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Resumen

Se evaluaron las propiedades inmunocéuticas de un extracto acuoso (F-I), obtenido de cuerpos
fructiferos de Pleurotus spp, por extraccion a bajas temperaturas, en un biomodelo experimental
de malnutricion proteico-energética (MPE) inducida por restriccion dietética. En la composicion
del extracto se destaca la presencia mayoritaria de carbohidratos y proteinas con valores de 43% y
35%, respectivamente. El tamizaje fitoquimico realizado a F-I evidencio, ademas, la existencia de
diferentes metabolitos con posible actividad bioldgica. F-I se administr6 por via oral en dosis
diarias de 100 mg/kg a ratones Balb/c hembras de 8 semanas (18-20 g de peso) durante un
periodo de replecion de 8 dias, como suplemento de la dieta convencional para la especie. En las
ratones malnutridos tratados con F-I se apreciaron efectos bioestimulantes a nivel del metabolismo
proteico hepatico y en la recuperacion de la integridad y procesos de recambio celular en la
mucosa intestinal. La administraciéon oral de F-I conllevd a un incremento en el conteo de
leucocitos totales en sangre periférica, en el nimero de células residentes en la cavidad peritoneal
y estimuld ademads, el sistema monocito-macréfago, reflejado en un aclaramiento mas rapido de
las particulas de carbon coloidal. Se demostrd también una estimulacion de la respuesta inmune
especifica en los ratones que recibieron como suplemento F-I, caracterizada por una adecuada
respuesta de anticuerpos frente a antigenos timo-dependiente (eritrocitos de carnero) y timo-
independiente (LPS), y la recuperacién de la capacidad de respuesta celular. Las propiedades
inmunocéuticas de F-I podrian sustentar sus aplicaciones potenciales en sectores relacionados con
los alimentos funcionales y/o la nutricion farmacologica.



Abstract

The immunoceutical properties of on aqueous extract (F-I), obtained from the fruiting bodies of
Pleurotus spp. by extraction at low temperatures, were evaluated in an experimental biomodel of
protein-energy malnutrition (PEM) induced by dietary restriction. The composition of the extract,
for the most part was characterized for the presence of carbohydrates and proteins, with values of
the 43% and 35%, respectively. The phytochemical screening of F-I was administered daily by the
oral route at doses of 100 mg/kg to female Balb/c mice of 8 weeks (weighing 18-20g) during a
repletion period of 8 days, as a supplement of the conventional diet. Malnurished mice treated with
F-I showed biostimulating effects at the level of liver protein metabolism and in the restoration of
integrity and cell rechange processes in gut mucosa. F-I administration led to an increasing in
leukocyte counts in peripheral blood, in the number of peritoneal exudates cells, and also
stimulated the monocyte-macrophage system as judged by the increased carbon clearance. An
enhancement of specific immune response in mice supplemented with F-I was also observed, in
terms of an appropriate t-dependent (sheep red blood cells) and t-independent (LPS) antibody
responses, and the restoration of the cellular response. The immunoceutical effects F-I would
support its potential application in fields related to functional foods and the pharmacological
nutrition.
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Leyenda:

- A3HA: Acido 3-hidroxiantranilico.

- BRMs: Modificadores de la respuesta bioldgica.

- BSA: Seroalbiimina bovina.

- F-I: Extracto hidrosoluble crudo de Pleurotus spp.
- GALT: Sistema inmune asociado a mucosas

- HDPs: Potenciadores de la respuesta del huésped.
- HR: Hipersensibilidad retardada.

- LPS: Lipopolisacarido.

- M: Grupo malnutrido.

- M-DC: Grupo malnutrido + dieta convencional.

- M-(F-I): Grupo malnutrido + extracto hidrosoluble crudo.
- MPE: Malnutricion proteico-energética.

- NK: Natural killer.

