correspondientes derivados sulfatados solubles, mostraron una potente actividad antitumoral, in
Vivo ein vitro, en contraste con los 3-glucanos insolubles en agua (Synytsyay col., 2009).

Los polisacéridos y nucledtidos son los compuestos mayoritariamente estudiados de Ganoderma
lucidum. Algunos trabgos han evaluado sus efectos antitumorales en una gran variedad de
tumores (Gao y Zhou, 2002), demostrando que inhiben la metastasis tumora e incrementan el
tiempo de supervivencia en biomodelos animales (Gao y Zhou, 2004).

Los efectos antitumorales descritos son mayormente atribuidos a la estimulacion de la respuesta
inmunoldgica. Investigaciones recientes han aislado compuestos con actividad estimuladora
sobre lainmunidad celular y humoral de varias especies de Pleurotus (Gregori y col., 2007).

Polisac&ridos hidrosolubles aislados del medio de fermentacion de P. citrinopileatus, se
administraron a ratones observandose en éstos un incremento en e ndimero de macréfagos y
linfocitos T (Wang y col., 2005). En otro trabgjo, realizado por Olufemi y col. (2012), se
comprobé que metabolitos extraidos de P. pulmonarius y P. ostreatus incrementaron la
leucopoyesis y la actividad fagocitica de macréfagos en ratas Wistar con leucemia.

La setas que contienen antioxidantes o niveles elevados de enzimas antioxidantes pueden ser
utilizadas para reducir el estrés oxidativo (Gregori y col., 2007). Investigaciones realizadas
recientemente han demostrado que algunas especies del género Pleurotus, contienen cantidades
importantes de compuestos antioxidantes (Borchers y col., 2008), de este modo previenen e dafio
oxidativo relacionado con la edad y con ciertas enfermedades como aterosclerosis, diabetes, y
cancer (Kofuji y col., 2012). Estas actividades han sido atribuidas a mecanismos, tales como €l
“secuestro” de radicales libres y la capacidad reductora de estos compuestos (Liu y col., 2010).
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El aislamiento de un complejo polisacaropéptido, a partir de cuerpos fructiferos de P. abalonus,
prolongd la vida de ratones con senescencia acelerada. La expresion génica de las enzimas
antioxidantes fue sobrerregulada y su actividad se vié incrementada (Gregori y col., 2007).

En estas setas se pueden apreciar igualmente, otras propiedades terapéuticas como la actividad
antimicrobiana. Se han redlizado investigaciones, en las que se aislaron glicopéptidos que
contienen aminoécidos y monosacaridos (arabinosa, galactosa, manosa y xilosa), con una €levada
capacidad fungicida y antibiética. Estos componentes se han aislado del micelio y los cuerpos
fructiferos de Pleurotus (Wang y col., 2008; Ganeshpurkar y col., 2010).

Adicionalmente, contienen sustancias que egercen, efectos antivirales como resultado de su
actividad inmunoestimuladora (Borchers y col., 2008). Wang y col. (2007) demostraron la
actividad inhibidora de la enzima retrotranscriptasa del virus de inmunodeficiencia humana
(VIH), de extractos hidrosolubles de P. sajor-caju y P. pulmonarius. Del mismo modo, un f3-
glucano sulfatado obtenido de P. tuber-regium, exhibié una fuerte actividad antiviral contra el
virus del herpessimpledelostipos1y 2 (Synytsyay col., 2009).

1.2.3 Productos Biotecnol 6gicos Derivados de Hongos Comestibles-M edicinales.

Los hongos se han consumido como un suplemento dietético en paises de Asia y Europa desde
hace mucho tiempo (Lorenzana, 2009). Actuamente, en los mercados internacionaes de la
industria alimentaria y farmacéutica, se observa una creciente demanda de los productos
derivados de hongos comestibles y medicinales con propdsitos terapéuticos y de prevencion de
enfermedades, a través de suplementos aimenticios, con compuestos bioactivos o extractos
fangicos purificados (Armendariz y col., 2010).

La confirmacion cientifica de las propiedades funcionales en un gran nimero de hongos
comestibles y medicinales, tanto en la fase vegetativa (micelio), como reproductora (cuerpo
fructifero), asi como el descubrimiento de sus mecanismos de accion en € organismo humano,
estan promoviendo un gran impulso al desarrollo de estas industrias (Armendériz y col., 2010).

Muchos son los productos formulados a partir de hongos comestibles-medicinales que se
encuentran disponibles en el mercado. Los ingredientes extraibles de setas se han incorporado en
los productos biotecnoldgicos comerciales para mejorar la funcién bioldgica del organismo
humano (Aiday col., 2009).

Los mismos se han obtenido por distintas vias biotecnol égicas (Wasser y col., 2004), empleando
con mayor frecuencia la Fermentaciéon en Estado Sélido (FES) (Diaz, 2004) y se consumen en
diversas formas farmacéuticas (Wasser y col., 2004):

Polvos de cuerpos fructiferos y sus extractos (por decoccion o acohdlicos), solos o

mezclados.

Granos del sustrato, micelio y primordios combinados.

Preparaciones farmacéuticas derivadas de la biomasa, extractos de micelio o medio de

cultivo, obtenidos por cultivo sumergido en biorreactores.

Tabletasy capsulas de cuer pos fructifer os secosy pulverizados.

Ejemplos de productos comercializados, derivados de setas, son € Lentinano® (aislado de L.
edodes), e Esquizofilano® (de Schizophyllum commune), e PSK 6 Krestin® y e PSP (de
Coriolus versicolor) que figuran entre los compuestos purificados mejor vaidados como
antitumorales. También se encuentran el Grifolano® (de G. frondosa) (Wang y col., 2008),
Triton® (una combinacion de Cordyceps sinensis, G. lucidum y L. edodes) y los suplementos de
A.blazel muy prescritos en Japdn, para € tratamiento complementario del cancer (Hirofumi y
col., 2006) (Anexo 3).
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Sin embargo, aln no se puede hablar de un mercado de productos de setas comestibles, que
satisfaga las necesidades de la terapéutica clinica. Es necesario seguir estudiando los principios
bioactivos con mayores posibilidades a respecto, sus posibles interacciones con receptores
celulares y establecer estrategias tecnol 6gicas para su elaboracion (Llauradd, 2008).

1.3 LASSETASCOMESTIBLESY LA RESPUESTA INMUNE.

La inmunidad constituye un sistema homeostédtico muy complego que consta de una red de
interacciones entre céulas, tegidos y organos. Esta permite mantener una vigilancia dentro del
organismo Y reconocer |os componentes considerados como “no propios” (Morrisy col., 2013).

La integridad del sistema inmunitario es esencial para la defensa contra los microorganismos y
sus productos toxicos, para la supervivencia de todos los individuos. Los defectos en los
componentes de este sistema pueden dar lugar a trastornos graves, que en su conjunto reciben el
nombre de inmunodeficiencias (Abbas y coal., 2008), en las que & organismo carece de recursos
inmunitarios suficientes para contrarrestar la penetracion de agentes externos o la generacion de
céulas tumoraes dentro del propio organismo. En estos casos se precisan agentes que
incrementen la respuesta inmune, como los far macos inmunoestimulantes (Flérez y col., 1998).

1.3.1 Inmunodeficiencias.

Las inmunodeficiencias se originan por defectos congénitos o adquiridos en los linfocitos, los
fagocitos y otros mediadores inmunitarios especificos e innatos. Estas enfermedades se asocian
con un aumento en la susceptibilidad a las infecciones, ademas, los pacientes con
inmunodeficiencias suelen presentar un aumento en la incidencia de canceres y enfermedades
autoinmunitarias (Abbas y col., 2008).

La naturaleza de las infecciones en un paciente depende en gran medida del componente del
sistema inmunitario afectado. Los defectos de la inmunidad humoral se asocian con una mayor
susceptibilidad a las infecciones causadas por bacterias, mientras que los de la inmunidad celular
predisponen a las infecciones por virus y otros microorganismos intracelulares. Las
inmunodeficiencias combinadas de la inmunidad humora y celular hacen a los pacientes
propensos a las infecciones causadas por todo tipo de microorganismos, ademas de susceptibles a
determinados tipos de canceres (Abbas y col., 2008).

Las inmunodeficiencias se clasifican de manera general en inmunodeficiencias primarias y
secundarias. Las inmunodeficiencias congénitas o primarias son defectos genéticos que se
traducen en una mayor susceptibilidad a las infecciones y se manifiestan a menudo desde la
lactancia y lainfancia, aunque se pueden detectar clinicamente en etapas més avanzadas. Por otra
parte, las inmunodeficiencias secundarias o adquiridas son un deterioro del sistema inmunitario
debido a una enfermedad en personas previamente normales, que puede ser reversible.

Estas ultimas, se desarrollan como consecuencia de la malnutricion, e cancer, e infecciones de
las células del sistema inmunitario, como en el caso del VIH. También pueden originarse como
resultado del tratamiento con far macos inmunosupr esor es (Abbas y col., 2008).

1.3.2 Estado Inmunodeficitario como Consecuencia del Tratamiento Quimioterapéutico.

La quimioterapia ha sido uno de los métodos mayormente utilizados en €l tratamiento del cancer;
sin embargo, en muchos casos €lla sola no logra resultados satisfactorios. Por otro lado, induce
severos efectos adversos a dosis terapéuticas efectivas (Sullivan y col., 2006). Los pacientes con
cancer reciben diversos quimioterapicos que suelen ser citotdxicos para los linfocitos y para los
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precursores de granulocitos y monocitos. Por tanto, la quimioterapia crea un periodo de
inmunodepresién con riesgo de infeccion (Abbas y col., 2008).

La especificidad por las células tumorales es escasa y ello ocasiona la frecuente afectacion de
otros 6rganos y tejidos, dando origen a una toxicidad que a veces limita la administracion de las
dosis Optimas. Como es 1dgico, las células normales mas afectadas son las que presentan mayor
velocidad de division y crecimiento: las células blésticas de la médula 6sea, las células gonadales
y las de los diversos epitelios (mucosa, piel y drganos dérmicos (Finke y Bukowski, 2004).

La modificacion estructural del genoma, provocada por los fa&rmacos, puede originar formas de
toxicidad mas preocupantes como la mutagenicidad y la carcinogenicidad. Finamente, muchos
farmacos antineoplasicos alteran los mecanismos de division y procesamiento de las células
implicadas en la inmunidad celular, de ahi que con frecuencia surja un estado de depresion
inmunitariaen el que aparecen infecciones por virus, hongos y bacterias (Flérez y col., 1998).

La ciclofosfamida es un agente alquilante del ADN comUnmente utilizada en la terapia contra €
cancer. Actla sobre una gran variedad de neoplasias, pero tiene efectos secundarios severos
(Liberman y col., 2008). Tanto su mecanismo de accion como sus efectos terapéuticos han sido
originamente descriptos en relacion a su acciéon antitumora (Chen y col., 2007). Luego, por su
potente accién inmunosupresora, comenzd a ser ensayada en e control de enfermedades
autoinmunes y en €l rechazo de transplantes (Liberman y col., 2008).

1.3.3 Inmunoterapia.

La inmunoterapia se puede definir como la modulacién controlada del sistema inmune para €l
tratamiento directo de algunas enfermedades o como coadyuvante, segin el padecimiento.La
terapiainmunol dgica, como ciencia aplicada se desarrolla cada vez mas en todo € mundo.

Hasta hace poco la terapia anticancerigena se limité a la quimioterapia que no podia discriminar
las células tumorales de | as células normales (Pandolfi y col., 2011). Tanto la quimioterapia como
laradioterapia, estdn genera mente asociadas a efectos colaterales severos y a una reduccion de la
resistenciadel hospedero al cancer y alas enfermedades infecciosas (Y oonay col., 2008).

Mas recientemente, la megor comprension de los mecanismos de la inmunorregulacion ha
sugerido nuevas estrategias para disefiar inmunoter apias nuevas y mas eficaces (Pandolfi y cal.,
2011). Ello ha favorecido diferentes enfoques para potenciar la actividad antitumora de las
células inmunitarias y superar asi la capacidad de las células cancerosas para evadir la vigilancia
del sistemainmune (Sullivan y col., 2006).

En la inmunoterapia, la respuesta inmune juega un papel fundamental en la eliminacion de
céulas tumoraes proliferativas, localizadas o circulantes. Las defensas no especificas del sistema
como macréfagos y células asesinas naturales (NK, del inglés Natura Killer) son efectivas contra
las células cancerigenas (Yoona y col., 2008). Esta otra forma de terapia, busca también corregir
el deterioro inmunoldgico provocado por los tratamientos antineoplasicos convencionales. En la
préctica la eficacia de la inmunoterapia se comprueba por la reduccién de los sintomas de la
enfermedad y/o por |a disminucién de la necesidad de medicamentos (Bousquet, 1998).

Actuamente las setas comestibles suponen una importante contribucion a este tipo de terapia.
Muchas especies de hongos contituyen mini fabricas farmacéuticas productoras de cientos de
componentes novedosos con extraordinarias propiedades biologicas (Patel y Goyal, 2012). De
modo que €l uso de las setas como agentes inmunoter apéuticos podria resolver, en gran medida,
problemas relacionados con las inmunodeficiencias secundarias (Morris y col., 2013).
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El hallazgo de compuestos farmacol 6gicamente activos con potencial antitumoral, ha ayudado
también, a estimular e desarrollo de investigaciones sobre la terapéutica del cancer basadas en

las setas. De modo que, muchos proyectos de investigacion en curso estén dirigidos a promover
los hongos como una nueva generacion de bioterapéuticos (Patel y Goyal, 2012).

1.3.4 Compuestos | nmunomoduladores en los Hongos Comestibles-M edicinales.

El uso histérico y tradiciona de los hongos medicinales es casi ilimitado, en China se han usado
durante generaciones como ténico para € sistema inmune (Lorenzana, 2009). Hoy dia resulta
significativa la particular capacidad de los compuestos derivados de las setas, para modular la
respuesta inmune humana (Wasser y Weis, 1999). La presencia en ellas de sustancias capaces de
modificar la respuesta bioldgica, estimula a sistema inmunitario y posibilita a organismo
adaptarse al estrés biologico y ambiental (Costa y col., 2006).

Los compuestos bioactivos de las setas pueden encontrarse en los cuerpos fructiferos, micelio y
esporas (Olufemi y col., 2012) y han sido clasificados como potenciadores de la defensa del
huésped (HDPs, del inglés Human Defense Potentiators), debido a que eercen efectos
estimuladores sobre € sistema inmune (Petrovay col., 2005).

Estas sustancias bioactivas son principamente, polisacaridos, lipopolisacaridos, proteinas,
glicoproteinas, terpenoides, écidos grasos, etc., considerados agentes inmunomoduladores,
debido a que afectan la proliferacion y diferenciacion de las células del sistema inmune y la
produccién de citoquinas, que estimulan la induccion de diferentes tipos de células efectoras
antitumorales. En adicion, estos compuestos poseen actividad antiviral, antibacteriana,
antifungicay antiprotozoaria (Olufemi y col., 2012).

Aunque estos componentes son |os més estudiados, 10s esteroles, esteroides, enzimas, y derivados
de lipidos, exhiben propiedades medicinales, entre las que se encuentran los efectos
inmunomoduladores (Garza y col., 2006). Otros compuestos de interés son los metabolitos
secundarios de bgjo peso molecular (lactonas, alcaloides, antibidticos y agentes quelantes),
sumamente importantes paralafuncion inmune y como anticancerigenos (Petrovay col., 2005).

Los polisacéridos son las sustancias derivadas de las setas méas conocidas y mas potentes con
relacién alas propiedades antitumora es e inmunomoduladoras (Patel y Goyal, 2012). La mayoria
gerce su accion antitumoral mediante la activacion de la respuesta del propio sistema
Bésicamente, no ocasionan dafio en €l organismo; le ayudan a adaptarse a situaciones de estrés
causadas por factores ambientales o por agentes biolégicos y gercen una accion inespecifica
sobre el sistemainmune, desempefiando también funciones regulatorias (Candelay col., 2003).

Los mecanismos a través de los cuales los polisacéridos de setas gjercen efectos antitumorales,
incluyen (Zhang y coal., 2007):

1. Prevencion de la oncogénesis por administracion oral de polisacaridos (actividad preventiva).
2. Estimulacion de lainmunidad contra la presencia de tumores (actividad inmunoestimul ante).

3. Induccion de la apoptosis de las células tumorales (actividad de inhibicidn tumoral directa).

Las evidencias cientificas demuestran que los B-D-glucanos son responsables de los efectos
inmunomoduladores en las setas (Costa y col., 2006), muchos de ellos han resultado exitosos en
la préctica clinica (Reshetnikov y col., 2001). Estos polisac&idos muestran estructuras
moleculares, cuya variabilidad les da mayor capacidad para transmitir la informacion bioldgica,
(Kawaguchi, 2005). Este potencial, asegura la flexibilidad necesaria para los mecanismos
reguladores de las interacciones celulares en los organismos superiores (Wasser y col., 2005).
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1.3.4.1 Polisacaridos 3-D-glucanos de Setas. Estructuray Actividad Biologica.

De los productos derivados de las setas comestibles que se conocen, |os mas importantes desde €
punto de vista médico han sido los polisacaridos (Ganeshpurkar y col., 2010). Los polisacaridos,
B-D-glucanos son los metabolitos més versdtiles debido a su amplio espectro de actividad (Patel y
Goyal, 2012). Estos se presentan de forma general como glucanos lineales o ramificados con
diferentes enlaces B-(1,3), (1-6) y a-(1,3), pero agunos en redidad son heteroglicanos. Los
glicanos en general son polisacéridos que contienen otras unidades ademas de la glucosa en su
estructuray se clasifican seglin e azlcar presente en su composicion (Wasser y col., 2005).

Los [3-D-glucanos son compuestos de ato peso molecular formados por una cadena principal de
polimeros de glucosa, que difieren unos de otros en la longitud de sus cadenas y en e grado de
ramificacion de las mismas (Chen y Seviour, 2007). En los heteroglucanos las cadenas laterales
contienen otras unidades (&cido glucuronico, xilosa, galactosa, manosa, arabinosay ribosa), como
componente principal o en diferentes combinaciones (Wasser y col., 2005).