- SSTF: Solucion salina tamponada con fosfato



Introduccion

La ingesta insuficiente de nutrientes indispensables para la salud provoca trastornos al organismo,
especificamente el padecimiento de ciertas enfermedades o el deterioro de algunas funciones
vitales. En este sentido, se conoce que importantes sistemas del organismo como el endocrino,
digestivo y el inmune son severamente afectados en personas que padecen algin tipo de
malnutricion.

Un aspecto muy estudiado en las tltimas décadas del siglo pasado, fue la relacion entre el estado
nutricional y el sistema inmune. Tal importancia estd motivada por el hecho de que una amplia
variedad de nutrientes esenciales para garantizar una adecuada salud, tienen un impacto sobre la
inmunocompetencia. Los defectos en uno o mas de los componentes del sistema inmunitario
pueden provocar enfermedades graves, y a menudo mortales, que se denominan colectivamente
Inmunodeficiencias (Keusch, 2003).

Las personas inmunocomprometidas por desnutricion suelen ser mas susceptibles a infecciones, y
por tanto a contraer con mayor facilidad distintas enfermedades. En tal sentido, diferentes estudios
postulan un fundamento centrado en el mecanismo de los efectos debilitantes de la malnutricion
sobre la inmunidad y los efectos de la infeccion sobre la malnutricién (Keusch, 2003).

La malnutriciéon no es un problema restringido solamente a paises pobres, sino también se presenta
en paises desarrollados, especialmente en ancianos, personas con desordenes alimentarios,
individuos alcohélicos, asi como resultado de sepsis severas, traumas y en pacientes posquiriirgicos
con heridas infectadas, entre otros (Albers et al, 2005).

La creciente preocupacion por las implicaciones de la alimentacion en la salud, ha motivado
cambios en los hébitos alimentarios. Los nutrientes son identificados como algo mas que meros
donadores de energia, pasando a ser considerados precursores de macromoléculas indispensables
para el crecimiento y la proliferacion celular, la sefializacion o lenguaje entre tejidos, la defensa
inmunolodgica y el mantenimiento de la integridad de los 6rganos. Se trata de una nueva frontera
de la ciencia de la nutricion, que desarrollard «nuevos alimentos» en funcion de la modulacion que
puedan ejercer los componentes de la dieta en las diversos procesos del organismo (Serrano et al,
2005).

En este novedoso panorama de la alimentacion y nutricion, la funcionalidad de los alimentos es un
concepto atractivo que invita a investigar la potencialidad de los nutrientes con fines «saludablesy,
e incluso terapéuticos.

Hoy dia se conocen numerosas fuentes naturales con elevado valor nutritivo, que también pueden
causar efectos fisiologicos modulando los sistemas inmune, nervioso y endocrino, como es el caso
de las setas comestibles. Se valora que el numero aproximado de setas en el planeta es de 140 000,
de los cuales solo el 10 % es conocido. De esta amplia variedad, solo el 50 % de las setas
conocidas se considera comestible, y se estiman alrededor de 700 especies con propiedades
farmacoldgicas (Wasser y Weis, 1999; Reshtnikov et al, 2001).

Diferentes estudios cientificos han evidenciado la presencia de ciertos componentes en las setas
comestibles que exhiben diversos efectos bioldgicos, particularmente propiedades
inmunomoduladoras. Estos componentes bioactivos, presentes también en los extractos, han
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Introduccion

sido ensayados en biomodelos de inmunodeficiencias secundarias inducidas por tratamiento con
citostaticos, mostrando resultados positivos (Wasser et al, 2005).

Entre los géneros mas conocidos de setas comestibles se encuentra Pleurotus spp., perteneciente
a la clase de hongos Basidiomicetos. La mayor parte de las investigaciones realizadas en este
género tienen cardcter estrictamente nutricional (no refiriéndose en la literatura consultada hasta la
fecha estudios en biomodelos experimentales de malnutricion o restriccion dietética), y solo
algunas han estado dirigidas a la evaluacion de su capacidad inmunomoduladora. Estos
antecedentes nos permitieron formular la siguiente hipodtesis de trabajo:

“Si en un biomodelo experimental de malnutricion proteico-energética, la hemopoyesis, los
eventos de sintesis celular en organos del sistema digestivo y la respuesta inmunitaria, son
estimulados como resultado de la administracion oral de un extracto acuoso de setas comestibles
Pleurotus spp. a diferencia de experimentos controles sin dicho suplemento, siendo ésta la tnica
condicién diferente, entonces el extracto tiene propiedades inmunocéuticas capaces de modular las
alteraciones asociadas a un estado de malnutricion”.

A partir de esta hipotesis, el trabajo tuvo como objetivo general:

» Evaluar las propiedades inmunocéuticas de un extracto acuoso de Pleurotus spp (F-I) en un
biomodelo experimental de malnutricion proteico-energética.

Para cumplimentar este objetivo general, se trazaron los siguientes objetivos especificos:

» Realizar un tamizaje fitoquimico para identificar las posibles estructuras con actividad
bioldgica presentes en cuerpos fructiferos de Pleurotus spp.

» Determinar el efecto de la administracion oral de F-I sobre parametros bioquimicos en suero y
sistema digestivo en un biomodelo de malnutricién proteico-energética.

» Evaluar la actividad inmunomoduladora de F-I sobre la inmunidad innata y adaptativa durante
la recuperacion de la malnutricidn, a través de ensayos de estimulacioén del sistema monocito-
macrofago y el estudio de las respuestas de anticuerpos y mediada por células, inducidas con
antigeno modelo.



Revisién Bibliogréafica

1.1- Alimentos funcionales, nutricéuticos e inmunocéuticos: Nuevos enfogues en el area de la
nutricion humana.

La tendencia mundial en el area de la alimentacién indica en los ultimos afios un interés
acentuado de los consumidores hacia ciertos alimentos, que ademas de su valor nutritivo aportan
beneficios a las funciones fisiologicas del organismo humano, al ayudar a prevenir enfermedades,
o bien al aumentar la resistencia contra ellas (Zaldivar et al, 2004). De modo que aunque la
relacion entre la dieta y la salud fue reconocida por la medicina china hacia el afio 1,000 A. de C.
y con la frase "deja que los alimentas sean tu medicina y que la medicina sean tus alimentos",
propuesta por Hipocrates hace casi 2,500 afios, actualmente existe una renovada atencion en este
campo (Alvidrez et al, 2002). Estas variaciones en los patrones de alimentacion han generado un
area nueva de desarrollo en las ciencias de los alimentos y la nutricion.

Con el desarrollo tecnolégico experimentado en las ciencias de los alimentos, muchos tipos de
componentes alimenticios novedosos fueron revelados a la luz ptblica. A partir de este momento
la comunidad cientifica interesada en el area de la salud, empezo a estudiar los efectos fisioldgicos
de dichos componentes en biomodelos experimentales. Los ingredientes de alimentos o sus
derivados que ocasionaron algiin efecto fisiolégico durante su evaluacion, fueron refinados y
purificados, y progresivamente fueron convertido en medicinas (Bowman y Russell, 2003).

La atencion se centrd en los componentes que demostraron su efectividad, aunque fuera en una
pequefia cantidad, sobre enfermedades cronicas como: osteoporosis, anemia, estrefiimiento,
disfunciones cardiovasculares, y en aquellos capaces de reducir el riesgo de desarrollar el cancer.
Se reconoci6 de este modo que la presencia de compuestos bioactivos en los alimentos tenia alguna
"funcionalidad" para la salud (Alvidrez et al, 2002). Muchos de estos nutrientes son precursores de
macromoléculas indispensables para el crecimiento y la proliferacion celular, para la sefializacion o
“lenguaje” entre los tejidos, para la defensa inmunolédgica y para el mantenimiento de la integridad
de los 6rganos (Bello, 2000).