Estos polisacéridos forman parte de la pared celular de los basidiomicetos y existen en los
extractos en forma soluble o particulados. Su conformacion puede ser de triple hélice, simple
hélice o de enrollamiento a azar, y su actividad biolégica depende de su estructura, grado de
ramificacién, conformacion, solubilidad, peso molecular, entre otros factores (Y adomae, 2000).

Las funciones de los B-glucanos en e sistema inmunolégico pueden ser dependientes de su
complgjidad conformacional. Un mayor grado de complegjidad se asocia, generalmente, con una
mayor potencia inmunomoduladora y efectos anticancerigenos (Chi-Fung y col., 2009). Por
giemplo, la mayoria de los B-glucanos con propiedades antitumoraes e inmunomoduladoras,
presentan un esqueleto de unidades de glucosa con enlaces $-(1,3) y ramificaciones 3-(1,6)-
glucopiranosidas (Ribeiro, 2008).

1.2.4.2 M ecanismos de Accién de los 3-D-glucanos de Setas.

En e organismo existen receptores capaces de reconocer carbohidratos, lipidos, proteinas y otras
biomol éculas que forman parte Unicamente de elementos celulares de algunos microorganismos.
Las sefiales mediadas por éstos, tienen importancia en la inmunidad innata (Wales y col., 2007).
Estas estructuras macromoleculares son conocidas como Patrones Moleculares Asociados a
Patdgenos (PAMPs, del inglés Pathogen Associated Molecular Patterns) y los glucanos son
considerados como tales por € sistemainmune innato (Akramiene y col., 2007) (anexo 4).

Muchos informes han documentado la capacidad de los B-glucanos para estimular componentes
celulares y humorales del sistema inmune, mediante un mecanismo de activacion que esta
condicionada a la unién con receptores especificos (Rowan y col., 2003; Akira'y Takeda, 2004).
Se conoce que los glucanos desencadenan sus efectos bioldgicos, uniéndose a varios tipos de
receptores en las membranas de macrofagos, neutrofilos, células NK, células T, células
dendriticas, fibroblastos, y células del endotelio vascular (Seo y cal., 2003; Ren y col., 2008).

El Dectin-1 ha sido identificado como € principal de todos estos receptores (Taylor y col., 2002).
El homdlogo en el hombre es un receptor transmembranal tipo I, con un dominio extracelular de
reconocimiento a carbohidratos; € mismo es similar estructural y funcionalmente al encontrado
en ratones. El receptor de -glucanos en humanos puede reconocer una gran variedad de 1,3 y/o

1,6-B-glucanos. Logra asociarse a linfocitos T (Wilment y col., 2001) y es altamente expresado
en monocitos/macréfagos, en neutréfilos y en menor grado, en células dendriticas y en una
subpoblacion de células T (Taylor y col., 2002) (anexo 5).
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Estudios in vivo realizados por Trnovec y Hrmova (1993), usando glucanos marcados, mostraron
gue dichas particulas son captadas predominantemente por los macréfagos del sistema
monocito/macrofago y que su degradacion es muy lenta. La afinidad con e receptor también

parece estar relacionada con la estructura molecular, referida a grado de ramificacion, a la
longitud del polimero y alaestructuraterciariadel f-D-glucano (Costay col., 2006).

A pesar de no estar del todo dilucidados los mecanismos de accion, se conoce que € efecto
inmunoestimulante de los -D-glucanos se logra con la activacion de ambos tipos de inmunidad.
Kikkert y col. (2007) plantean que la coestimulacion de receptores especificos (TLRs) y del
Dectin-1, ocasiona un poderoso efecto inmunoestimulante. En consecuencia, se liberan citoquinas
como IL, interferones (IFN), factores estimuladores de colonias (CSF, del inglés Colony
Stimulating Factors) y quimiocinas, que actuan sobre varios tipos celulares, procurando un nexo
entre lainmunidad innata y la especifica (Bettelli y col., 2007; Kaiko y col., 2008) (anexos6y 7).

Mucho resta por estudiar acerca de las propiedades inmunomoduladoras de estos polisacaridos y
su mecanismo de accion. Sin embargo, en un futuro cercano su inclusion en la terapia podria
desplazar a los medicamentos convencionales, entrando en una nueva etapa de la medicina
farmacoterapéutica del sistemainmune.

1.3.5 Productos | nmunocéuticos. Aplicaciones Terapéuticas.

El término inmunocéutico introducido para caracterizar mejor a aquellos nutricéuticos que
pueden potenciar e sistema inmunitario, incluye entre otros los glucanos derivados de hongos
superiores, la mayoria de setas comestibles (anexo 8) (Schaible y Kaufmann, 2007). Hasta la
fecha, son més de 50 las especies de hongos superiores que han mostrado su potencial como
inmunocéuticos (Bush y Watkin, 2007).

Los mejores inmunocéuticos favorecen la recuperacion y movilizacion de los componentes
inmunoldgicos, una vez que han sido dafiados por la aplicacion de determinadas terapias
(Akramiene y col., 2007). Todas las poblaciones celulares y las moléculas involucradas en los
diferentes mecanismos del sistema inmune, son blancos para la accién de los inmunoceéuticos del
tipo B-D-glucanos, derivados de setas comestibles (Miura, 2004). De esa forma, es en la
inmunoterapia donde estos compuestos encuentran su mayor aplicacion (Costay col., 2006).

Dentro del grupo de polisacaridos HDPs, que han sido bien estudiados y ensayados (Ikekawa,
2001), todos han mostrado actividad antineoplasica e inmunomoduladora, y han sido asociados
con quimioterapia o radioterapia en €l tratamiento de algunos canceres (Ishurd y col., 2004,
Wasser, 2005 b). La utilizacion de terapias combinadas con carboximetilglucano (un 1,3-B-D-
glucano) y ciclofosfamida en € tratamiento del cancer, logré una inhibicion del crecimiento de
tumores intramusculares y la reduccion de metastasis del pulmoén (Falameevayy col., 2001).

El lentinano (de L. edodes) es uno de los polisacaridos -glucano mejor estudiados (Zhang y col.,

2004). Entre sus acciones esta restablecer la actividad suprimida de las células T helper (Th) en
tumores (Ooi y Liu, 1999). Incrementa la citotoxicidad de |os macrofagos peritonea es contra las
metéstasis, activando las vias clésica o dternativa del sistema complemento (Wasser, 2005a). Su
administracion por via endovenosa (i.v.) a pacientes con cancer digestivo mostré una supresion
de la condicién dominante de Th2, sugiriendo que la relacion (Th1/Th2) se recuperé después del
tratamiento (Zaidman y col., 2005).

El esquizofilano (de Scommune), es un homopolisacarido no ionico soluble en agua, que consiste
en una cadena lineal de grupos 3-1,3 y -1,6-glucopiranosil (Hobbs, 2005). Se ha empleado como
inmunomodulador (Kumari y col., 2008) y en laterapia antitumoral, junto con € 5-Fluorouracilo,
incrementando e tiempo de supervivencia de los pacientes (Wasser y col.,, 2005).
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Los compuestos PSK y PSP (complgo polisacérido-proteina) purificados de C.versicolor, han
mostrando ser efectivos asociados a la quimioterapia (Wasser, 2002; Smith y col., 2003). PSK
incrementa € numero de leucocitos, los niveles de INF-y, IL-2, y la induccion de
hipersensibilidad retardada; estimula la apoptosis de las células cancerigenas y disminuye los
efectos adversos de la terapéutica convenciona (Kanazawa y col., 2003). PSP actla sobre las
culas T y las clulas presentadoras de antigenos (Bettelli y col., 2007), incrementa la
produccién de IL-1 e IL-6, y disminuye la produccion de IL-8 en las células de leucemia
promielocitica humana (Hsieh y col., 2002).

Los suplementos dietéticos derivados del cuerpo fructifero de Grifola frondosa tienen una gran
demanda por sus propiedades antitumorales e inmunomoduladoras. La fraccion-D es un complejo
formado por un B-(1-3)-(1-6)-glucano y una proteina de alto peso molecular. Ha sido utilizada
exitosamente en tumores de mama, higado, pulmon, prostata, colon y Utero; asi como, en
leucemias y e Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) (Wang y col., 2008).

Lafraccion MD extraida a partir de micelios y cuerpos fructiferos de G. frondosa y G. umbellata,
o G. gigantea, también es un complegjo glucano/proteina, pero ofrece mejores resultados en
estudios antineoplésicos, inhibiendo e crecimiento tumoral, y estimulando la respuesta inmune
dependiente de macrofagos y linfocitos T (Kodamayy coal., 2005).

En un estudio realizado por Tong y col. (2009) se aisl6, a partir del cuerpo fructifero de P.
ostreatus, un nuevo polisacarido soluble en agua denominado POPS-1. Su caracterizacion indico
gue esta compuesto por un esquel eto de residuos de glucosa con enlaces 3-1,3 y ramificaciones 3-
1,3-glucosa, 3-1,4-glactosay -1,4-manosa. El B-glucano obtenido, mostré una potente actividad
antitumoral in vitro contralas células del tumor de HeLa

Preparaciones tradicionales de hongos medicinales, apoyan la idea de que extractos acuosos
obtenidos a atas temperaturas, preservan su actividad biologica (Hobbs, 2004). En estudios
realizados por Morris y col. (2002; 2003), se evaluaron los efectos inmunomoduladores de un
extracto acuoso del micelio de Pleurotus sp. en animales tratados con ciclofosfamida e irradiados.
Los resultados evidenciaron un incremento en la actividad del sistema monocito macréfago,
reflegado en € aumento del nimero de células del exudado peritoneal, la fagocitosis in vivo de
macrofagos peritoneales y la actividad fagocitica de células de Kupffer y macréfagos esplénicos.

Otro estudio fue disefiado para evaluar los efectos de la administracién ora de un extracto acuoso
de los cuerpos fructiferos de Pleurotus sp. en la recuperacion de la respuesta inmune de ratones
desnutridos. El tratamiento proporciond beneficios en términos de la hematopoyesis
(recuperacion de la celularidad de la médula 0sea y recuentos de leucocitos en sangre periférica),
la activacion de macrofagos y su capacidad fagocitica, la estimulacidn respuesta de anticuerpos y
larecuperacion de larespuesta de hipersensibilidad de tipo retardado (Llauradd y col., 2005).

Los datos referidos al empleo de |as setas comestibles muestran su contribucién a la alimentacion
y ala saud en e mundo. Las numerosas posibilidades del metabolismo de los basidiomicetos
demuestran lo favorable de profundizar en su cultivo y mangjo, para identificar metabolitos
valiosos a hombre. Muchos de sus componentes constituyen la base para la formulacién de una
variedad de productos naturales, Utiles por sus aplicaciones medico-farmacéuticas vy
biotecnologicas. El desarrollo acanzado en las técnicas de aislamiento e identificacion y €l nivel
de las investigaciones actuales han permitido un substancial incremento de su uso en la
inmunoterapia. Sin embargo, es importante su evaluacion en la prevencion de enfermedades, para
promover el consumo de suplementos que puedan gercer un efecto profiléctico en e organismo.
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CAPITULO 2. MATERIALESY METODOS.

El trabajo experimenta fue desarrollado en la Planta de Investigacion-Produccion de Setas
Comestibles, y los Laboratorios de Inmunologia y Microbiologia del Centro de Estudios de
Biotecnologia Industrial (CEBI) de la Universidad de Oriente; asi como en €l Bioterio del Centro
de Toxicologia y Biomedicina de Santiango de Cuba (TOXIMED) (Anexo 9).

2.1 Microorganismo Utilizado.

Se utilizé la cepa de Pleurotus sp. (CCEBI-3024), depositada en la Colecciéon de Cultivos del
CEBI. Para su propagacion se redizo la siembra de una porcion de micelio en placas Petri,
conteniendo medio Agar Extracto Malta (BIOCEN, Cuba). Las placas fueron incubadas a 37°C
en incubadora AISET®, YLD-6000 (China) hasta lograr el crecimiento micelial en toda la
superficie del medio de cultivo (Anexo 10).

2.2 Obtencion de la Materia Prima del Suplemento Nutricional (Biomasa Seca y
Pulverizada de Pleurotus sp).

Los cuerpos fructiferos fueron obtenidos por FES, utilizando como sustrato pulpa de café,
previamente seleccionada y pasteurizada. El ciclo productivo se desarrollé bajo condiciones de
cultivo adecuadas (sanitarias), referidas por Bermudez y col. (2001) (anexo 11).

Una vez redlizada la cosecha, los cuerpos fructiferos fueron fragmentados en pequefios trozos (1
cm?) y secados en estufa VENTICELL, MMM (Alemania), durante 24 h a 45°C hasta su total
deshidratacion. A continuacion se realizé el molinado de los mismos en un molino KRUPS, KM

75 (German Trademark, Alemania). El polvo resultante fue conservado en bolsas de nylon

selladas, protegido delaluz y lahumedad (Anexo 12).

2.3 Obtencion de Extractos a partir del Suplemento Nutricional.

El extracto acuoso, obtenido a partir de la biomasa seca y pulverizada de Pleurotus sp., para ser
empleado en el tamizgje fitoquimico y en la cuantificacion de fenoles totales, fue elaborado segin
el procedimiento descrito por Morrisy col., 2011.

Por su parte, € extracto etandlico, para estos mismos fines, fue obtenido segun el procedimiento
descrito en la “Guia Metodol 6gica parala Investigacion de las Plantas Medicinales” del MINSAP
(1997).

2.4 Caracterizacion Bioquimica del Suplemento.

2.4.1 Determinacion de los Componentes Macromoleculares Mayoritarios Presentes en €
Suplemento.

La concentracion de proteinas fue estimada por € método de Lowry y col. (1951). Se utilizé
como sustancia patron, seroabumina bovina (BSA) Biochemical (BDH, Inglaterra); se midio la
A (650 nm) en un espectrofotémetro Espectroquant®, Pharo 300 (MERCK, Alemania) y
contenido de proteina fue referido a una curva de calibracion realizada con una solucion de
seroalbumina bovina (BSA), (BDH, Inglaterra) de concentracion igual a0.29 mg/mL.

Los carbohidratos totales se determinaron por € método del fenol-sulfarico (Dubois y col.,
1956). Se midi6 la absorvancia (A 490 nm) en un espectrofotémetro Espectroquant® Pharo 300
(MERCK, Alemania) y la concentracion fue referida a una curva de calibracion preparada con
una solucion de glucosa (UNI-Chem?®, Inglaterra), de concentracion igual al100 ug/mL).
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2.4.2 Cuantificacién de -1,3-1,6-glucanos.

Se redliz6 la cuantificacion de polisacaridos del tipo [B-1,3-1,6-glucanos por € método de
Nitschke y col. (2011), basado en la reaccién colorimétrica con € rojo-congo, segin una
modificacion del método de Sietsma y Wessels (1977). La concentracion fue referida a una curva
de calibracion preparada con una solucion patron del  Esquizofilano (B-1,3-1,6-glucano), Selco
Wirkstoffe Vertriebs GmbH (Wald-Michelbach, Alemania) con una concentracion de 150 pug/mL.
Se midi6 la A (523 nm) en un espectrofotémetro Espectroquant® Pharo 300 (MERCK,
Alemania).

2.4.3 Determinacion de Minerales.

La determinacion de elementos minerales fue readlizada por los especiadistas del Laboratorio
Quimico de la Empresa Productora de Niquel y Cobalto “Comandante Ernesto Che Guevara” de
Moaen la provincia Holguin.

El andlisis de los elementos minerales a suplemento, fue practicado por Espectrometria de
Plasma de Acoplamiento Inductivo (PAI), segin "Métodos normalizados para el andlisis de aguas
potablesy residuaes’ (1992).

2.4.4 Tamizaje Fitoquimico.

Para e tamizge fitoquimico de los extractos acuoso e hidroalcohdlico del suplemento, se
utilizaron los ensayos descritos en la “Guia Metodologica para la Investigacion de las Plantas
Medicinales” del MINSAP (1997). Se emplearon tres réplicas para cada ensayo.

2.4.5 Cuantificacion de Fenoles.

La determinacion del contenido de polifenoles, en los extractos anteriormente mencionados, se
[levd a cabo seglin e procedimiento descrito por Slinkar y Singleton (1977). La concentracion
fue referida a una curva de calibracion preparada con acido ténico (Img/mL).

2.5 Formulacion.

La formulaciéon del suplemento nutricional (tabletas) fue desarrollada por los especialistas del
grupo de Innovacién del Laboratorio Farmacéutico Oriente (Quimefa, Santiago de Cuba) en base
a 500 mg de biomasa seca y pulverizada de Pleurotus sp. (Anexo 13).

Se comprobé la dureza de la formulacion con un Durémetro Manua (Monsento, USA) segin
Liebertman y Lachman (1981) y se evalud € tiempo de desintegracion en base a un periodo
inferior a los 30 mn, segin lo establecido por la United States Pharmacopeia (2007), para los
productos naturales.

2.6 Evaluacion de los Efectos Inmunomodulador es del Suplemento Nutricional en Ratones
Balb/c Inmunocompetentes.

2.6.1 Animalesy Esquemas Experimentales.

En los diferentes experimentos se utilizaron ratones Balb/c de ambos sexos, de 8 semanas de
edad, con un peso corpora de 18-25 g, libres de patdgenos, procedentes del Laboratorio de
Anticuerpos y Biomodelos Experimentales-Centro de Inmunologia Molecular (LABEX-CIM,
Santiago de Cuba).

En e cuidado de los animales se cumplieron las normativas internacionales establecidas por la
Comunidad Econdmica Europea. Se emplearon condiciones sanitarias convencionaes y la
temperatura (T) y la humedad relativa (H) se mantuvieron en € intervalo 6ptimo para la especie.
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Temperatura controlada segun los requerimientos fisioldgicos, experimentales y del local T (18-
26 °C y H (50-70 %) (Nationa Research Council, 2002).

Los ratones recibieron agua acidulada (pH 2.5-2.8) y se aimentaron con € pienso
correspondiente a esta especie (Ratonina comercial), € cual fue suministrado por e Centro
Naciona para la Produccion de Animaes de Laboratorio (CENPALAB, La Habana), con su
certificado de calidad. El agua y € alimento se suministraron de forma controlada, pero en
cantidades suficientes para permitir su ingestion ad libitum, durante todo €l periodo de
experimentacion.

Para |la realizacion de los ensayos, se emplearon 20 ratones distribuidos de forma a eatorizada en
cuatro grupos experimentales (dos correspondientes a cada sexo) con un total de cinco ratones
cada uno (n = 5). El protocolo experimental se desarroll6 durante 14 dias y la observacion clinica
de los animales se realizo dos veces a dia

A los grupos designados como SNP-Hembras y SNP-Machos, se les administré por via ora
durante los 14 dias 0.2 mL de una suspension del suplemento nutriciona preparada en solucion
sdina fisiologica (SSF, 0.9 %) (Laboratorio Farmacéutico Oriente, Santiago de Cuba), a
momento de ser utilizada. El volumen de la suspensién equival e aproximadamente a una dosis de
1 000 mg/kg de peso.

La administracion se realiz6 diariamente en las mafianas, a la misma hora y de forma pausada
paratratar de disminuir € estrés, ocasionado normalmente con la sujecién a los animales, y para
evitar € derrame de la suspension.

Los grupos controles (C-Hembras y C-Machos) se aimentaron con dieta convenciona para la
especie durante toda la investigacion. No se utilizaron controles administrados con SSF (0.9 %),
debido a que en trabgjos previos de nuestro grupo se relnen evidencias suficientes que
demuestran la no influencia de la sustancia per se y la via de administracién en la funcion
inmunitaria (Morris, 2007; Llauradd, 2008).

Al decimoquinto dia se colectaron muestras de sangre por € plexo retroorbital de cada animal
para redizar los estudios hematologicos y bioguimicos. Se emplearon tubos Eppendorf®
(Alemania) para colectar la sangre y capilares heparinizados (TECNON®, Argenting) para
realizar 1as extracciones. Posteriormente, se procedio a sacrificio de los animales por dislocacion
delacervical.

2.6.2 Consumo de agua y alimentos.

El consumo de agua y alimentos se registré diariamente antes de aplicar los tratamientos. Cada
dia se colocd un frasco de 200 mL de agua acidulada y se determiné la diferencia entre la
cantidad suministrada y € remanente luego de 24 h. Con estos datos se calculé € consumo
promedio de agua por animal.

De forma similar se evalud € consumo de aimentos (cantidad inicial: 50 g), pesado en balanza
electronica OHAUS®, Scout Pro SPU 123 (China).

2.6.3 Peso Corporal.

Los animales se pesaron de forma diaria, antes de ser suplementados, en balanza electronica
OHAUS®, Scout Pro SPU 123 (China), para monitorear las posibles fluctuaciones de este
pardmetro, respecto a los tratamientos aplicados y a la manipulacion en generd.
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2.6.4 Par ametr os Hematol 6gicos en Sangre Periférica.

Se colectaron las muestras de sangre, para estas determinaciones, en tubos Eppendorf®
(Alemania) que contenian una gota de anticoagulante Heparina Sodica (LIORAD, La Habana,
Cuba). ElI contenido de hemoglobina se determind mediante & méodo de la
cianometahemoglobina (ICSH, 1996) con & empleo del reactivo Hemotest HELFA®
Diagnésticos (E.P.B Carlos J. Finlay, LaHabana).

Para el conteo total de leucocitos se tomaron 20 uL de sangre, afladidos a tubos Eppendorf®
(Alemania) que contenian 0.4 mL de &cido acético (2 %) (E.P.B Carlos J. Finlay, La Habana). Se
homogeneizd y se procedio a conteo en Camara de Neubauer (Assistent, Alemania) en
microscopio optico NOVEL, N-400M Trivoc (China).

El conteo diferencia se practicdO mediante e frotis de una gota de sangre fresca, sin adicién de
anticoagulante, sobre laminas SAIL BRAND (China). Se utilizd metanol como agente
deshidratante, durante 5 min. Luego se procedi6 a la coloracion con solucion Giemsa Quimefa,
(E.P.B Carlos J. Finlay, LaHabana).

El conteo se realiz6 en base a 100 células, diferenciando las mismas segun sus caracteristicas
morfoldgicas con el empleo del microscopio éptico NOVEL, N-400M Trivoc (China).

2.6.5 Analisis Bioquimicos en Suero.

Las muestras de sangre colectadas en tubos Eppendorf® (Alemania), sin adicion de
anticoagulante, fueron conservadas en refrigeracion (4°C) hasta su coagulacion. Posteriormente
se realizo la retraccion del coagulo, separandolo de las paredes de los tubos y se extrajo € suero
con pipetas RONGTAI® (Biochemical, China). El suero fue centrifugado en centrifuga
Spectrafugue, 24D (Labnet, USA) para eliminar restos de sangre.

Se determind la concentracion de proteinas séricas totales por e método de Biuret (Mc Murray,
1988). Se estimo la concentracion de albumina en suero mediante el juego diagndstico Albumin-
ELITech (Francia), basado en la reaccién con el verde de bromocresol. Los niveles de globulinas
fueron determinados a partir de la diferencia de la concentracion de albumina con las proteinas
totales. Se calcul6 ademas, larelacion albumina/globulinas (A/G).

2.6.6 Cdularidad en € Exudado Peritoneal.

Luego del sacrificio, se inocul6 a los ratones por via intraperitoneal (i.p.) 5 mL de solucién de
Hanks. Luego de 5 min con aplicaciones de un masgje suave en € abdomen, se realizd una
incision y se colectaron las células de la cavidad peritoneal con pipetas Pasteur.

L uego de centrifugar la suspension a5 000 rpm en centrifuga Heal Force®, Neofugue 15 (China),
las células fueron resuspendidas en 1 mL de solucién de Hanks y se estim6 la celularidad en
Camara de Neubauer (Assistent, Alemania) a microscopio Optico NOVEL, N-400M Trivoc
(China).

2.6.7 Anatomopatologia M acr oscopica y Peso Relativo delos Organos.

Una vez sacrificados los animales, se realizo la diseccion y se extrgjeron los 6rganos. El andisis
macroscopico, implico la observacion de las caracteristicas morfoldgicas de los érganos tales
como: tamafio, volumen, coloracion y textura.

Los 6rganos analizados fueron higado, bazo, timo, corazdn, rifiones, pulmones. Estos fueron
pesados en balanza analitica electronica Sartorius®, BS 124S (Alemania) y se determind luego €
peso relativo en funcién del peso corpora de los animales.
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2.6.8 Celularidad Esplénica.

La suspension de células esplénicas se prepard homogeneizando suavemente el bazo con solucion
de Hanks helada. Posteriormente, la suspension fue centrifugada en una centrifuga Heal Force®,
Neofugue 15 (China) y las células del sobrenadante fueron contadas en Camara de Neubauer
(Assistent, Alemania) en un microscopio optico NOVEL, N-400M Trivoc (China).

2.6.9 Ensayos de Estimulacion de la Inmunidad Celular: Inducién de Respuesta de
Hipersensibilidad Retardada (HR).

La respuesta inmune celular se evalud mediante e ensayo de hipersensibilidad retardada (HR)
segln Kim y col. (1998). Los grupos experimentales se conformaron segin se describié en
acapite 2.6.1.

El dia 15 los ratones fueron sensibilizados por inoculacion intradérmica (i.d.), con 50 ni de una
solucion de BSA (BDH, Inglaterrd) de concentracion 5 mg/mL en Adyuvante Completo de
Freund (ACF) Sigma® (Sigma Chemical, USA) en dos sitios del abdomen. A los ocho dias los
animales se retaron por viai.d. en €l cojinete de la pata traseraizquierda con 20 ni de la solucion
de BSA (5 mg/mL). En € cojinete de la pata derecha se inocul6 un volumen similar de SSF (0.9

%) (Laboratorio Farmacéutico Oriente, Santiago de Cuba).

La medicion de la induracion se realizd con un micrometro K1972r (URSS) alas 24, 48y 72 h
del reto. Larespuesta de HR se expresd como la diferencia entre la magnitud del edema en la pata
inoculada con e antigeno y su valor en la pata inyectada con SSF (0.9 %).

2.7 Evaluacion de las Propiedades Inmunomoduladoras del Suplemento Nutricional en
Ratones Balb/c Inmunodeprimidos con Ciclofosfamida.

2.7.1 Animalesy Tratamientos Experimentales.

Se utilizaron ratones Balb/c, machos de 8 semanas, con un peso corporal entre 18 y 25 g, libres
de patdgenos, procedentes del Laboratorio de Anticuerpos y Biomodelos Experimental es-Centro
de Inmunologia Molecular (LABEX-CIM, Santiago de Cuba). En e cuidado de los animales se
emplearon las mismas condiciones sanitarias, descritas en € disefio experimental con animales
inmunocompetentes.

Se emplearon 25 ratones que fueron distribuidos de forma aeatorizada en cinco grupos
experimentales con 5 animales cada uno (n = 5). El protocolo experimental se desarroll6 durante
8 diasy la observacion clinicade los animales se realizo dos veces d dia

La inmunosupresion fue inducida mediante la administracion intraperitoneal (i.p.) de
ciclofosfamida (CY) para inyeccion Genoxa® (Prasfarma S.A., Espafia) a una dosis de 100
mg/kg. El suplemento nutricional (1 000 mg/kg) se suministrd en los grupos seleccionados por
viaora en un volumen de suspension aproximado de 0.2 mL.

El dia 0 se administr6é € farmaco inmunosupresor en los grupos de tratamiento terapéutico CY -
Pleurotus y CY -Salina, mientras que en los grupos Pleurotus-CY y Salina-CY selesinoculé al 5%
dia de la experimentacion (Tabla 1).

A los grupos administrados con Pleurotus (CY-Pleurotus y Pleurotus-CY) se les proporciond €
suplemento durante ocho dias Los animales de los grupos CY-Sdlina y Salina-CY fueron
administrados con SSF (0.9 %) (Laboratorio Farmacéutico Oriente, Santiago de Cuba) en
sustitucion del preparado de Pleurotus.
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Tabla 1. Disefio Experimental de los ratones inmunodeprimidos con ciclofosfamida.

Grupos Administracion Administracién
Ciclofosfamida Tratamiento (0.2 mL)
(100 mg/K g)
CY + Pleurotus Dia 0 Pleurotus Terapéutico
(1000 mg/K Q) (0-7dias)
CY + Sdlina Dia 0 Salina (0- 7 dias)
Pleurotus+ CY Dia 5 Pleurotus Profilactico
(1000 mg/K Q) (0- 7 dias)
Sdlina+ CY Dia 5 Salina (0- 7 dias)

Control --- ---
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Un grupo control fue aimentado con dieta convencional (Ratonina) durante toda la
experimentacion.

Al octavo dia se colectaron muestras de sangre por e plexo retroorbital de cada animal para los
estudios hematologicos y bioguimicos. Posteriormente se procedid a su sacrificio para las
eval uaciones inmunol 6gi cas.

2.7.2 Parametr os Hematol 6gicos en Sangre Periférica.

Las determinaciones de hemoglobina y leucocitos totales se readizaron de la misma manera que
en el esqguema experimental de animales inmunocompetentes (acépite 2.6.4).

2.7.3 Andlisis Bioquimico en Suero.

Las determinaciones de proteinas séricas totales, albuminay globulinas; asi como € célculo de la
relacion albumina/globulinas, se realizaron del mismo modo que en e esguema experimental de
animales inmunocompetentes (acpite 2.6.5).

2.7.4 Celularidad dela M édula Osea.

Una vez sacrificados los animales, se les retird e fémur de la pata trasera derecha y se extrgjo la
médula 6sea. Se realizd una suspensién homogénea de la médula con 1.5 mL de solucion de
Hanks helada. Las células fueron contadas en Camara de Neubauer (Assistent, Alemania), con
ayuda de un microscopio optico NOVEL, N-400M Trivoc (China).

2.7.5 Anatomopatol ogia M acr oscopica.

El andlisis macroscopico de los drganos higado, bazo, timo, corazén, rifiones, pulmones, se
realizd observando las caracteristicas morfoldgicas, de la misma manera que en € experimento
con animales inmunocompetentes (acapite 2.6.7).

2.7.6 Contenido de Proteinas Totales Hepaticas.

Una vez extraidos los higados, se tomaron muestras de 0.1g de tgjido que fueron maceradas
suavemente con 2 mL de solucion de Hanks helada. La suspension se homogeneizo y luego fue
centrifugada en una centrifuga Heal Force®, Neofugue 15 (China). El sobrenadante fue decantado
y utilizado pararealizar |as determinaciones.

Se estimo la concentracion total  de proteinas segun el método de Lowry y col. (1951). Se utilizo
como sustancia patrén, seroabumina bovina (BSA); se midi6 la A 650 nm en un
espectrofotémetro Espectroquant®, Pharo 300 (MERCK, Alemania) y € contenido de proteinas
fue referido a una curva de calibracion preparada con una solucion de BSA (BDH, Inglaterra) de
concentracién 0.29 mg/mL.

2.7.7 Celularidad Esplénica.

La celularidad esplénica fue determinada del mismo modo que se describié en e esquema
experimental con animal es inmunocompetentes (acapite 2.6.8).

2.7.8 Ensayos de Estimulacién de la Inmunidad Celular.
2.7.8.1 Induccion de Respuesta de Hipersensibilidad Retardada (HR).

La respuesta inmune celular se evalué mediante €l ensayo de hipersensibilidad retardada (HR)
seglin Kim y col. (1998). Se conformaron dos grupos experimentales de tres animales cada uno
(n = 3), tratados con ciclofosfamida a inicio del experimento. A continuacion, uno de los grupos
fue administrado diariamente durante ocho dias con & suplemento de Pleurotus, y €l otro recibio
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SSF (0.9 %) (Laboratorio Farmacéutico Oriente, Santiago de Cuba), segin se describid en €
acapite 2.7.1.

El dia O los ratones fueron sensibilizados por la inoculacion intradérmica (i.d.) de 50 ni de una
solucién de BSA (BDH, Inglaterra) (5 mg/mL) en Adyuvante Completo de Freund (ACF)
Sigma® (Sigma Chemical, USA) en dos sitios del abdomen y a los ocho dias se retaron segin
como se describe en €l acépite 2.6.9.

La medicion de la induracion se realizd con un micrometro K1972r (URSS) alas 24, 48y 72 h
del reto. Larespuesta de HR se expresd como la diferencia entre la magnitud del edema en la pata
inoculada con e antigeno y su valor en la pata inyectada con SSF (0.9 %).

2.7.8.2 Indice de Peso del Linfonodo Popliteo.

En los animales del experimento de induccién de respuesta de hipersensibilidad retardada (HR),
los linfonodos popliteos (derecho e izquierdo) fueron localizados, extirpados y desgrasados con
solucion tampén fosfato (PBS) pH 7.2 - 7.4. Luego de lavados con SSF (0,9 %), se les elimino €
exceso de humedad con un papel de filtro e inmediatamente se pesaron por separado en una
balanza analitica el ectrénica Sartorius®.

Se calcul6 € indice de peso (IP) segin Descotes (2006), que se expresa como la relacion del peso
del linfonodo popliteo tratado (izquierdo) con respecto a peso del linfonodo popliteo control
(derecho).

2.8 Andlisis Estadisticos.

Los resultados experimental es de animal es inmunocompetentes fueron expresados como lamedia
+ la desviacion esténdar de los datos. Se evalué e cumplimiento de las premisas para la
utilizacién de métodos paramétricos. distribucién normal (prueba de Kolmogorov-Smirnov) y la
homogeneidad de varianzas (pruebas de Bartlett y Levene).

En estos casos, € procesamiento estadistico se realizé mediante un disefio de clasificacion simple
(ANOVA), y cuando se presentaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05), se
aplico la prueba de Tukey para las comparaciones multiples a posteriori de las medias de los
tratamientos.

Cuando los datos no cumplian las premisas de una distribucién normal o la homocidasticidad, se
empled € andlisis de varianza de clasificacion simple por rangos de Kruskal-Wallis, de conjunto
con la prueba de Student-Newman-Keuls (Sigarroa, 1985).

Los resultados del esguema experimental con animales inmunodeprimidos fueron procesados
mediante el andlisis de varianza de clasificacion simple por rangos de Kruskal-Wallis y en los
casos en que se presentaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05), se aplico la
prueba Student-Newman-Keuls no paramétrica parala comparacion de las medianas.

Los datos correspondientes a experimento de evaluacién de la inmunidad celular por induccién
de la respuesta de hipersensibilidad retardada (indice de peso de linfonodos popliteos) fueron
analizados mediante la prueba de lat de Student.

En todos los casos se utilizd e software profesional Statgraphics Plus version 5.1 (Statistical
Graphis Corporation, 1994-2001). Las tablas y figuras del capitulo 3 (Resultados y Discusion)
incluyen la informacion de las pruebas realizadas.
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1 Caracterizacion Bioquimica del Suplemento Nutricional de Pleurotus. Relacion con sus
Propiedades M edicinales Potenciales.

Las setas comestibles forman parte de la cultura culinaria en algunos paises y se refieren
numerosas aplicaciones en la medicina tradicional, fundamentalmente recogidas en las
farmacopeas de la medicina tradicional asiatica. De igual manera, los extractos y productos
derivados de éstas han sido utilizados empiricamente en Asia, para tratar y prevenir muchas
afecciones tumorales (Hirofumi y col., 2006; Janardhanan y George, 2006).

El empleo de los hongos comestibles-medicinales con fines terapéuticos ha despertado el interés
por identificar aquellos componentes activos responsables de tales efectos. Una amplia gama de
estos bioproductos ha sido caracterizada desde € punto de vista quimico, y en ellos se ha referido
la presencia de sustancias bioactivas que exhiben determinadas propiedades farmacol 6gicas.

Entre la gran variedad de sustancias bioactivas aisladas, se destacan mayoritariamente, ciertos
polisacaridos, proteinas y proteoglicanos de elevado peso molecular; y también metabolitos
secundarios de bajo peso molecular como terpenoides, esteroides y fenoles (Wasser y col., 2005;
Zaidman y col., 2005).

En e presente trabgjo, se procedi6 ala caracterizacion de un suplemento nutricional obtenido a
partir de cuerpos fructiferos de la seta comestible Pleurotus sp. (CCEBI-3024). El producto fue
concebido por un equipo de investigadores del CEBI y desarrollado con la colaboracion de
especialistas del Laboratorio Farmacéutico Oriente.