La idea de los alimentos funcionales o nutracéuticos, atrajo el interés de las industrias alimentaria
y farmacéutica, enfrascadas en la busqueda de productos con un valor adicional. El origen de este
neologismo inglés que ha disipado la linea de separacion entre la alimentacion y la medicina, se
halla en la contraccion de los términos nutrition y pharmaceuticals. Los alimentos funcionales o
nutracéuticos constituyen hoy dia el segmento de la industria alimentaria de mayor crecimiento.
(Van Binsbergen, 1999).

Por su caracter relativamente reciente, el término de alimentos funcionales no tiene una definicion
unica internacionalmente establecida, de manera que diferentes organizaciones lo definen con
ciertas variaciones. Este término fue propuesto por primera vez en Japdn, con la publicacion de la
reglamentacion para los "Alimentos para uso especifico de salud" ("Foods for specified health use"
o FOSHU) y referido a aquellos alimentos procesados los cuales contienen ingredientes que
desempefian un papel especifico en las funciones del organismo humano, mas alld de su contenido
nutrimental (Alvidrez, et al 2002). En México, aunque el término de alimentos funcionales se
utiliza familiarmente entre la comunidad cientifica, hasta la fecha no hay leyes que reglamenten
especificamente el uso de estos alimentos (Alvidrez et al, 2002).
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En sentido general, los nutricionistas definen un alimento funcional como: aquellos que ademas
de nutrir tienen, beneficios fisiologicos adicionales, tales como proteger la salud, estimular
funciones fisicas o mentales, prevenir algunos sindromes cronicos y contribuir al tratamiento de
algunas enfermedades.

En algunos paises, como los Estados Unidos, s6lo existe la definicion de suplementos dietéticos.
El término alimentos funcionales no es estd legalizado por la Administracion de Alimentos y
Féarmacos (FDA), pero es ampliamente utilizado y aceptado por las nutricionistas. Los términos
nutracéuticos, nutricéuticos (Wasser y Weis, 1999) y mas recientemente inmunocéuticos, son
reconocidos y empleados por la comunidad cientifica, pero no se encuentran recogidos en ninguna
regulacion legal (Wasser et al, 2004; Petrova et al, 2005).

El 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 que exceden aquellas que pudieran
ser obtenidas del alimento normal (Zeisel, 2000).

Estas definiciones no establecen restricciones para la naturaleza de aquellos compuestos
bioactivos que ejercen los efectos fisioldgicos. De ahi que los componentes funcionales de los
alimentos puedan ser: macronutrientes (ej. acidos grasos ®-3), micronutrientes esenciales (ej.
minerales especificos), compuestos no esenciales con valor nutritivo (ej. oligosacaridos) y

compuestos no esenciales que carecen de valor nutritivo (ej. moléculas antioxidantes) (Zaldivar et
al, 2004).

Japon y los Estados Unidos son los paises que encabezan el mercado internacional de los
alimentos funcionales y nutricéuticos, con aproximadamente mas de 2000 productos disponibles
en el mercado mundial (Paul Yamaguchi & Associates, Tarrytown, NY, 2005).

En nuestro pais el mercado de los suplementos nutricionales ha sido poco explorado. Entre los
productos que se comercializan figuran, los comprimidos de Spirulina y Jalea Real, asi como el
Trofin y el Vimang (Programa Nacional de Desarrollo de Productos Biotecnoldgicos,
Farmacéuticos y de Medicina Verde).

El resurgimiento del interés en los productos naturales para el tratamiento de varios desordenes
fisiologicos ha potenciado el estudio de los hongos comestibles. En este sentido, el reconocimiento
de numerosos compuestos modificadores de la respuesta biologica (BRMs, del inglés Biological
Response Modifiers) en las setas comestibles, conllevo a que fuese acuiiado el término de setas
nutricéuticas (Chang y Buswell, 1996, 2003; Wasser et al, 2004). 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 capsulas, comprimidos y no como un
alimento y poseen un alto valor terapéutico potencial (Wasser et al, 2005).

Diferentes tipos de productos (formulados a partir de hongos comestibles-medicinales) se hallan
disponibles en el mercado e incluyen, entre otros:
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o Polvos y extractos acuosos, hidroalcoholicos y concentrados de cuerpos fructiferos
cultivados artificialmente.

o Preparaciones secas y pulverizadas, con mezcla de sustratos s6lidos, micelio y primordio.

o Extractos de micelio obtenidos por cultivo sumergido en medio liquido.

J Tabletas y capsulas de cuerpos fructiferos de hongos crecidos en ambientes naturales

(Wasser, et al; 2004).

Dentro de estos productos, el uso como suplementos dietéticos de extractos de hongos
medicinales, derivados del micelio y los cuerpos fructiferos, ha ganado gran popularidad en el
mundo (Chang y Buswell, 2003). Como sera abordado en otros acépites, muchos de estos
preparados poseen una accion estimuladora del sistema inmune, demostrado en estudios clinicos y
en modelos animales, por los que han recibido la denominacién de “inmunocéuticos”.

Los cambios que se estan produciendo en las concepciones esenciales de la nutricion humana, y
particularmente en el campo de la Nutriciéon Farmacologica constituyen una verdadera revolucion
cientifica y conduciran en el futuro al aprovechamiento méximo de las posibilidades terapéuticas
existentes en los alimentos. El consumo de setas comestibles forma parte de estilos de vida
saludables y necesarios, ya sea en virtud de sus nutrientes convencionales, como de sus
compuestos bioactivos. Al respecto, la comprension cientifica de cémo los preparados
nutricéuticos e inmunocéuticos formulados a partir de setas comestibles, entre los que se destacan
los extractos, ejercen efectos fisiologicos especificos apenas estd en sus inicios y obviamente,
queda mucho aun por estudiar en este campo.

1.2 Aspectos generales sobre los basidiomicetos.

1.2.1- Antecedentes histéricos de la utilizacién de setas comestibles. Produccién a escala
mundial.

Desde épocas primitivas la humanidad ha considerado las setas comestibles como una clase
especial de alimento. En la antigua Grecia se consideraba que las setas proporcionaban fuerza a los
guerreros y los romanos las denominaban “el alimento de los dioses”. Durante siglos los chinos
atesoraban las setas como un alimento saludable, y los llamaban “el elixir de la vida” (Chang y
Buswell, 1996).

Su conocimiento y uso fue muy importante en las culturas prehispanicas, sobre todo en las
mesoamericanas y sudamericanas. El texto de Lucia Rojas de Perdomo, "Cocina prehispanica"
(1994), al comentar la cocina de los Aztecas, Incas y Muiscas cita la cronica titulada "Historia
General de las Costas de Nueva Espafa" del fraile Bernardino Sahagtn, quien relata que en el
Meéxico prehispanico existia gran variedad de hongos comestibles llamados setas o xetas.

Actualmente se valora que el nimero aproximado de setas en el planeta es de 140 000, de los
cuales solo el 10 % (14 000) es conocido. De ellas solo el 50 % se considera comestible, y se
estiman alrededor de 700 especies con propiedades farmacologicas (Wasser y Weis, 1999;
Reshtnikov et al, 2001).
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Dentro de las setas comestibles-medicinales ampliamente conocidas y cultivadas, se encuentran los
géneros Lentinus, Ganoderma, Pleurotus, Grifola, Agaricus, Flammulina, Volvariella, entre otros.
Diferentes estudios han demostrado los efectos hepatoprotectores, antitumorales, antiagregantes
plaquetarios e hipoglicemiantes de ciertos polisacaridos presentes en extractos acuosos, obtenidos
del micelio y cuerpos fructiferos de estos hongos (Wasser et al, 2005; Garza et al, 2006).