En Cuba, hasta la fecha, no se conoce ningin producto natura elaborado a partir de setas
comestibles, por o que e conocimiento de la composicion bioquimica de éste determinara sus
aplicaciones nutricionales y médico-farmacéuticas potenciales.

La caracterizacion de la materia prima del suplemento, se redlizé atendiendo a la identificacion
de macromoléculas mayoritarias (carbohidratos y proteinas), la cuantificacion de estructuras
polisacaridicas (B-1,3-1,6-glucanos), la determinacién de minerales, la comprobacion cualitativa
de la existencia de componentes fitoquimicos bioactivos y la determinacion del contenido de
polifenoles.

3.1.1 Determinacion de Componentes Macromoleculares Mayoritarios.

Diferentes tipos de compuestos, tales como proteinas, péptidos, glicoproteinas, lipopolisacaridos,
y derivados de lipidos, han sido clasificados como moléculas que tienen potentes efectos sobre €l
sistema inmune (Tzianabos, 2000).

La composicién de la preparacion seca y pulverizada de cuerpos fructiferos, se caracterizo por la
presencia mayoritaria de carbohidratos y proteina verdadera, con valores de 55 % y 20 %,
respectivamente. Estos resultados se corresponden con los referidos en la literatura para
diferentes especies y cepas de Pleurotus (Garcia, 2008).

En investigaciones precedentes desarrolladas por nuestro grupo de trabajo, se caracterizaron
diferentes bioproductos derivados de Pleurotus sp. Tal es € caso de los extractos acuosos
obtenidos a partir de micelios producidos mediante cultivo sumergido y de cuerpos fructiferos
producidos por FES. Los extractos fueron elaborados por ebullicion a 95°C de temperatura y
mostraron valores de carbohidratos totales 70.4 % y de proteinas 15 %, en los extractos de
micelio obtenidos por cultivo sumergido. En los estractos de cuerpo fructifero obtenidos por FES,
resultaron valores de 326 % y 286 %, respectivamente (Betran y col.,, 2005).
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En otro de los trabgjos se procedié a la caracterizacion bioquimica de extractos hidrosolubles
crudos a partir de la extraccion durante 10 h a temperaturas entre 95°C y 100°C del micelio,
obtenido mediante cultivo sumergido (F-A) y de cuerpos fructiferos (F-B) de Pleurotus sp.
producidos por FES. La composicion bioquimica del extracto F-A mostré una composicion de
carbohidratos totales del 76.8 % y de proteinas (base seca) un 9.3 %. En e caso de F-B se
evidencio un 29.6 % y un 23 % de carbohidratos y proteinas, respectivamente (Alvarez, 2009).

Otros investigadores informan valores para carbohidratos de 47.8 % y para proteinas de 20.7 %,
en un extracto acuoso de P. ostreato-roseus (Barbosa y col., 2002). Por otra parte, Stamets (2000)
refirio la composicion quimica de un extracto de cuerpos fructiferos de G. lucidum que se destaca
por la presencia de un 68.9 % de carbohidratos totales y un 8 % de proteinas. Un extracto
liofilizado del micelio de L. edodes mostrd una concentracion de carbohidratos totales y proteinas
de un 58-60 % y 20-23 % respectivamente (Hobbs, 2000).

Resulta vdido aclarar que, de forma general, la diferencia cuditativa y cuantitativa en la
composicion bioquimica de los extractos podria depender de los distintos géneros y especies de
setas, de las condiciones de cultivo, de los procesos de extraccion utilizados en su obtencién,
entre otros factores (McKennay col., 2002).

3.1.2 Cuantificacién de polisacaridos del tipo 3-1,3-1,6-glucanos.

Con las ventgjas de la elucidacion moderna de las estructuras de las biomoléculas, |os B-glucanos
se han identificado como uno de los elementos con actividad biol6gica mas potentes en los
hongos (Nitschke y col., 2011). Son modificadores de la respuesta bioldgica, activan
principamente e sistema inmune y pueden presentar efectos anticarcinogénicos (Novak y
Vervicai, 2008).

Los B-glucanos de setas consisten principalmente en un esqueleto de glucosa con enlaces 3-1,3
con la posibilidad de tener cada 2-3 moléculas de glucosa un enlace -1,6 a otra cadena de
glucosa 3-1,3. Laestructuraterciaria varia con e nimero de enlaces (Nitschke y col., 2011).

Los B-glucanos con pocos o ningun enlace 3-1,6, principamente, tienen una estructura de hélice
simple. Mientras los -glucanos con mayor nimero de enlaces [3-1,6-glucosidicos forman una
triple hélice como estructura terciaria. La estructura de triple hélice y la masa molecular, afectan
positivamente la actividad biol 6gica de estos compuestos (Nitschke y col., 2011).

De varias especies de Pleurotus han sido aislados diferentes polisacaridos -D-glucanos. Por
gemplo, del cuerpo fructifero de Pleurotus ostreatus, se extrgo un [-D-glucano (con
ramificaciones de B-1,3 y B-1,6) a que se nombré Pleurano. El mismo mostré un efecto
antioxidante y provoco la disminucién de las lesiones precancerosas inducidas en €l colon de
ratas Wistar machos. También se ha demostrado que posee actividad inmunomoduladora y
antioxidante en ratas con colitisinducida (Nosaovay col., 2001).

Otros B-glucanos ramificados con una cadena principal de enlaces -1,3 unidos a residuos [3-
GLcp en las cadenas laterales, aproximadamente en uno de cada tres residuos de la cadena
principal, se obtuvieron de P. ostreato-roseus y P. eryngii. Un B-glucano similar con actividad
antitumoral fue aislado de P. ostreatus y su accion puede deberse a los enlaces -1,3 en la cadena
principal, con sustituciones 3-1,6 y a su solubilidad en agua (Santos-Nevesyy col., 2008).

Para fines de investigacion, la informacion de la composicion estructural de 3-glucanos puede ser
evaluada por una variedad de métodos (Chi-Fung y col., 2009). Algunos métodos actuales
determinan la cantidad total de [-1,3-glucanos pero no distinguen sus importantes estructuras
terciarias. Normalmente se basan en la hidrolisis enzimética o acida y la cuantificacion de los
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azucares reductores liberados. Sin embargo, € uso de enzimas es costoso y consume mucho
tiempo y la hidrdlisis &cida es muy inespecifica, por 1o que es preferible un método més répido y
directo (Nitschkey col., 2011).

Otros métodos también empleados incluyen la Cromatografia Liquida, acoplada a la
Espectrometria de Masas (LC/MS), Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) y con
menos frecuencia Cristalografia de Rayos X 0 Microscopia de Fuerza Atémica. Sin embargo,
debido a la complgidad y a la falta de naturaleza cuantitativa de |la mayoria de estos métodos
técnicos, no es posible aplicarlos de forma rutinaria como una herramienta de deteccion. Otras
técnicas menos complejas permiten estudiar los contenidos de B-glucanos, entre los que se
incluyen el ensayo del fenol-sulfurico para la determinacion de carbohidratos, la reccion con azul
de anilina y ensayos inmunoenziméticos sobre fase solida (ELISA) (Chi-Fung y col., 2009).

El método colorimétrico usado en nuestro trabajo para la cuantificacion de polisacéaridos [3-
glucanos, es basado en la reaccion con e colorante Rojo Congo. Este es un método especifico
para 3-glucanos de triple hélice. Se utilizo parala identificacion de estructuras terciarias debido a
sus interacciones con la triple hélice de los -1,3-1,6-glucanos (Ching-Feng y col., 2007) y a que
no reacciona con otros polisacaridos (Nitschke y col., 2011).

En nuestro trabgjo, los resultados de la cuantificacion de estructuras 3-1,3-1,6-glucanos en la
biomasa seca y pulverizada del cuerpo fructifero de la seta Pleurotus sp., arrojé la presencia en
las mismas de un total de 1,54 ¢/100g de biomasa seca. Asimismo, las diferentes fracciones
(KOH, HCI y NaOH) aportaron valores de los B-glucanos, en un intervalo de 0.4-1.0 g/100g
(Tabla2).

En estudios realizados por Nitschke y col. (2011) se determind, con € empleo de este mismo
método, los contenidos totales de -1,3-1,6-glucanos en € micelio y los cuerpos fructiferos de
diferentes especies de setas comestibles, entre las que se encontraban A bisporus, F. velutipes, G.
frondosa, L. edodes y P.pulmonarius. Los mayores valores se encontraron en los cuerpos
fructiferos de P. ostreatusy P. eryngii, respecto al resto de las especies evaluadas.

En este trabgjo, a igua que en € nuestro, la fraccién HCI fue la que extrajo menor cantidad de
estructuras de triple hélice mientras que la fracciéon NaOH fue la que mostré un mayor contenido.
Los resultados ademas, indicaron que los cuerpos fructiferos no solo tienen més B-glucanos, sino
también més cantidad de B-glucanos detriple héice.

Por otro lado, Synytsya y col. (2008) mostraron que B-glucanos identificados en P. ostreatus y
L.edodes consisten, principalmente, en cadenas atamente ramificadas de [3-1,3-1,6-glucanos, con
una estructuradetriple hélice.

Con anterioridad en trabgjos realizados por nuestro grupo, se habia determinado por
espectrofotometria, la presencia de una conformacion ordenada (simple o triple hélice),
correspondiente presumiblemente a la estructuras de B-D-glucanos, en un extracto hidrosoluble
micelia (Alcantara, 2010).

La confirmacion de la presencia de estas estructuras, en la preparacion pulverizada de la seta
comestible Pleurotus sp., también es un indicio de sus posibles propiedades inmunomodul adoras
y antitumorales.

3.1.3 Determinacion de Minerales.

Gran parte del interés en e valor aimenticio de los hongos esta relacionado con la cantidad y
calidad nutriciona del contenido de proteinas y minerales. Como mas del 1 % del peso fresco de



Tabla 2. Contenido de [-1,3-1,6-glucanos en la biomasa seca y pulverizada de Pleurotus sp.,
determinado con el método de Nitschkey col. (2011).

Contenido de 3-1,3-1,6-glucanos(g/100g biomasa seca)

Fraccion KOH Fraccion HCI Fraccion NaOH Total

0.44 0.2 0.9 1.54
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las setas es cenizas, € contenido de minerales en ellas es generalmente mas alto que en muchas
frutas y hortalizas (Patrabansh y Madan, 1999).

El rendimiento y la composicién quimica de los hongos varian, seglin las especies y pueden ser
influenciados por los sustratos y las condiciones usadas para su crecimiento. De manera que estos
parametros pueden ser mejorados mediante la adicion de elementos esenciales (da Silva'y cal.,
2011).

En las setas comestibles se encuentran cantidades relativamente altas de mineraes, en
correspondencia con € contenido de minerales que también esta presente en € sustrato (Cardona,

2001). En un estudio realizado por Caglarirmak y col. (2002), sobre la composicién quimicay €
valor nutricional de las setas comestibles Boletus edulis, Cantharellus cibarus y Lactarius
piperatus, los resultados mostraron la presencia de diferentes vitaminas (C, B1, B2, niacina y
acido félico) y minerales como €l Zn, Cu, K, Na, Fe, Ca, Cry P.

La determinacion de mineraes realizada a suplemento de Pleurotus, mediante Espectrometria
de Plasma de Acoplamiento Inductivo, arrojo la presencia de elementos como Fe, Cu, Zn, Mn,
Mg y Co (Tabla 3). En estudios realizados por da Silva y col. (2011), con € empleo del mismo
método, se comprobo la presencia de Fe, Cu, Zn, Mn, Mg y Se en Pleurotus ostreatus cultivado
sobre céscara de café enriquecida con Se.

Con anterioridad en nuestro centro, se habian realizado determinaciones de los componentes
minerales, alos cuerpos fructiferos de la seta comestible Pleurotus sp., cultivadas sobre pulpa de
café y bagazo de cafia. Los resultados arrojaron la presencia de Ca, K, Na, P, Fe, Cu, Zn y Mg
(Garcia, 1999).

En una investigacion similar, Sales-Campos y col. (2009) realizaron andlisis, con € empleo de
otros métodos, a diferentes sustratos de crecimiento formulados a base de aserrin y de bagazo de
cafa, y alos cuerpos fructiferos de la seta Pleurotus ostreatus. Los resultados evidenciaron que la
composicion minera del hongo vario con el sustrato de cultivo, 1o que hizo posible la produccion
de fructificaciones ricas en Fe, K, P y Mg. El potasio fue e minera de mayor contenido en €
hongo en todos |os sustratos ensayados.

También Patrabansh y Madan (1999), refirieron contenidos de Fe, Mn, Mg y Zn, ademas de Ca,
P, K y Na, en los cuerpos fructiferos de Pleurotus sajor-cuju, cultivado sobre tres sustratos
diferentes en los que se econtraban presentes cada uno de estos el ementos.

Se ha planteado que la funcién inmune es la diana para € desarrollo de alimentos funcionales y
gue la modulacién inmune, a través de estrategias dietéticas, puede ser prometedora, para
mantener la homeostasis en un organismo sano. En particular, vitaminas, como A, C, Dy E, y
minerales como el Zn 'y el Se son esenciales para estos propositos (Wichers, 2009).

Especificamente el oligoelemento Zn es esencia para e sistema inmunolégico y la tasa de
proliferacion y diferenciacion de las células inmunes. Su deficiencia afecta a multiples aspectos
de lainmunidad innata y adaptativa, incluyendo una reduccion en la actividad del timo, cambios
en el balance de células Thl hacia células Th 2 y alteraciones funcionales de las células inmunes
(Haase y Rink, 2009).

La ingesta adecuada de vitaminas y minerales es esencia para el mantenimiento de lasalud y la
prevencion de enfermedades (Verkaik-Kloosterman y col., 2012) y en generd, las setas
comestibles contienen cantidades significativas de estos elementos, principa mente en |os cuerpos
fructiferos (Patrabansh y Madan, 1999).
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Tabla 3. Contenido de Minerales en la biomasa seca y pulverizada de Pleurotus sp., determinado
mediante Espectrometria de Plasma de A coplamiento Inductivo.

Contenido de Minerales (g/100g biomasa seca)

Minerales Cantidad
Fe 0.05
Cu 0.001
Mg 0.343
Mn 0.002
Co 0.001

Zn 0.008
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3.1.4 Tamizaje fitoquimico de los extractos acuoso e hidroal cohdlico derivados del suplemento.

Otras sustancias activas de interés terapéutico y que estan siendo estudiadas actual mente, son
compuestos de bajo peso molecular, derivados de algunos intermediarios del metabolismo
primario (Zaidman y col., 2005). Estas sustancias que no estan involucradas en los procesos
metabdlicos fundamentales del organismo, tales como la generacion de energia y la formacion de
membranas celulares, entre otros, se conocen como metabolitos secundarios (Petrova y col.,
2005).

Los triterpenos y sus derivados, flavonoides, esteroides y los derivados de lipidos, son agunos de
los metabolitos secundarios que presentan propiedades medicinales, entre las que se destacan los
efectos inmunomoduladores (Wasser y col., 2005; Wasser, 2005b; Garza y col., 2006).

Con €l objetivo de identificar los principios quimicos, con posibles efectos medicinales, se realizé
un tamizaje fitoquimico a los extractos acuoso e hidroacohdlico del suplemento nutricional
obtenido de Pleurotus sp. (Tabla 4).

El tamizaje fitoquimico es una técnica que se utiliza para detectar metabolitos secundarios
presentes en especies vegetales desde €l punto de vista cualitativo. Se basa en la realizacién de
reacciones quimicas con diferentes reactivos, donde la aparicion o no de un color o precipitado
coloreado esindicativo de la presencia de un determinado metabolito (Ochoay col., 2006).

Los ensayos no brindan un criterio absoluto y confirmativo de la existencia de estos compuestos,
pues se pueden producir interferencias producto de la presencia en el medio de otras sustancias
(metabolitos secundarios o no), capaces de reaccionar en forma similar y provocar resultados
falsos positivos. Sin embargo, este procedimiento si brinda un criterio de la composicion quimica
del extracto de una droga vegetal (Ochoay col., 2006).

Entre las sustancias quimicas presentes en |os extractos derivados del suplemento de Pleurotus,
se encontraron alcaloides, azlicares reductores y saponinas.

Los primeros se utilizan en la tergpéutica como estimulantes cardiacos, tal es € caso de
alcaloides encontrados en algunas setas comestibles (Meletis y Barker, 2005). Por su parte,
algunos azlcares reductores forman parte de las unidades monomeéricas presentes en los 3-D-
glucanos, compuestos que exhiben propiedades inmunomoduladoras y antitumorales, entre otras
(Wasser y col., 2005). En e caso de las saponinas, éstas se comportan como laxantes cuando se
administran por viaora (Miranday Cuellar, 2001).

Deigual forma resultaron positivos a sus respectivos ensayos |os terpenoides y flavonoides. En €
caso de los triterpenos, solo fueron identificados en e extracto hidroalcohdlico por su ata
solubilidad en solventes de menor polaridad que e agua. Dichos compuestos poseen una variada
actividad biol6gica, entre las que se destacan sus efectos antitumorales e inmunomodul adores; asi
como hepatoprotectores y antioxidantes, entre otros (Miranday Cuellar, 2001).

En este sentido, cerca de 140 terpenoides y sus derivados han sido identificados en Ganoderma
lucidum (Wasser, 2005b). Entre estos se destacan € &cido ganodérico y lucidénico potentes
inhibidores del crecimiento tumora aislados del cuerpo fructifero (Wu y col., 2001). Por otra
parte, un triterpeno lanostenoide obtenido de G. applanatus, inhibi6 la carcinogénesis inducida
por € virus de Epstein Barr (Gao y col., 2003).

Por su parte, los flavonoides han demostrado capacidad de secuestro de las especies reactivas
del oxigeno (ROS, del inglés Reactive Oxygen Species) que se generan enziméticamente o no en
sistemas libres de células (Cimanga y col., 2001). La rutinag, es un flavonoide polifendlico, con
mayor actividad antioxidante que otros flavonoides, como naringina y galangina (Miyake y
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Tabla 4. Tamizgje fitoquimico de los extractos acuoso e hidroal cohdlico derivados de la biomasa
seca de Pleurotus sp. segun la “Guia Metodol 6gica para la Investigacion de las Plantas

Medicinales’, 1997.