En el ambito mundial se han cultivado aproximadamente 22 especies fungicas, la mayoria
procedentes de regiones tropicales, subtropicales y templadas, aunque solo 10 se producen a escala
industrial (Martinez-Carrera, 1998).

Segun la International Society for Mushroom Science de Inglaterra, en el mundo se consumen
alrededor de 3 millones de toneladas de hongos de treinta especies diferentes. EI mercado se
encuentra segmentado en dos partes: consumo de hongos cultivados (2 millones de toneladas) y el
consumo de hongos silvestres (1 millon de toneladas). Estas cifras tenderan a elevarse en la medida

en que crezca la preferencia por productos saludables y por vegetales ricos en proteinas (Diaz,
2004).

En la segunda mitad del siglo XX, la tecnologia de produccién de hongos tuvo un enorme
crecimiento. En el 2002, el valor de la produccion mundial de hongos comestibles fue estimado
cercano a los 20 billones de USD, casi la misma cantidad que la produccién de café (Wasser, 2002;
Chang y Buswell, 2003; Chang y Miles, 2004). .Los principales productores mundiales son China
y Estados Unidos, con una contribucion de 39% y 13%, respectivamente. El resto de la produccion
estd concentrada en Japon, Alemania, Holanda, Francia, Polonia, Espafia y Canad4 principalmente.

En la region de América Central y Latinoamérica, los principales productores son México, Brasil
y Colombia; se estima que los volumenes de produccion ascienden a mas o menos 47 468 mil
toneladas anuales de hongos frescos. México, el mayor productor de Latinoamérica genera
alrededor del 58.9% de la produccion total de esa region y lo ubica como el 16mo productor a nivel
mundial. El monto anual de las operaciones comerciales supera los 200 millones de dolares. Entre
los principales hongos comestibles que se cultivan comercialmente en México se encuentran
Agaricus, Pleurotus, Lentinula, Ganoderma y Grifola. (Martinez-Carrera et al., 2005).

1.3 Género Pleurotus spp.

La palabra Pleurotus procede del griego “pleuro”, que significa formado lateralmente o en
posicion lateral, refiriéndose a la posicion del estipite respecto al pileo (Cardona y Cadavid, 1999).

Taxondmicamente se clasifica de la siguiente forma:

=  Reino: Hongo

= (Clase: Basidiomycetes

=  Orden: Agaricales

=  Familia: Tricholomataceae
=  Género: Pleurotus
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Pleurotus spp. incluye especies comestibles de alto valor economico en muchos paises. Entre las
numerosas especies existentes, las mas conocidas son: P. ostreatus, P. sajor-caju, P. florida, P.
cornucopiae, P. eryngii, P. tuber regium, P. pulmonarius, y P. djamour (Area Metropolitana del
Valle de Aburra, 2000). Ademas de su valor nutricional, numerosos informes refieren las
propiedades medicinales de este género.

1.3.1- Propiedades nutricionales

Las propiedades nutritivas de la seta Pleurotus spp. han sido reconocidas desde hace mucho
tiempo. Sus proteinas constituyen de un 19 a un 35% (base seca), las cuales contienen todos los
aminoacidos esenciales en la nutricion humana (Zamora Martinez y Nieto, 1995).

En adicion a su valor como alimento rico en proteina, Pleurotus contiene otros componentes
esenciales en la alimentacion, como son los carbohidratos, en particular de tipo polimérico como
el glucogeno y la quitina, asi como varios compuestos carbonados de bajo peso molecular
(glucosa, fructosa, galactosa, trehalosa, entre otros). Es rico en minerales como el potasio, el
fosforo y el hierro. Contienen, ademas una gran variedad de vitaminas, particularmente, tiamina
(B1), riboflavina (B2), asi como el acido pantoténico (B3), acido ascorbico (C) y biotina (Sanchez
y Royse, 2002). En cambio los niveles de lipidos son bajos, desde menos de 1 hasta 15% y se
considera que un intervalo promedio puede ser de 2-8% (Miles y ShuTing, 1997).

Por otra parte, en el Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial se han llevado a cabo
investigaciones relacionadas con el efecto de la luz en el contenido de micosteroles (precursores
de la vitamina D) y la calidad proteica de su biomasa. (Bermudez et al, 2002, 2003).

1.3.2- Aplicaciones biotecnoldgicas potenciales.

La mayoria de los Basidiomicetos son considerados “degradadores de la madera” porque son
capaces de crecer sobre la biomasa proveniente de las plantas lefosas. Las especies de Pleurotus
son consideradas de “pudricion blanca” porque pueden degradar materiales ricos en lignina,
celulosa y hemicelulosa (Sdnchez y Royse, 2002).

Los hongos comestibles del género Pleurotus, son organismos que utilizan selectivamente la
lignina para su crecimiento. Debido a que este compuesto quimico actia como una barrera para la
degradacion biologica de los residuos lignocelulésicos, éstos se acumulan en grandes cantidades en
la naturaleza. Estas setas utilizan su sistema ligninolitico en la bioconversion de residuos agricolas
en valiosos productos para la alimentacion animal. (Cohen et al., 2002).

En el campo de la Biotecnologia Ambiental, P. ostreatus ha sido utilizado en cultivo sumergido
en la degradacién de compuestos organicos como hidrocarburos policiclico aromaticos, y podria
ser promisorio para solucionar problemas de derrames petroleros (Soto et al, 2000). Esta actividad
parece estar relacionada con la produccion de enzimas como la manganeso peroxidasa, y la lacasa,
que es una polifenol oxidasa capaz de oxidar polifenoles, fenoles sustituidos y diaminas
(Rodriguez et al, 2004).
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En general el género Pleurotus se visualiza como una alternativa biotecnoldgica para la solucion
de problemas como la insuficiencia alimenticia y la contaminaciéon por desechos orgénicos de
origen agroindustrial; teniendo en cuenta sus potencialidades metabdlicas y la versatilidad de sus
cultivos.

1.4 Propiedades medicinales de las setas comestibles.

1.4.1- Efectos inmunomoduladores y antitumorales de polisacaridos extraidos de hongos
comestibles.

Hoy dia existe una considerable atencion focalizada en la efectividad de las hierbas medicinales,
por su enorme popularidad como productos auto-medicables. Muchas hierbas y productos naturales,
incluidas las setas, estdn disponibles en el mercado mundial, y aparecen fundamentalmente por
tener un alto potencial en el tratamiento de canceres progresivos.

Preparaciones tradicionales de hongos medicinales utilizadas durante miles de afios, apoyan la idea
de que extractos acuosos obtenidos a altas temperaturas (proceso conocido como decoccion),
preservan aun su actividad biologica (Hobbs, 2004). Las preparaciones comerciales derivadas de
extractos acuosos obtenidos por decoccion, contienen complejos polisacaridos-péptidos que pueden
ser concentrados y purificados (Cui y Chisti, 2003).

Los componentes activos que poseen estos preparados se han clasificado recientemente como
potenciadores de la defensa del huésped (HDPs, del inglés Human Defense Potentiators), los
cuales ejercen efectos estimuladores sobre el sistema inmune (Petrova et al, 2005). Entre estas
sustancias bioactivas encontramos fundamentalmente proteinas, polisacaridos, lipopolisacaridos y
glucoproteinas. Aunque estos compuestos son los mas estudiados, hay que destacar que otros
como los triterpenoides, esteroles, esteroides, enzimas, acidos nucleicos, derivados de lipidos, etc.,
exhiben algunas propiedades medicinales, entre las que se encuentran los efectos
inmunomoduladores (Smith, 2002; Wasser et al, 2005; Garza et al, 2006) (Wasser, 2005 (b)).