M etabolitos Ensayos Extracto Extracto
acuoso hidr oalcohdlico
Dragendorff +++ +++
1 Alcaoides
Wagner ++ ++
Solkowski () +
2 Triterpenos
y esteroides Lieberman-Burchard ) +++
3 Quinonas Borntrager é )
4 Cumarinas Baljet ) )
5 Saponinas Espuma + +
6 Mucilagos Mucilagos ) )
7 Aceites C/ papel blanco sin reactivo O] )
esenciales
Fehling + +
8 Azlcares
reductores Benedict + +
9 Fenoles Cloruroférrico + +
y taninos
Aminoacidos
10 libres y aminas
en general Ninhidrina + +++
11 Carbohidratos Molisch + +
12 Flavonoides Acido sulfarico + +
concentrado
13 Principios Sabor ) )
amargos
y astringentes
Leyenda

(-): ensayo negativo
(+): ensayo positivo
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Shibamoto, 1997). La crisina es un flavonoide natural, que segin se ha informado tiene efectos
anticancerigenos (Fu y col., 2007). Altas concentraciones de flavonoides como la crisina y la
rutina han sido encontrados en extractos de P. ostreatus, |0 que posiblemente explica las
propi edades antioxidantes de un extracto etandlico de la seta (Jayakumar y col., 2009).

Otras investigaciones permitieron la identificacion de una isoflavona designada como Genistein,
gue se encuentra principalmente en legumbres, la soya etc.; y referida recientemente en e hongo
comestible F. velutipes (Kang y coal., 2003). Este compuesto inhibe €l crecimiento del carcinoma
ovéarico humano SKOV-3 en unare acién dosis dependiente (Li y Mi, 2003).

La presencia de aminoécidos libres en ambos extractos del suplemento de Pleurotus es un
aspecto de gran importancia. Como es conocido los aminoacidos juegan un papel fundamental
desde € punto de vista nutricional, de ahi € vaor de su identificacion. En este sentido, €
suplemento nutricional de Pleurotus podria representar una fuente de aminoécidos esenciales
involucrados en |os procesos metabdlicos del organismo.

En la actuaidad se informan numerosos trabajos donde se resalta el uso de aminoacidos como la
glutamina y la arginina, a modo de inmunonutrientes, en la estimulacion de la respuesta
inmunitaria de pacientes con estados de malnutricion, adquirida como resultado de sepsis severas,
traumas e intervenciones quirdrgicas (Heys y col., 2004).

En los extractos derivados del suplemento nutricional, también se destaco |a presencia de taninos
y fenoles, compuestos en los que se han demostrado propiedades antimicrobianas y
fundamentalmente antioxidantes. Estos también participan en la inhibicion de enzimas pro-
inflamatorias, modifican la actividad de las prostaglandinas e inhiben la agregacion plaguetaria
(Obukowicz y Hummert, 2002).

En un andlisis fitoquimico realizado a dos extractos obtenidos de un preparado seco y
pulverizado de P. ostreatus, con éter de petrdleo y acetona, se identificaron compuestos entre los
gue se encontraron triterpenos, taninos, glicosidos esteroidales y carbohidratos (lwaokun y col.,

2007).

Se ha descrito la existencia de una correlacion positiva entre la actividad antioxidante de
extractos de hongos comestibles-medicinales con e contenido de compuestos fendlicos. En un
estudio realizado por Li y col. (2007), se refirid una elevada correspondencia entre la actividad
secuestradora de radicales libres, la inhibicién de la produccién de éxido nitrico por células
inflamatorias y € contenido de compuestos fendlicos y flavonoides, en extractos de Tricholoma
matsutake. Por otra parte, Janardhanan y Jose (2000), planteron que los antioxidantes
representan la principal defensa del organismo contra la toxicidad mediada por los radicales
libres.

De modo general, los resultados en el tamizaje fitoquimico de los extractos (etandlico y acuoso)
del suplemento obtenido a partir del cuerpo fructifero de Pleurotus sp.; coinciden con lo
informado por Alvarez (2009), acerca de los metabolitos secundarios de mayor importancia
farmacol 6gica presentes en extractos hidrosolubles crudos de micelio y cuerpos fructiferos de
Pleurotus sp. (CCEBI-3024), obtenidos mediante decoccion.

Hasta la fecha se han caracterizado desde € punto de vista quimico un elevado nimero de
productos provenientes de setas comestibles. Estos estudios incluyen particularmente extractos
acuosos, etandlicos y algunos obtenidos en otros solventes, derivados tanto del micelio como de
los cuerpos fructiferos de las setas.
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En laliteratura consultada, sin embargo, se informan muy pocos trabajos acerca de la presencia
de compuestos de bajo peso molecular, en especies de Pleurotus, que posean actividad biol bgica
demostrada. Un giemplo atener en cuenta, es el estudio realizado por Yassin y col. (2003), donde
se obtuvieron resultados satisfactorios en la inhibicion de la proliferacion y diferenciacion de
céulas leucémicas humanas K562, por sustancias de bgjo peso molecular aisladas de extractos
acuosos de P. ostreatus.

En los suplementos nutricionales se refiere fundamentalmente, la composicion bioquimica
atendiendo a contenido de las macromoléculas (carbohidratos, proteinas y lipidos). En tal
sentido, nuestro trabajo recoge como aspecto novedoso, la identificacion cudlitativa de
compuestos bioactivos de bajo peso molecular, presentes en e suplemento.

A pesar de que € tamizgje fitoquimico ofrece informacion cualitativa, permite identificar los
tipos de sustancias mayoritarias presentes en los extractos, representando esta informacion un
antecedente para la realizacion de estudios quimicos mas profundos. Se debe, por lo tanto,
continuar profundizando en la caracterizacion quimica de estos compuestos con potenciales
aplicaciones tergpéuticas y como punto de partida, se considerd oportuno redizar la
determinacion del contenido de fenoles totales presente en e suplemento de Pleur otus.

3.1.5 Contenido fendlico en extractos del suplemento de Pleurotus.

Los polifenoles son eficaces antioxidantes, que se encuentran entre los fitoquimicos de alimentos
de origen natural, con efectos positivos en la salud de las personas (Pérez, 2006). En la actualidad
los compuestos fendlicos estédn siendo intensamente investigados por su ato beneficio para la
salud humana.

Los hongos comestibles se han considerado como una fuente de compuestos antioxidantes como
las vitaminas A, C y e [R-caroteno. Pero las setas contienen ademas, numerosos compuestos
fendlicos, considerados potentes secuestradores de radicales peroxilo (Murciay col., 2002).

Extractos de L. edodes y Volvariella volvacea, han demostrado actividad antioxidante y
capacidad de secustro de radicales libres (Cheung y Cheung, 2005). Este efecto farmacol 6gico se
relaciona con compuestos fendlicos contenidos en las setas, similares a los presentes en lauva y
el vino (Landrault y col., 2001). En este sentido, Mau y col. (2002) también refirieron una
elevada capacidad antioxidante en Ganoderma lucidum y demostraron, que los fenoles
constituian los componentes mayoritarios en esta accion farmacol 6gica

En un estudio realizado por Brujin y col. (2009) se informaron los mayores niveles de extraccion
de polifenoles y flavonoides a partir de cuerpos fructiferos de Grifola gargal en e siguiente
orden de solventes: agua > etanol > acetona > acetato de etilo > n-hexano. La extraccion acuosa
de estos metabolitos reviste particular importancia para aplicaciones en € disefio de aimentos
funcionales y suplementos dietéticos.

El aguay €l etanol son solventes de diferente polaridad que disuelven muchos solutos polares e
ionicos, como proteinas, carbohidratos solubles y sales mineraes. Los niveles de extraccion de
polifenoles en los extractos del pulverizado de Pleurotus sp. en estos solventes, obtenidos en
nuestro trabajo, son similares a los referidos por Brujin y col. (2009). Se observa el mismo orden
para los solventes (agua > etanol) en los diferentes niveles de extraccion, con valores de 138.4
mg/100 g y 86.37 mg/100 g respectivamente.

En un trabajo realizado por Mau y col., (2001, 2002), se determiné que € contenido fendlico total
de P. ostreatus, resulté alto, en comparacion con los vaores informados en otros hongos, como €l
hongo orga, C. versicolor, G. tsugae y G. lucidum.
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En generd, se considera que los hongos de pudricion blanca, a los que pertenecen las setas del
género Pleurotus, poseen sustancias con propiedades antioxidantes, por o que pueden constituir
una fuente potencial de bio-antioxidantes, o de preparaciones complgas con propiedades
antioxidantes (Wang y col., 2002). Sin embargo, los compuestos fendlicos se han estudiado no
solo por sus propiedades antioxidantes, sino también porque en estrecha relacién con esta
capacidad, desempefian un papel importante como compuestos antitumorales (Dubost y cal.,
2007).

Aunque los polisacéridos parecen ser € componente bioactivo méas importante, con respecto a la
inmunomodulacion en las setas comestibles, la presencia de diferentes metabolitos secundarios
en e suplemento del cuerpo fructifero de Pleurotus sp., pudiera contribuir a un efecto sinérgico
reflgjado en su actividad inmunoestimul ante (Llauradd y col., 2012).

3.2 Formulacion del Suplemento

La tableta disefiada por los especidlistas del Laboratorio Farmacéutico Oriente, mostré una
dureza de 6 kgf, parametro que evidencia su comprensibilidad. El tiempo de desintegracion
resulté de 15 mn, valor comprendido en € intervalo referido para los productos naturales (inferior
a 30 mn).

Para tabletas sin cubierta e tiempo de desintegracion que proponen las farmacopeas (USP 2007;
BP, 2010) es de 15 mn. El tiempo de desintegracion es €l pardmetro de calidad mas importante
gue se evalla en tabletas de rgpida liberacion. La desintegracion de un comprimido es el paso
inicial del proceso de absorcion del principio activo contenido en este, y solo cuando comienza,
es que se inician € resto de los procesos que deben ocurrir, para que € farmaco acance la
circulacion sistémica. Este pardmetro puede afectarse por muchas causas, razén por la cual €
tecndlogo debe observarlo cuidadosamente, para asegurar una éptima calidad de la formulacion
(British Pharmacopeia, 2010).

3.3 Evaluacion de los Efectos Inmunomoduladores del Suplemento Nutricional de Pleurotus
sp. en Ratones Balb/c Inmunocompetentes.

Durante los dltimos diez afios se han publicado numerosos informes de estudios preclinicos y
ensayos clinicos relacionados con la actividad antitumora e inmunomoduladora de los hongos
comestibles-medicinales y sus derivados. El 77 % de todos los productos se ha obtenido de los
cuerpos fructiferos, cultivados con fines comerciaes o recolectados del medio silvestre, el 21 %
procede del micelio y aproximadamente el 2 % de filtrados de medios de cultivo (Chang y Miles,

2004; Wasser, 2010).

Mas de cien tipos de polisacaridos se han aislado a partir de setas comestibles, destacandose los
B-D-glucanos por su diversa actividad bioldgica e inmunofarmacoldgica (Chang y Miles, 2004;
Wasser, 2010). Algunos estudios han sugerido que su accion antitumoral, podria ser € resultado
de sus acciones como modificadores de la respuesta biol6gica (BRMs) (Gregori y col., 2007).

La evauacion de parametros de la respuesta inmune constituye un medio sensible y funcional de
deteccidon de la respuesta a una intervenciéon determinada (Shankar, 2003). El andlisis de la
literatura consultada demuestra la importancia de tomar en consideracion en las evaluaciones de
actividad bioldgica la naturaleza de los productos estudiados, su método de obtencion, la via de
administracion, la dosis utilizada y e biomodelo, en la interpretacion de los resultados de los
efectos inmunomodul adores de los hongos comestibles-medicinales.
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Con anterioridad, en nuestro grupo se reaiz6 la evaluacion de extractos acuosos derivados de
Pleurotus sp., en ratones inmunocompetentes, empleando las vias de administracion endovenosa
adosis Unica (Alcantara, 2010) e intraperitoneal a dosis repetidas (Alvarez, 2009). De modo que
en esta investigacion se evaluaron, por via oral, los efectos fisiol6gicos del suplemento dietético
propuesto, atravées del comportamiento de a gunos parametros inmunol 6gicos.

En e trabgo se valoraron las propiedades inmunomoduladoras, de la administracion del
suplemento nutricional formulado a partir de cuerpos fructiferos de Pleurotus sp. en ratones
Bab/c inmunocompetentes, a través de parametros relacionados con la celularidad de sangre
periférica, esplénica y peritonea, e comportamiento de las proteinas sé&ricas y la respuesta
inmune celular.

3.3.1 Efectos del Suplemento de Pleurotus en los Niveles de Proteinas Séricas.

Aungue no se reflgian resultados significativos en cuanto a efecto de la suplementacion con
Pleurotus en los niveles de proteinas séricas totales y abumina (Tabla 5), se pudiera acudir a
criterios més sensibles seleccionando proteinas de transporte de menor tiempo de vida media que
la albumina. En este sentido, pudieran seleccionarse la transferring, la prealbiminay la proteina
deenlace d retinol.

En los estudios realizados por Llauradd (2008), se informd un incremento en la concentracion de
proteinas séricas totales en ratones Balb/c manutridos y suplementados con e extracto F-I,
sugiriendo un efecto estimulador de los componentes presentes en €l extracto sobre la sintesis
proteica hepética.

Por otra parte, se destaca € incremento en la concentracion de la fraccion globulinica en los
grupos tratados con e suplemento nutricional, siendo significativo para las hembras (p < 0.05),
mientras |os machos solo mostraron val ores ligeramente superiores alos controles.

La relacion albumina/globulina es muy utilizada por diferentes autores en la evauacion de las
proteinas del suero. En nuestro estudio, los animales que recibieron & suplemento de Pleurotus
sp., mostraron los valores inferiores en la relacion A/G (p < 0.05), lo cual apoya la idea de una
posible estimulacion de la sintesis de globulinas séricas. En adicion a la sintesis hepética de las
fracciones a y B, es probable que también ocurra la sintesis de y-globulinas por linfocitos B
activados.

3.3.2 Efectos Sobre Par ametr os Hematol 6gicos en Sangre Periférica.
Hemoglobina

En nuestro estudio, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en relacion a los
niveles de hemoglobina en sangre entre los diferentes grupos experimentales (Figura 1). La no
existencia de diferencias podria estar asociada a la duracion relativamente corta del periodo de
tratamiento (catorce dias) y a hecho de que las variaciones en este parametro, reflgjan en forma
lenta los cambios ante intervenciones nutricionales (Morris y col., 2007). En este sentido, se haria
necesario evaluar e comportamiento de este parametro, en un esquema experimental con una
mayor duracion.

Leucocitos Totales

Los leucocitos o células blancas son las células que componen € sistemainmune y se encuentran
divididas en dos categorias. los fagocitos, que incluyen los granulocitos (también |lamados
polimorfonucleares), monocitos y macréfagos; y por otra parte, los leucocitos no granulados,
conocidos como linfocitos (Abbas y col., 2008).
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Tabla 5. Niveles de proteinas séricas en ratones Balb/c inmunocompetentes, tratados o no con €
suplemento nutricional de Pleurotus sp.

SNP-Hembras Control SNP-Machos Control
Hembras M achos
Prot. Séricas
Ttles. (g/dl) 7,32+ 2,36 6,36 + 1,25 572+ 2,07 484+ 0.97

AlbGmina (g/d)
3,67+ 1,02 354+045  399+083  300+095

*Globulinas
(g/dl) 467+127a 206+1.05b 2,73+1,29ab 1,92+0,84Db
Relacién
Albumina/ 0,80+ 0.46 2,12+ 0.98 1,92+ 0,92 2,35+ 0,89

Globulinas (A/G)

A los grupos SNP-Hembras y SNP-Machos se les administré diariamente por via oral durante 14
dias 0.2 mL de una suspension del suplemento nutricional, equivaente aproximadamente a una

dosis de 1 000 mg/kg de peso. Los grupos controles (Control-Hembras y Control-Machos) se
alimentaron con dieta convencional parala especie durante lainvestigacion.

Los resultados se presentan como el valor medio en cada grupo £ DE (n=5).
*Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (ANOVA de clasificacion
simple, Tukey, p < 0.05).
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Figura 1. Niveles de hemoglobina en sangre de ratones Balb/c, tratados o no con el suplemento
nutricional de Pleurotus.

A los grupos SNP-Hembras y SNP-Machos se les administré diariamente por via oral durante 14
dias 0.2 mL de una suspension del suplemento nutricional, equivalente a una dosis de 1 000
mg/kg de peso, més la dieta convencional. Los grupos controles (C-Hembras y C-Machos) se

alimentaron solo con dieta convencional paralaespecie.
Los resultados se presentan como la media en cada grupo + DE (n=5), (p > 0.05)
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Figura 2. Conteo de leucocitos en sangre periférica en ratones Balb/c, tratados o no con €
suplemento nutricional de Pleur otus.

A los grupos SNP-Hembras y SNP-Machos se les administr6 diariamente por via oral durante 14
dias 0.2 mL de una suspension del suplemento nutricional, equivalente a una dosis de 1 000
mg/kg de peso, més la dieta convencional. Los grupos controles (C-Hembras y C-Machos) se
alimentaron solo con dieta convencional paralaespecie.

Los resultados se presentan como e valor medio en cada grupo + DE (n= 5). Letras distintas
indican diferencias significativas (Kruska-Wallis, Student-Newman-Keuls). Los valores de p <
0.05, paralos leucocitos totales, linfocitos y polimorfonucleares.



Resultados y Discusion

Como resultado de la administracion oral del suplemento nutricional de Pleurotus, se evidencio
un incremento estadisticamente significativo en e conteo total de leucocitos, de los grupos
administrados con €l suplemento, respecto alos controles (p < 0.05) (Figura 2). Aunque es valido
sefidar que los valores de este parametro se encontraron dentro del intervalo referido como
normal para la especie (6-15 x 10° cel/L) (lowa State University of Science and Technology,
http://www.lar.iastate.edu/index.php?option=com_content& view=artic...).

Estos hallazgos podrian estar relacionados con la estimulacién de la produccién de precursores de
estas células en la médula 6sea y probablemente también, con un aumento en su tiempo de vida
media, aspecto que debe ser dilucidado en futuros trabajos.

El conteo total de linfocitos y € estudio de sus subpoblaciones ha sido propuesto como un
indicador funcional o dindmico del estado nutricional (Albers y col., 2005). Si relacionamos €
aumento en e conteo linfocitario observado en los animales suplementados con el incremento en
la magnitud de la reaccion de hipersensibilidad retardada (HR) que se aprecia, en estos grupos
(achpite 3.3.5), se puede suponer que la estimulacion ocurre fundamentalmente a nivel de las
poblaciones de linfocitos T, lo cual favoreceria los mecanismos de |la respuesta adaptativa contra
antigenos T dependientes.

Si bien las poblaciones leucocitarias (linfocitos y polimorfonucleares) experimentaron
incrementos en los animales que recibieron como complemento de la dieta la preparacion de
Pleurotus, se aprecié en ellas un comportamiento diferencial entre los sexos. En este sentido, 10s
conteos linfocitarios fueron superiores en los machos tratados con el suplemento nutriciona (p <

0.05), y € de polimorfonucleares en las hembras tratadas con dicho producto (p < 0.05).

Aunque estas evidencias aparentemente resultan contradictorias, s tomamos en cuenta que la
mayoria de las publicaciones en e tema refieren respuestas inmunoldgicas superiores en las
hembras, todavia son necesarios diversos estudios para esclarecer los efectos de los esteroides
sexuales en los parametros inmunitarios. Ello es particularmente importante en e caso de los
androgenos, puesto que han recibido poca atencién con respecto a los estrogenos y la
progesterona (de Ledn y Moraes, 2006).

3.3.3 Influencia Sobrela Celularidad Esplénica.

El bazo es el mas grande de los 6rganos linfoides y una de sus funciones mas importantes es la
produccién de anticuerpos por estimulacién antigénica de las células plasméticas. Es ademas, un
organo hematopoyeético importante que produce linfocitos y monocitos, estos Ultimos precursores
de los macréfagos (Haraday col., 2002).

Con independencia del tratamiento, la celularidad esplénica resultod estadisticamente superior en
las hembras con respecto a los machos (p < 0.05) (Figura 3). No obstante, € efecto del
suplemento nutricional de Pleurotus sp. a este nivel podria estar relacionado no con un
incremento en e nimero de células, sino con una activacién funcional de éstas.

Es necesario por lo tanto, considerar en futuros trabgjos la readlizacion de ensayos de actividad
funcional en esplenocitos y estudios histologicos. En este sentido, Pillet y col. (2006) aportaron
evidencias acerca del control a nivel fisiolégico del 17-B-estradiol en importantes funciones
inmunitarias, entre ellas |lafagocitosis por células esplénicas.

Resultados similares a los nuestros fueron obtenidos por Alvarez (2009), quien refirié un
incremento de la celularidad esplénica en ratones machos inmunocompetentes, administrados
intraperitonealmente (i.p.) con un extracto de cuerpos fructiferos de Pleurotus sp., en e cua se
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Figura 3. Numero de células esplénicas en ratones Balb/c, tratados o no con €
suplemento nutricional de Pleurotus.

A los grupos SNP-Hembras y SNP-Machos se les administro diariamente por via ora durante 14
dias 0.2 mL de una suspension del suplemento nutricional, equivalente a una dosis de 1 000
mg/kg de peso, més la dieta convencional. Los grupos controles (C-Hembras y C- Machos) se
alimentaron solo con dieta convencional paralaespecie.

Los resultados se presentan como el valor medio en cada grupo £ DE (n= 5). Letras distintas
indican diferencias sSignificativas (Kruska-Wallis, Student-Newman-Keuls, p < 0.05).



alcanzaron valores superiores a grupo tratado con un extracto micelial y a control tratado con
SSF.

3.3.4 Estimulacion de M acr 6fagos Peritoneales.

Se conoce que los macréfagos desempefian un papel central en la regulacion de la inmunidad
innata y especifica (Abbas y cal., 2008). Se ha referido ademas, que éstos juegan una importante
funcion en los efectos inmunomoduladores y antitumorales de los BRMs como los glucanos
(Morrisy cal., 2003; Gregori y col., 2007).

Tradicionalmente, los macréfagos y las células dendriticas se han considerado las células diana
principales de los -glucanos. Estas poseen receptores de superficie celular (TLRS) que detectan
mol éculas no propias, incluyendo los PAMPs (Kimy col., 2011).

Los resultados de nuestro trabgjo, mostraron un incremento en € ndmero de macréfagos
residentes en la cavidad peritoneal de los animales suplementados con Pleurotus, en
comparacion con los grupos controles (p < 0.05) (Figura 4). Es probable que € aumento en la
proporcion de polimorfonucleares neutrofilos en sangre y de la poblacion de macréfagos en la
cavidad peritoneal, observado principalmente en las hembras que recibieron el complemento
nutricional, esté relacionado con la sintesis de factores estimulantes de col onias (CSFs).

Los fagocitos como macrofagos y ganulocitos, se derivan de los progenitores hematopoyeéticos en
la médula 0sea, y la produccion y movilizacion de estas células depende de la presencia de las
citocinas llamadas col ectivamente CSFs (Torello y col., 2010).

La activacion in vitro de macréfagos peritoneales murinos por fracciones polisacaridicas (F-1 a F-
V) del micelio de Pleurotus sp. fue informada por Morris y col. (2007), en funcién del mayor
consumo de glucosa y el incremento en la produccion de la enzima fosfatasa acida lisosomal, con
respecto a control.

Se ha demostrado que e 17-B-estradiol (E2) incrementa la expresion de marcadores moleculares
asociados a crecimiento y proliferacion celular en macréfagos y fibroblastos (Cutolo y cal.,
2004). Esta funcidén en las respuestas inmune e inflamatoria esta mediada por la via de
sefializacion del NF-kB. En lineas celulares de macrofagos de ratdn, e estradiol incrementa la
produccién del factor de necrosis tumora-alfa (TNF-a) y disminuye la sintesis de IL-10 en
cultivos estimulados con lipopolisacéarido (LPS) (de Ledn y Morales, 2006).

Por otro lado, la union de los B-glucanos a receptores especificos en los macréfagos puede
inducir la produccion de diversas citoquinas, activando indirectamente otras células inmunes tales
comolascélulas T y B (Kimy col., 2011).

3.3.5 Estimulacion dela Respuesta Inmune Celular in vivo.

La prueba cutanea de hipersensibilidad retardada (HR) se utiliza para determinar si existe una
exposicion previa a los antigenos y depende totalmente de la presencia de células T. Por esta
razén, ha sido ampliamente utilizada para evauar la inmunidad celular in vivo (Schaible y
Kaufmann, 2007).

Los ratones machos tratados con e complemento nutricional mostraron una respuesta de HR
superior ala del grupo control que resultd significativa alas 48 horas (p < 0.05). Las hembras en
cambio, mostraron valores comprendidos estadisticamente entre los machos tratados o no con €l
suplemento (Figura 5). Este resultado sugiere un efecto estimulador del suplemento de Pleurotus
sp. sobre la respuesta inmune mediada por células T (CD4" Thil), particularmente en machos.
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Figura 4. Numero de células en e exudado peritonea en ratones Balb/c, tratados 6 no con €
suplemento nutricional de Pleurotus.

A los grupos SNP-Hembras y SNP-Machos se les administro diariamente por via ora durante 14
dias 0.2 mL de una suspension del suplemento nutricional, equivalente a una dosis de 1 000
mg/kg de peso, més la dieta convencional. Los grupos controles (C-Hembras y C-Machos) se
alimentaron solo con dieta convencional paralaespecie.

Los resultados se presentan como e vaor medio en cada grupo + DE (n= 5). Letras distintas
indican diferencias estadisticamente significativas. (Kruskal-Wallis, Student-Newman-Keuls, p <
0.05).
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Figura 5. Respuesta de hipersensibilidad retardada (HR) especifica ala BSA en ratones Balb/c
de ambos sexos tratados 0 no con el suplemento nutricional de Pleur otus.

A los grupos SNP-Hembras y SNP-Machos se les administro diariamente por via ora durante 14
dias 0.2 mL de una suspension del suplemento nutricional, equivaente a una dosis de 1 000
mg/kg de peso, més la dieta convencional. Los grupos controles (C-Hembras y C-Machos) se
alimentaron solo con dieta convencional paralaespecie.

Al término de la administracion, los ratones fueron sensibilizados por lainoculaciéni.d. de 50 pL
de una solucion de BSA 5 mg/mL en Adyuvante Completo de Freund. A los ocho dias, los
animales se retaron viai.d. en € cojinete de la pata traseraizquierda con 20 pL de la solucion de
BSA 5 mg/mL. En € cojinete de la pata derecha se inocul 6 un volumen similar de solucion salina
tamponada con fosfato (SSTF). La medicion de la induracion producida se realizé alas 24, 48 'y
72 h. Larespuesta de HR se expresd como la diferencia entre la magnitud del edema inflamatorio
en la patainoculada con el antigeno y su valor en la patainyectada con SSTF.

Los resultados se presentan como el valor medio en cada grupo + DE (n= 5). Letras distintas
indican diferencias sSignificativas (Kruska-Wallis, Student-Newman-Keuls, p < 0.05).
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Se ha planteado que las células CD4" (Thl) actlan como inductoras de la HR. Estas
subpoblaciones de linfocitos Thl circulantes se inducen en el primer contacto con e antigeno y a
enfrentarse con é en un segundo contacto se activan y liberan citocinas promotoras de
inflamacién, como e IFN-y y e TNF-a, potentes activadores de los macréfagos que se
encuentran infiltrando los sitios inflamados. (Abbasy cal., 2008).

Diferentes estudios realizados en setas comestibles han puesto de manifiesto la activacion de los
linfocitos T. Mizuno (1996) refirio que e esquizofilano aumenta la actividad de las células T e
incrementa la sensibilidad de las células LAK citotoxicas y de las células NK mediante la
secrecion de IL-2.

Por otro lado, Paulik y col. (1996) evaluaron €l efecto, en ratones, de dos glucanos extraidos de
P. ostreatus y una levadura, en diferentes funciones del sistema inmune. Ambos glucanos
incrementaron la respuesta de HR respecto a control, aunque & glucano aislado de la seta
comestible mostré una respuesta superior.

Un incremento significativo en e nimero de células T (CD4" y CD8") se encontré también en
ratones administrados con un polisacarido soluble en agua, extraido del medio de fermentacion
de P. citrinopileatus (Wang y col., 2005).

En estudios realizados por Bilbo y Nelson (2001) en €l hamster de Siberia, se encontrd que las
hormonas sexuales esteroideas potencian la inmunidad mediada por células tanto en individuos
machos como en hembras. Un resultado similar fue referido por Klein y Nelson (1998) d
investigar la respuesta proliferativa de esplenocitos con un mitégeno de células T (ConA) en dos
especies de Microtus (rata de agua).

3.3.6 Anatomopatologia M acr oscopica'y M asa Relativa de Organos.

Al término de la experimentacion in vivo, la observacion de las caracteristicas anatdmicas de los
Organos no mostrd evidencias que indicaran trastornos patol 6gicos, ni ateraciones fisiol 6gicas.

Respecto al peso relativo de los drganos, solo se detectaron diferencias estadisticamente
significativas en los pesos reativos del timo y rifiones, que con independencia del tratamiento,
fueron superiores respectivamente en las hembras (p < 0.05), y en los machos (p < 0.05) (Tabla
6). Sin embargo, el comportamiento de estos parametros se corresponde con e de los datos de
referencia parala especie, informados por Aleman y col. (2000).

3.3.7 Consideraciones Preliminares de la Toxicidad a Dosis Repetida del Suplemento de
Pleurotus Administrado por Via Oral.

Los estudios preclinicos para evaluar € perfil de seguridad de los BRMs incluyen las pruebas de
toxicidad. Por tal motivo, en nuestro estudio se llevé a cabo de forma preliminar una evaluacion
de los posibles efectos toxicos asociados a la administracion ora del suplemento nutricional de
Pleur otus en ratones Bal b/c inmunocompetentes.

En las observaciones clinicas redlizadas dos veces a dia, no se encontraron sintomas que
evidenciaran procesos patologicos, ni se registrd la muerte de ningln animal durante el periodo
experimental.

Los ratones de los grupos suplementados, manifestaron un comportamiento diferente a de los
controles con relacion a peso corporal, asi como entre |os sexos. Los datos muestran diferencias
significativas entre todos los grupos, siendo mayores los valores en los controles en relacion alos
suplementados y en los machos respecto a las hembras (p < 0.05). Aunque es vaido sefiaar que
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Tabla 6. Masarelativa de diferentes 6rganos en ratones Balb/c inmunocompetentes, tratados o no
con el suplemento nutricional de Pleurotus sp.

Masarelativa (g/ 100 g) en los diferentes grupos experimentales.

Organos SNP-Hembras Control SNP-Machos Control
Hembras Machos
Higado 501+0,18 512+ 0,25 5,29+ 0,29 523+0,94
Bazo 0,48 + 0,05 044+0,11 0,46 + 0,09 0,43+ 0,04
*Timo 0,33+£0,03a 035+0,07a 0,23+0,04b 0,23+0,10b
Pulmones 0,89+ 0,08 0,85+ 0,14 0,62+ 0,04 0,75+ 0,04
Corazén 0,55+ 0,03 0,52 + 0,07 0,52 + 0,02 0,55+ 0,03
*Rifiones 1,41+£0,11b 152+006b 215+0,12a 212+0,21a

A los grupos SNP-Hembras y SNP-Machos se les administr6 diariamente por via ora durante 14
dias 0.2 mL de una suspension del suplemento nutricional, equivalente aproximadamente a una

dosis de 1 000 mg/kg de peso. Los grupos controles (Control-Hembras y Control-Machos) se
alimentaron con dieta convencional parala especie durante lainvestigacion.

Los resultados se presentan como € valor medio en cada grupo + DE (n=5).
*Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (ANOVA de clasificacién
simple por rangos de Kruskal-Wallis, Student-Newman-Keuls, p < 0.05).
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en todos los casos, los animales experimentaron un incremento del peso corpora durante la
totalidad del periodo experimenta (datos no mostrados).

El comportamiento resulta 16gico, s tenemos en cuenta que los animales que fueron
administrados con e suplemento de Pleurotus, fueron sometidos a un estrés adicional durante las
inmovilizaciones realizadas diariamente para ser suplementados. Sin embargo, los controles solo
percibieron el estrés minimo provocado por los manejos habituales de la experimentacion.

Aun cuando € método utilizado para la suplementacion por via oral, resulta mucho menos
invasivo y fue escogido en funcion de proporcionar mayor bienestar a los animales, en
correspondencia con o observado en € Principio de las tres Rs (Russell y Burch, 1959), €
procedimiento es lento y requiere someter el animal a un periodo de manipulacion superior.

Como se ha reflgjado en la literatura, la sujecion puede ser tan estresante o més que € propio
procedimiento, especidmente s los periodos de retencion son mas duraderos. Los
procedimientos de manegjo o inmovilizacion, no solo resultan més estresantes para € anima y
mas dificiles para € operario, sino que también es probable que el estrés se convierta en un factor
gue influya en el comportamiento de los parametros fisioldgicos y pueda afectar los resultados
gue se obtienen en las investigaciones con biomodel os animales (Morton y col. 2001).

Por otro lado, € mayor incremento de peso de los machos en relacion a las hembras se
corresponde con los datos referidos como normales por Aleman y col. (2000), para €
comportamiento de este pardmetro en esta especie animal.

La conducta ante la alimentacién mostré diferencias significativas en los datos obtenidos, de los
machos respecto a las hembras (p < 0.05). Este resultado se corresponde en parte con los
anteriores, ya que e peso promedio de los machos fue superior a de las hembras y e de los
controles, superior a de los suplementados.

Por su parte, e consumo de agua fue similar en todos los grupos, indicando que la administracion
del producto no provocd alteraciones fisiologicas que influyeran de manera negativa en esta
funcion. Los datos no refirieron diferencias significativas entre los grupos tratados o no con €l
suplemento, ni entre los sexos (p > 0.05). Aunque los valores reflgjaron una tendencia similar a
de los parametros anteriores, siendo mayores en los machos respecto a las hembras y en los
controles respecto alos suplementados (Tabla 7).

El hecho de que la gananciaen peso y e consumo de agua y alimentos hayan sido mayores en los
machos que en las hembras, puede obedecer a las diferencias fisiol 6gicas existentes entre los dos
sexos (Infante y col., 2001).

La condicion de inocuo del suplemento que se evalla, ha sido previamente reflgjada en un perfil
f&rmaco-toxicoldgico, confeccionado por especidistas del Centro de Toxicologia y Biomedicina
(TOXIMED) de Santiago de Cuba (Marcos, 2009).

Estudios de toxicidad aguda realizados a extractos acuosos de P. ostreatus, obtenidos con agua
destilada y administrados por via ora e i.p. a ratones, estimaron una dosis letal media (LD-50)
superior a 3 g/kg a las 24 horas para ambas rutas. En el ensayo de toxicidad sub-aguda (30 dias)
la LD-50 mostré un valor de 1 143 mg/kg de peso en los animales tratados por viai.p. (Deen y
col., 1987).

Por otra parte, Alcantara (2010) informo que e extracto F-I obtenido por decoccion a partir del
micelio de Pleurotus sp., presentdé un comportamiento satisfactorio durante su administracion a
dosis Unica por via endovenosa (100 mg/kg), a ratones Balb/c inmunocompetentes.
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Tabla 7. Peso corpora y consumo de agua y alimentos, en ratones Balb/c inmunocompetentes,
tratados 0 no con el suplemento nutricional de Pleurotus sp.

Hembras

Machos

*Pesocorporal (g) 1746+0.38a 1869+105b 20.32+035c 20.9+1.07d

Consumo de agua 6.0+ 121 70+£0.72 7.36+ 0.62 748+ 1.95
(mL)
*Consumo de
alimentos () 223+046a 239+033a 283+x032b 316+x0.21b

A los grupos SNP-Hembras y SNP-Machos se les administro diariamente por via ora durante 14
dias 0.2 mL de una suspension del suplemento nutricional, equivaente aproximadamente a una
dosis de 1 000 mg/kg de peso. Recibieron ademés la dieta convenciona y agua ad libitum. Los
grupos controles (Control-Hembras y Control-Machos) se alimentaron con dieta convencional
parala especie durante lainvestigacion y consumieron agua ad libitum.

Todos | os grupos fueron pesados diariamente y se les registré el consumo de agua y alimentos

Los resultados se presentan como el valor medio en cada grupo + DE (n=5).
*Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (ANOVA de clasificacion
simple por rangos de Kruskal-Wallis, Student-Newman-Keuls, p < 0.05).
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Teniendo en cuenta los resultados que hemos presentado y discutido con anterioridad, se puede
concluir que e suplemento dietético que se propone posee las propiedades necesarias para ser
considerado como tal y contiene los compuestos bioactivos para inducir una estimulacion
positiva de la respuesta inmune en un organismo inmunocompetente. Consideramos posible
entonces, evaluar sus efectos en un biomodelo de inmunodeficiencia secundaria, inducida por un
f&rmaco inmudepresor (citostdtico) empleado convencionamente en los esguemas de
guimioterapia antitumoral .

3.4 Evaluacion de las Propiedades Inmunomoduladoras del Suplemento Nutricional de
Pleurotus en Ratones Balb/c Inmunodeprimidos.

Investigaciones recientes en el campo biomédico resaltan € interés existente en e empleo de
productos naturales y sus derivados con fines terapéuticos; tal es €l caso de las plantas, lasalgas y
|as setas comestibles, entre otras (Marcos, 2009).

En los dltimos tiempos, las setas comestibles han surgido como una fuente extraordinaria de
productos nutracéuticos, con diversas funciones sobre la respuesta inmune (Synytsya y col.,
2009), demostradas mediante estudios preclinicos y clinicos. Lo que obedece, entre otras razones,
a su utilidad en patologias con dificil diagndstico y tratamiento, asociadas a un nimero elevado
de reacciones adversas, como €l cancer y lasinmunodeficiencias (Sullivan, 2006).

La quimioterapia y |la radioterapia en €l tratamiento del cancer, contribuyen a deprimir €l sistema
inmune como resultado de la destruccién de las células linfoides y de la médula 6sea (Janeway y
col., 2005). Tomando en consideracion estos antecedentes, en el presente trabajo se investigo la
actividad inmunocéutica potencial de un suplemento nutricional de cuerpos fructiferos de
Pleurotus sp., en un biomodelo experimental de inmunosupresion con e quimioterapéutico
ciclofosfamida.

Los experimentos fueron realizados utilizando ratones Balb/c a los que se les indujo una
inmunodepresion con ciclofosfamida y los diferentes efectos moduladores se evaluaron mediante
el andlisis de pardmetros relacionados con la hematopoyesis, e comportamiento de las proteinas
sericas y hepéticas, asi como la estimulacion de la respuestainmune celular in vivo ein vitro.

3.4.1 Influencia de la Suplementacién sobre las Proteinas Séricas.

Al igua que en e experimento realizado con animaes inmunocompetentes, en este, no se
reflgjan resultados significativos en cuanto a efecto de la suplementacion con Pleurotus sp. en
los niveles de proteinas séricas (Tabla 8). Iguamente consideramos, se pudiera evaluar proteinas
de transporte de menor tiempo de vida media que la abumina, como la transferring, la
prealbimina o la proteina de enlace al retinol y con ello garantizar una sel eccién mas sensible.

En este estudio, los animales que recibieron profilacticamente el suplemento de Pleurotus sp.
exhibieron los valores inferiores en la relacion A/G (p < 0.05), lo cual respalda la idea de una
posible estimulacion de la sintesis de globulinas séricas. La relacion albumina/globulina, como ya
se ha planteado, es muy utilizada en la evaluacion de las proteinas del suero.

Se ha informado que las células B son mas sensibles a la ciclofosfamida que las T y en agunos
casos, la supresion de la respuesta de anticuerpos ante un estimulo especifico puede ser muy
duradera (Flérez, 1998). Estos elementos nos motivan a estudiar en trabgjos futuros el efecto del
suplemento de Pleurotus en la respuesta inmune humoral.
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Tabla 8. Efecto del suplemento nutricional de Pleurotus sp. sobre € contenido de proteinas

séricas en ratones Balb/c inmunodeprimidos.

Pleurotus- Salina-CY CY- CY-Salina Control
CYy . __Pleurotus
Proteinas
sé&ricas 6,07+ 0,8 529+0,2 53+ 0,35 55+ 0,58 6,49 + 0,05
totales (g/dL)
Albumina 3,12+0,62 3,99+0,08 3,63+£037 4,02+0,38 3,61+ 0,11
(o/dL)
Globulinas 2,93+ 1,37 1,8+0,98 1,98+057 147+0,62 2,88+ 0,48
(@dL)
* Albumina/

Globulinas 1,3+0,76c 3,15+ 0,74ab 2,32+0,74ab 3,18+ 1,75a 1,25+ 0,43abc

(A/G)

La inmunosupresion fue inducida mediante la inoculacion i.p. de ciclofosfamida (CY) 100 mg/kg
el dia0 en los grupos CY-Sdinay CY-Pleurotus, o € dia5 en los grupos Pleurotus-CY y Salina-
CY. A los grupos Pleurotus-CY y CY -Pleurotus se les administro € suplemento de Pleurotus sp.

(1 000 mg/kg) durante 8 dias por viaoral.

Los resultados se presentan como el valor medio en cada grupo + DE (n=5).
*Letras distintas indican diferencias significativas (Kruskal-Wallis, Student- Neuman-Keuls, p <

0.05).
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3.4.2 Resultados de la Administracion del Suplemento sobre Parametros Hematol dgicos en
Sangre Periférica.

Hemoglobina

Si bien no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de
hemoglobina en los grupos tratados con el suplemento de Pleur otus, tanto en régimen profiléctico
como tergpéutico, solo los que recibieron e producto con anterioridad a tratamiento
inMuNOsUpresor mostraron una recuperacion en este pardmetro con valores similares a los del
grupo control (p < 0.05) (Figura6).

En e estudio realizado por Morris y col. (2003), les fue administrado un extracto acuoso de
micelio de Pleurotus sp. (F-1), obtenido por decoccion, a un grupo experimental de ratones
Balb/c, que posteriormente fue inmunodeprimido con ciclofosfamida. Los resultados mostraron
niveles de hemoglobina significativamente superiores en estos animales, en comparacién con el
grupo control, a que no sele suministré € extracto.

Aunque la via de administracién (i.p.) utilizada en este trabgjo, difiere de la empleada en nuestra
investigacion, € régimen de administracién profiléctico coincide en cuanto a los resultados de la
recuperacion de este pardmetro. Este efecto favorable sobre |os niveles de hemoglobina podria ser
un aspecto a considerar para la aplicacion del suplemento de Pleurotus, en € mangjo nutricional
y/o farmacol 6gico de diferentes patol ogias.

Leucocitos

Uno de los paréametros mas af ectados en estados de inmunodeficiencias inducidas con citostéticos
es el conteo total de leucocitos. Los quimioterapicos suelen ser citotdxicos para los linfocitos y
paralos precursores de los granulocitos y los monocitos (Abbas, 2008).

En nuestro trabajo, se aprecid una recuperacion de esta poblacion celular en los animales tratados
profilécticamente con € suplemento de Pleurotus sp., que alcanzaron valores similares a control
(p < 0.05) (Figura 7). Los datos obtenidos estuvieron comprendidos dentro del intervalo
considerado como normal para la especie (6-15 x 10° cel/L) (lowa State University of Science
and Technology, http://www.lar.iastate.edu/index.php?option=com_content& view=artic).

Sin embargo, los ratones administrados con el producto, una vez inducido € estado de
inmunodepresion, no mostraron una recuperacion en los conteos leucocitarios en sangre
periférica, ya que no difirieron de los conteos realizados en los grupos controles tratados con
SSF.

La ciclofosfamida, es un farmaco inmunosupresor usado cominmente en la terapia del cancer. En
nuestras experiencias, gercid una potente actividad inmunosupresora, causando severos dafios en
el tgido hematopoyético de los ratones a los cuales se les administré SSF (0.9 %). Pero en
contraste, se pudo constatar que e suplemento de Pleurotus tuvo un efecto protector sobre €l
sistema cuando fue administrado con anterioridad al citostético.

La administracion de un glucano genéticamente modificado (betafectina o PGG), de
Sacharomyces cerevisiae, acelerd la recuperacion de leucocitos en ratones con leucopenia
inducida por tratamiento con ciclofosfamida (Lagrange, 1991).

Por su parte, Meerovich y col. (2005) informaron la inhibicién del crecimiento de tumores en
ratones, por un extracto micelia de una especie de Pleurotus, administrado solo y combinado con
ciclofosfamida. En este estudio se observo que la administracion combinada de la ciclofosfamida
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Figura 6. Niveles de hemoglobina en ratones Balb/c inmunodeprimidos con ciclofosfamida,
tratados o no con e suplemento nutricional de Pleurotus.

La inmunosupresion fue inducida mediante la inoculacion i.p. de ciclofosfamida (CY) 100 mg/kg
el dia0 enlos grupos CY-Salinay CY-Pleurotus, o € dia5 en los grupos Pleurotus-CY y Salina-
CY. A los grupos Pleurotus-CY y CY -Pleurotus se les administro € suplemento de Pleurotus sp.
(1 000 mg/kg) durante 8 dias por viaoral.

Letras distintas indican diferencias significativas (Kruskal-Wallis, Student-Neuman-Keuls, p <
0.05).
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Figura 7. Evaluacion del nimero de leucocitos totales en ratones Balb/c inmunodeprimidos con
ciclofosfamida, tratados o no con e suplemento nutricional de Pleurotus.

La inmunosupresion fue inducida mediante la inoculacion i.p. de ciclofosfamida (CY) 100 mg/kg
el dia0 enlos grupos CY-Sdlinay CY-Pleurotus, o € dia5 en los grupos Pleurotus-CY y Salina-
CY. A los grupos Pleurotus-CY y CY-Pleurotus se les administro € suplemento de Pleurotus sp.
(1000 mg/kg) durante 8 dias por viaoral.

Letras distintas indican diferencias significativas (Kruskal-Wallis, Student-Neuman-Keuls, p <
0.05).
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con € extracto redujo € grado de leucopenia, comparado con la administracién del agente
quimioterapéutico solo.

3.4.3 Celularidad dela M édula Osea.

Es conocida la importancia que tiene la médula ésea en la produccién de células madres
autorregeneradoras y pluripotenciales, precursoras de los progenitores mieloide y linfoide, a
partir de los cuales se originan, por procesos de proliferacion y diferenciacion mediados por
citocinas (CSFs), los variados elementos celulares implicados en las diferentes respuestas
inmunitarias (Abbas, 2008).

Uno de los efectos adversos més comunes de la quimioterapia es la neutropenia, provocada por la
depresion de la médula 6sea. Como resultado, este tipo de terapia puede acelerar y aumentar el
riesgo de infecciones, 10 que se traduce en un detrimento en la calidad de vida de los pacientes
(Akramiene y col., 2007).

Los resultados del conteo de células en la medula 6sea mostraron un efecto potenciador de la
actividad hematopoyética, cuando € suplemento fue administrado de forma profiléctica (9.89 x
10° cel/fémur). Este valor es estadisticamente similar a de los animales inmunocompetentes
utilizados como control (p < 0.05) (Figura 8). Sin embargo, la administracion de forma
terapéutica, no presentd diferencias significativas respecto a los grupos controles tratados con
SSF.

En estudios anteriores de nuestro grupo de investigacion, se informé e efecto estimulador de un
extracto crudo del micelio, obtenido por FES de Pleurotus sp., sobre la médula ésea de ratones
con una inmunodeficiencia adquirida, como resultado del tratamiento con ciclofosfamida (Morris
y col.,, 2003). Los [B-glucanos son considerados como importantes estimuladores de la
hematopoyesis, actuando no sblo através de los factores enddgenos liberados por la activacion de
las células mieloides, sino también a través de una accion directa sobre las principales células
precursoras (Torello y col., 2010).

El resultado obtenido en nuestro trabajo, permite suponer un efecto modulador de los
componentes presentes en el suplemento en la hemopoyesis, posiblemente a través de la
estimulacion de la sintesis de factores, como las citoquinas estimuladoras de la hematopoyesis
CSFs. Este mecanismo ha sido demostrado en la actividad de un extracto del alga Chlonella
kessleri, (Ivastimul) de uso veterinario (Vacek y col., 1990).

3.4.4 Comportamiento dela Celularidad Esplénica.

En todos los grupos experimentales tratados con el farmaco inmunosupresor se observd una
reduccion significativa de la celularidad esplénica en comparacion con los animaes
inmunocompetentes (p < 0.05) (Figura 9).

Otras investigaciones desarrolladas por nuestro grupo con animaes inmunocompetentes
evidenciaron un incremento en la celularidad esplénica de ratones que recibieron el extracto F-B
de cuerpos fructiferos de Pleurotus sp. durante 7 dias por viai.p. (100 mg/kg) (Alvarez, 2009).

Resultados similares fueron informados por Morris y col., (2003) a evaluar € efecto de un
extracto micelia de Pleurotus sp. obtenido por FES en ratones tratados con ciclofosfamida. No
obstante en un estudio andlogo, Morris y col. (2003) refirieron que la celularidad esplénica de los
ratones inmunodeprimidos con ciclofosfamida, fue ligeramente incrementada en e grupo tratado
con € extracto.
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Figura 8. Evaduacion dd numero de céulas en la medula Osea de ratones Balb/c
inmunodeprimidos con ciclofosfamida, tratados o no con € suplemento de
Pleurotus.

La inmunosupresion fue inducida mediante la inoculacion i.p. de ciclofosfamida (CY) 100 mg/kg
el dia0 enlos grupos CY-Sdlinay CY-Pleurotus, o € dia5 en los grupos Pleurotus-CY y Salina-
CY. A los grupos Pleurotus-CY y CY-Pleurotus se les administré €l suplemento de Pleurotus
$p.(1000 mg/kg) durante 8 dias por viaoral.

Letras distintas indican diferencias significativas (Kruskal-Wallis, Student-Neuman-Keuls, p <
0.05).
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Figura 9. Evaluacion de la celularidad del bazo en ratones Balb/c inmunodeprimidos con
ciclofosfamida, tratados o no con el suplemento nutricional de Pleurotus.

La inmunosupresion fue inducida mediante la inoculacion i.p. de ciclofosfamida (CY) 100 mg/kg
el dia0 enlos grupos CY-Sdlinay CY-Pleurotus, o € dia5 en los grupos Pleurotus-CY y Salina-
CY. A los grupos Pleurotus-CY y CY-Pleurotus se les administro € suplemento de Pleurotus sp.
(1000 mg/kg) durante 8 dias por viaoral.

Letras distintas indican diferencias significativas (Kruskal-Wallis, Student-Neuman-Keuls, p <
0.05).
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Aungue en el biomodelo de inmunosupresion evaluado no se evidencié una estimulacion de la
celularidad esplénica, en futuros trabajos debe ser abordado €l estudio de la posible activacion
funcional de estas células.

En una investigacion, Wagnerova y col. (1993) administraron dos derivados de un
carboximetilglucano con varios grados de sustitucion, en tres dosis diferentes (10, 50 y 100
mg/kg), a ratones tratados con ciclofosfamida (200 mg/kg). El tratamiento con ciclofosfamida
estuvo asociado a una disminucion de parametros celulares como e conteo total de leucocitos en
sangre periférica, la celularidad de la médula ésea y la celularidad esplénica. En consecuencia, se
encontré que € grado de inmunodepresion fue mucho menor en los ratones que recibieron €l
carboximetilglucano; asi como también fue méas rapida en este grupo la recuperacion de la
actividad hematopoyética.

3.4.5 Contenido de Proteinas Hepaticas Totales.

Los ratones que recibieron e suplemento nutricional obtenido de Pleurotus sp., con anterioridad
al tratamiento con ciclofosfamida, presentaron niveles de proteinas hepéticas totales superiores a
grupo administrado con € producto en régimen terapéutico (p < 0.05), si bien no se restablecieron
los valores respecto alos animales inmunocompetentes (Figura 10).

El incremento en los niveles de proteinas hepéticas en € grupo administrado profilacticamente
con Pleurotus, podria suponer una utilizacion més eficiente del nitrégeno que permita la
estimulacion del metabolismo proteico en el higado, y también podria estar relacionado con un
aumento en la sintesis de proteinas de fase aguda entre ellas las proteinas del complemento
(Abbasy cal., 2008).

3.4.6 Estimulacion de la Respuesta Inmune Celular in vivo.

La prueba cuténea de hipersensibilidad retardada (HR) también fue utilizada en este estudio, para
evaluar e comportamiento de lainmunidad celular in vivo.

Los ratones que recibieron el suplemento nutricional de Pleurotus mostraron una respuesta de
HR superior aladel grupo tratado con solucién salina que resulto estadisticamente significativa a
las 48 y 72 horas (p < 0.05). No se apreciaron diferencias en los valores del edema inflamatorio
entre @ grupo suplementado y € control a partir de las 48 h. Este resultado sugiere un efecto
estimulador del suplemento de Pleurotus sp. sobre la respuesta inmune mediada por células T
(CD4+ Thl) (Figura1l).

La induccion de reaccion de HR fue corroborada con el incremento observado en € indice de
peso de los linfonodos popliteos en los animales suplementados (p < 0.05) (Figura 12). Los
ganglios linféticos son 6rganos secundarios o periféricos que proporcionan € entorno para que
los linfocitos interaccionen entre si, 0 con las células presentadoras de antigeno (APC) y otras
células accesorias, y para que entren en contacto con antigenos captados de los tegjidos (Janeway
y col., 2005).

Numerosos polisacaridos bioactivos se han considerado como inmunomodul adores que afectan la
proliferacion y diferenciaciéon de células inmunes, citoquinas e interleucinas, debido al
reconocimiento de estos compuestos, por ciertos receptores situados en la superficie de los
leucocitos y otras células inmunes que conducen a mejorar la respuesta inmunitaria innata y
mediada por células (Moradali y col., 2007).

Estos resultados, vienen a complementar los obtenidos en e experimento con animales
inmunocompetentes y reafirman laidea de que los -glucanos presentes en el suplemento, pueden
actuar como inductores de la respuestainmune celular.
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Figura 10. Evaluacion las proteinas hepaticas totales en ratones Balb/c inmunodeprimidos con
ciclofosfamida, tratados o no con e suplemento nutricional de Pleur otus.

La inmunosupresion fue inducida mediante la inoculacion i.p. de ciclofosfamida (CY) 100 mg/kg
el dia0 enlos grupos CY-Salinay CY-Pleurotus, o € dia5 en los grupos Pleurotus-CY y Salina-
CY. A los grupos Pleurotus-CY y CY -Pleurotus se les administro e suplemento de Pleurotus sp.
(1000 mg/kg) durante 8 dias por viaoral.

Los resultados se presentan como la media en cada grupo = DE (n = 5). Letras distintas indican
diferencias  significativas  (Kruskal-Wallis,  Student-Neuman-Keuls, p <  0.05).
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Figura 11. Evaluacion de la respuesta inmune celular en ratones Balb/c inmunodeprimidos con
ciclofosfamida, tratados o no con suplemento nutricional de Pleurotus.

Se conformaron dos grupos experimentales (n = 3) inmunosuprimidos con ciclofosfamida el dia
0; uno de los grupos fue administrado con el suplemento de Pleurotus sp. durante 8 dias y €l otro
recibio solucidon salina fisiolégica (SSF). El dia O los ratones fueron sensibilizados por la
inoculacion intradérmica (i.d.) de 50 pL de una solucién de seroalbuminabovina (BSA) 5 mg/mL
en Adyuvante Completo de Freund, en dos sitios del abdomen. A los 8 dias los animales se
retaron por viai.d. en e cojinete de la pata trasera izquierda con 20 pL de la solucion de BSA 5
mg/mL. En el cojinete de la pata derecha se inocul6 un volumen similar de solucién salina
fisiologica. La medicién de lainduracion se realizé con un micrémetro K1972r (URSS) alas 24,
48y 72 h del reto. Larespuestade HR se expresd como la diferencia entre la magnitud del edema
en la patainoculadacon e antigeno y su valor en la pata inyectada con SSF.

Letras distintas indican diferencias significativas (Kruskal-Wallis, Student-Newman-Keuls, p <
0,05).
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Figura 12. indice de peso (IP) de los linfonodos popliteos en ratones Balb/c inmunodeprimidos
con ciclofosfamida, tratados 0 no con suplemento nutricional de Pleurotus.

En los animales inmunodeprimidos con ciclofosfamida del experimento de induccion de
respuesta de hipersensibilidad retardada (n = 3), fueron localizados los linfonodos popliteos,
extirpados y pesados por separado en balanza andlitica. El indice de peso se expresd como la
relacion del peso del linfonodo popliteo tratado (izquierdo) con respecto a peso del linfonodo
popliteo control (derecho).

El asterisco indica diferencias significativas (t de Student, p < 0.05).
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3.4.7 Anatomopatologia M acroscopicay Observaciones Clinicas.

Durante e desarrollo de la investigacion no hubo factores ambientales que afectaran los
resultados del estudio, asi como tampoco se produjo muerte alguna entre los individuos
sometidos a la experimentacion. Sin embargo, aln cuando la administracion a dosis Unica del
farmaco, fue solo con € objetivo de inducir inmunodepresion, es evidente que € mismo tuvo un
efecto supresor sobre la hemopoyesis.

De manera general, los 6rganos de los animales tratados con e citostético (higados, bazos,
pulmones, rifiones, corazon y timo), mostraron diferencias respecto a los del grupo control. Se
observo palidéz en relacion a la coloracidon y una notable disminuciéon del tamafio. En e caso
especifico del bazo, la textura también evidencid caracteristicas diferentes, notandose
reblandecidos al momento de ser macerados para obtener los extractos. Por su parte, las médulas
Oseas también mostraron un deterioro reflejado en su coloracion.

Segin Cruese y Lewis (2004), la administraciéon de ciclofosfamida, supone una toxicidad que
implica a determinados Grganos con cierta especificidad; donde los més frecuentemente af ectados
son los pulmones, € higado, losrifiones y las estructuras nerviosas.

3.5 Discusion General.

La caracterizacion de la biomasa seca y pulverizada del suplemento de Pleurotus, es un paso
importante en € desarrollo del producto, asi como en e esclarecimiento de los diferentes
compuestos presentes, con actividad sobre la fisiologia del organismo. Aungue en este estudio,
no se incluyd la determinacién de todos los parametros bromatol 6gicos, la identificacion de
compuestos mayoritarios como proteinas y carbohidratos resulta relevante, a partir de la
implicacion gue tienen estos componentes en la activacion de los mecanismos de la respuesta
inmunitariay en la nutricion.

De igua modo, resulta interesante la confirmacion y/o inferencia de la presencia de compuestos
de bgjo peso molecular, con actividad inmunoestimulante y de minerales esenciales para los
procesos fisiol 6gicos del organismo.

En términos generales, 10s resultados obtenidos con la administracion del suplemento nutricional,
elaborado a partir del cuerpo fructifero de Pleurotus sp., a ratones inmunocompetentes sugieren
gue se favorece, de modo directo o indirecto, la estimulacion de mecanismos humorales y
celulares.

En este sentido, se identificd ademés, una modulacion diferencial dependiente del sexo en
determinados parametros, como conteo de linfocitos e induccién de reaccion de hipersensibilidad
retardada en los machos y niveles de globulinas totales, celularidad peritoneal y conteo de
polimorfonucleares en las hembras.

La influencia del sexo en la funcion inmunitaria y la respuesta diferencial dependiente del sexo
ante las infecciones, traumas y sepsis han sido referidas por diversos autores (Bilbo y Nelson,
2001; Albersy col., 2005; Martin y col., 2006). Hoy dia se conoce que las hormonas sexuales
modulan diversos fendbmenos implicados en la respuesta inmune, incluyendo la maduracién y
seleccion de timocitos, € transito celular, la proliferacion de linfocitos, la expresion de moléculas
y receptores del complegjo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase Il y la produccion de
citocinas (de Ledn y Morales, 2006).

Todo lo anterior, ha conducido a postular la existencia de un dimorfismo sexual en la respuesta
inmune (Bouman y col., 2005; de Ledn y Moraes, 2006). Sin embargo, no se ha estudiado la
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influencia del sexo en las variaciones de los pardmetros inmunolégicos como resultado de la
administracion de productos formulados a partir de setas comestibles-medicinal es.

Este aspecto, en consecuencia, deberia ser tomado en consideracion tanto en las evauaciones
preclinicas, como en la estimacion de los marcadores de inmunomodulacion en futuras
intervenciones nutricionales en humanos, ya que a pesar de los avances, hace fata ain mayor
cantidad de estudios sobre la accion de los esteroides sexuaes en e sistema inmune per se, asi
como de sus efectos en la modul acidn de la actividad de modificadores de | a respuesta biol dgica.

De modo general, podemos considerar que e suplemento nutricional de Pleurotus posee
propiedades inmunomoduladoras, que se reflgiaron en la recuperacion inmunoldgica de ratones
Balb/c tratados con ciclofosfamida, a partir de la estimulacion de la celularidad de la médula ésea,
el incremento de los conteos leucocitarios y de los niveles de globulinas y proteinas hepéticas; asi
como de la induccion de reaccién de hipersensibilidad retardada. Se demostré que e efecto
inmunoprotector es particularmente importante cuando e producto es administrado en régimen
profiléctico.

Numerosos estudios clinicos realizados han demostrado claramente e valor terapéutico de las
setas en la prevencion y tratamiento del cancer, en enfermedades viraes como la influenza y la
poliomielitis, y en la hipercolesterolemia, latrombosis y la hipertension (Vaenciay Garin, 2010).

Los efectos identificados en el presente trabgjo, también aportan evidencias que podrian sustentar
potenciales aplicaciones en e tratamiento de las inmunodeficiencias, € cancer y la malnutricion
proteico-energeética. Por |o tanto, el progreso en la comprension de muchos aspectos metabolicos y
funcionales de los suplementos inmunocéuticos derivados de las setas comestibles-medicinales,
resolvera controversias sobre su papel en la inmunonutricién y proporcionara las bases para
establecer recomendaciones sobre su utilizacion terapéutica.

Por otro lado, los resultados obtenidos en este trabajo pudieran sugerir efectos sinérgicos, como
resultado de la presencia de los diferentes compuestos boactivos determinados, en funcion de las
propiedades inmunomodul adoras que se evidenciaron, a traves de la activacion de los diferentes
mecanismos inmunes evaluados y su probable union a las estructuras de reconocimiento
presentes en las células ddl sistema.

En funcion de estos antecedentes, se justifica e interés de registrar e producto como suplemento
nutricional; asi como la importancia de promover € consumo de la seta Pleurotus sp., en forma
de aimento natural, para aprovechar todas sus potencialidades nutricionales y medicinales de
conjunto, a partir de su identificacibn como un aimento con actividad funcional.

42



Conclusiones

CONCLUSIONES

1.

La caracterizacion de la biomasa seca y pulverizada de Pleurotus sp., permitié la
determinacion de componentes macromoleculares mayoritarios (proteinas 20 % vy
carbohidratos 55 %) y la cuantificacion de estructuras bioldgicamente activas como los
carbohidratos del tipo B-1,3-1,6-glucanos. Su valor resultd potenciado por la presencia de
una fraccién significativa de metabolitos de bajo peso molecular biol 6gicamente activos.

La administracion oral de la formulacion de Pleurotus sp. a ratones Bablc
inmunocompetentes de ambos sexos, gercio efectos inmunomoestimulantes, que mostraron
un comportamiento diferencial en dependencia del sexo de los animales y se manifestaron a
nivel de los conteos de linfocitos e induccion de la hipersensibilidad retardada en los machos
y en los niveles de globulinas totales, celularidad peritoneal y conteo de polimorfonucleares
en las hembras.

El suplemento de Pleurotus modul 6 la recuperacion inmunol égica de ratones Balb/c machos
inmunodeprimidos con ciclofosfamida, 1o que se reflg6 a través de la estimulacion de la
actividad hematopoyética de la médula ésea, de los conteos leucocitarios y los niveles de
proteinas hepéticas, asi como de la respuesta humoral y celular, en términos de los niveles
de globulinas y la induccion de reaccion de hipersensibilidad retardada, respectivamente. El
efecto inmunoprotector fue particularmente importante cuando e producto se administré en
régimen profil&ctico.
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Recomendaciones
RECOMENDACIONES

1. Redizar e desarrollo tecnoldgico de una formulacién para € suplemento de Pleurotus en
forma de capsul as.

2. Profundizar en la caracterizacion quimico-estructural del suplemento nutricional, atendiendo
a contenido de B-glucanos totales y la determinacidon de otros minerales relevantes en la
inmunonutricion.

3. Desarollar futuras evauaciones relacionadas con los efectos inmunobioldgicos del
suplemento nutricional de Pleurotus sp. en ratones inmunocompetentes e inmunodeprimidos
de ambos sexos, en funcion del comportamiento diferencial observado en el presente trabgo.

4. Trabgar en funcion del completamiento de la documentacion requerida para la solicitud del
registro del suplemento en @ Instituto Nacional de Higiene de los Alimentos (INHA).
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ANEXO 1

Albatrellus confiuens
Lentinula adodes
Grifola frondosa

Figura. Algunos Hongos medicinal es con propiedades antitumorales (Patel y Goyal, 2012).



ANEXO 2

Tabla. Listado de hongos comestibl es cultivados comercial mente.

Agaricus bisporus*

Pholiota nameko

Agaricusbitorquis*

Pleurotuscitrinoplileatus

Agaricusblazei

Pleurotus cornucopiae

Auriculariaauricula

Pleurotus cystidiosus

Auriculariafuscosuccinea

Pleurotus djamor

Auriculariapolytricha

Pleurotuseryngii

Coprimus comatus

Pleurotusflorida

Dictyophora duplicata

Pleurotus ostreatus*

Dictyophoraindusiata

Pleurotus sajur-caju

Flammulina veluptides*

Strophariarugoso-annulata

Grifola frondosa

Tremelaaurantia

Hericium erinaceus

Tremdlafuciformis

Hypsizygus marmoreus

Volvarielladisplasia

Lentinula edodes*

Volvariella esculenda

Lyophyllum ulmarium

Volvariella volvacea*

(*) indicaproduccién industrial (Changy Miles, 1997).



ANEXO 3

Tabla. Algunos productos comercial es derivados de setas comestibles.

Fuente

Coriolus versicolor

Productos Referencias
Comerciales Bibliogr &ficas.
PSK 6 Krestin® Stamets, 2000
(Tabletas) Wang y col., 2008

Lentinula edodes

Solucion, capsulas,
tinturas y tabletas.

Stamets, 2000,
Wasser, 2005 (a)

Combinacion de
Cordyceps sinensis,
Ganoderma lucidumy
Lentinula edodes.

Triton®
(Tabletas y capsulas).

Mycology Research
Laboratories Ltd., 2004
Hirofumi y col., 2006

Cordyceps sinensis

Tien-Hsien (Solucién)

Sunvy col., 2004

Grifola frondosa

Maitake® (Cépsulas)

Wang y cal., 2008

Ganoderma lucidum

Extractos, té, siropes,
vinos, concentrados

Hobbs, 2000
McKennay col., 2002

Schizophyllum commune

Esqui sofilano®

Wasser, 2005 (a)
Wang y cal., 2008




ANEXO 4

1,3-B -glucano

_ Manosa
Ligando Galactosa

Lectin tipo C
Dominio de reconocimiento
de carbohidratos

Dominio de reconocimiento
de carbohidratos
similar a lectin

A
~ ~

? ' Familia de receptor
multi lectin (& familia Dectin-1 "scavenger"

familia MMR lectin Tipo I

T

Figura. Receptores de reconocimiento de patrones en fagocitos para carbohidratos provenientes
de hongos (modificado de Adachi y Ohno, 2006).



ANEXO 5

Dectin-1B

Macréfago
Célula dendritica
Neutrofilo

Dectin-1A

Figura. Receptor Dectin-1 (modificado de Willment y col., 2001).



ANEXO 6

Fungal - glucans

Attack parasites and |
antigen-antibody complex
> P‘,'ogmic bacteria Innate immurity

» Coat microbes

Phagocytosis of dead _|
cells and pathogen

Cytokines
(TNFa, ILs-2,10,12) naee
' | = +  Cell-immunity
Q T Cell Adaptive immunity

» Humoral immunity
B Cell

Esquema. Inmunoestimulacion por B-glucanos fungicos (Chen y Serviour, 2007).

=

ANEXO 7
Inmuneestimulacién por glucanes micéticos
Factor estimulante #  Activacidn _| Aumenta nimero de
de colonias \ de Timo y i (i células
Médula dsea inmunocompetentes
Linfocitos Macréfagos
T maduros
T /r\ " Linfocitos
Linfocitos T citotdxicos y
a vy B glucanos Macrifagos CD4 (helper) Linfocitos NK
Proteoglucanos tisulares
Destruccion células

KAWARATAKE cancerosas.

MAITAKE Inhibicién de

SHIITAKE

REISHI /

Linfocitos B
Antigeno Inmunoglobulinas
tumoral
Figura 3

Esquema: Mecanismo de accion de -glucanos propuesto paralos hongos medicinales (Wasser y
Weis, 1999).
L eyenda:
Kawaratake: Coriolus versicolor
Maitake: Grifola frondosa
Shiitake: Lentinula edodes
Reishi: Ganoderma lucidum



ANEXO 88

@eta-gluca
de levure

Shaitakee ot Matake

CAPSULAS o

R e

Grifola frondosa Betaglucano Betaglucano
'\\ (maitake) (de avena) (de levadura)
. -

Immune-Rx 4ALife Agaricus blazei

kY

A\ Transfer Factor

: ™ BETA GLUCAN
E‘ NSC-4™
- BETA GLUCAN
= Original Formuls
I MMUTOL Betaglucano Betaglucano

(IMMUNITION NSC-24)  (IMMUNITION NSC-24)
Formula Original  (para el cuidado de los ojos)

Figuras. Diferentes suplementos dietéticos inmunoceéuticos el aborados, fundamentalmente, con
B-glucanos de setas comestibles-medicinales.



ANEXO9

a- Laboratorio TOXIMED. b- Laboratorio de Inmunologia CEBI.

c- Planta deinvestigacion-produccion de d- Laboratorio de Microbiologia CEBI.
setas comestibles CEBI.

Fotos: Areas donde se desarroll6 el Trabajo Experimental.



ANEXO 10

A: Micelio crecido en placas Petri.

B: Separacion del micelio adherido al medio. C: Recuperacion del micelio.

Fotos. Etapas de obtencion del micelio para elaborar 1os inéculos usados en la produccion de
Pleurotus sp. (CCEBI). 3024), por FES.



ANEXO

Tabla. Procedimientos Normalizados de Trabajo del CEBI paralaobtencion de la materia prima
(cuerposfructiferos de Pleurotus sp.), del suplemento nutricional .

No. Procedimiento Normalizado de Trabajo Caddigo No. Pags.

1 Inoculacién de la cepa de Pleurotus sp. (CCEBI-3024) CEBI/PT/01/03 4
en placas Petri.

2 Inoculacién de la cepa en tubos de ensayo. CEBI/HC/PT/01 8

3 Reglas de Bioseguridad en el proceso de cultivo de CEBI/HC/PT/02 7
Pleurotus sp.

4 Obtencién de Indculos. CEBI/HC/PT/03 7

5  Seleccién del Sustrato. CEBI/HC/PT/04 4

6  Tratamiento del Sustrato. CEBI/HC/PT/05 5

7 Siembra del Sustrato Seleccionado. CEBI/HC/PT/06 5

8 Incubacién del Sustrato. CEBI/HC/PT/07 5

9 Fructificacién de las Setas. CEBI/HC/PT/08 5

10 Cosecha. CEBI/HC/PT/09 5




ANEXO 12

c- Setassecas d- Polvo de Pleurotus

Fotos. Proceso de obtencidn de la biomasa secay pulverizadade Pleurotus sp..



ANEXO 13

Fotos. Suplemento Nutricional de Pleurotus sp. (Tabletas 500 mg)