De los productos estudiados los mas importantes desde el punto de vista médico han sido los
polisacaridos: el lentinano (de Lentinus edodes), esquizofilano (de Schizophyllum), PSK y PSP (de
Coriolus versicolor) y grifolano (de Grifola frondosa), los que han sido ensayados clinicamente.
Otros se encuentran todavia en fase de estudios preclinicos (Sutherland, 1998). Estos principios
activos han demostrado actividad antineoplasica e inmunomoduladora, en asociacién con la
quimioterapia y radioterapia (Takaku et al, 2001; Didukh et al, 2003). Muchos de los principios
activos fungicos se relacionan quimicamente con la estructura polisacaridica B-D-glucano (es decir,
polimeros de D-glucosa con otros monosacéridos) o B-D-glucanos enlazados a proteinas (llamados
péptidos-polisacaridos). (Ishurd et al, 2004; Kodama et al, 2005).

Estos polisacaridos muestran diversas estructuras moleculares, que al compararlas con otros
biopolimeros, como las proteinas y acidos nucleicos, poseen mayor capacidad para transmitir la
informacion bioldgica, al presentar una gran variabilidad estructural (Kawaguchi, 2005). Esta
variabilidad asegura la flexibilidad necesaria para los precisos mecanismos reguladores de las
interacciones célula-célula en los organismos superiores.
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La mayoria de los B-D-glucanos con propiedades antitumorales e inmunomoduladoras, presenta un
esqueleto compuesto por unidades de D-glucosa unidas por enlaces -1,3 con ramificaciones B-1,6-
glucopirandsidas (Adachi et al, 2002; Wasser et al, 2005). Estos compuestos forman parte de la
pared celular de los basidiomicetos y existen en los extractos en dos formas: solubles y
particulados. Su conformacion puede ser de triple hélice, simple hélice o de enrollamiento al azar,

y su actividad bioldgica e inmunofarmacoélogica depende de su estructura, grado de ramificacion,
conformacion, solubilidad en agua, peso molecular, entre otros factores (Yadomae, 2000).

Numerosos informes han documentado la capacidad de los p-glucanos para estimular
componentes celulares y humorales del sistema inmune del hospedero. Esta activacion también
esta condicionada a la union con receptores especificos (Smith et al, 2003; Rowan et al, 2003). Los
polisacéridos extraidos de estos hongos inmunocéuticos actiian principalmente activando el sistema
inmune del hospedero (Figura 1). Este proceso incluye la estimulacion de células dendriticas, NK
(natural killer), linfocitos CD4+, macrdofagos y la produccion de citoquinas (Wasser y Weis, 1999;
Halpern y Millar, 2002). Estas estructuras activan también la via alternativa del sistema del
complemento (Sutherland, 1998).

Muchos B-glucanos previenen la oncogénesis, al mostrar actividad antitumoral sobre varios
tumores singénicos y alogénicos, asi como ejercen un efecto antimetastizante, no atacando
directamente las células del tumor (Petrova et al, 2005).

De todos los hongos inmunomoduladores investigados, Lentinus edodes ha sido el mas estudiado
por sus interesantes efectos bioldgicos. Es la fuente de dos preparaciones, cuyas acciones
farmacologicas han sido bien estudiadas: el extracto de micelio de Lentinus edodes (LEM) y el
lentinano (Hobbs, 2000).

El Lentinano es capaz de restablecer la actividad suprimida de las células colaboradoras en
tumores a su estado normal, conduciendo a la restauracion de la respuesta inmune (Ooi y Liu
1999). También acelera la infiltracion de eosinoéfilos, neuitréfilos y granulocitos alrededor del
tejido afectado, e incrementa la produccion de especies reactivas de oxigeno y citoquinas por los
macrofagos del peritoneo (Hobbs, 2000). El Lentinano incrementa ademas la citotoxicidad de los
macroéfagos peritoneales contra la metastasis del tumor y puede activar las vias clésica y alternativa
del sistema complemento y asi escindir C3 en C3a y C3b, potenciando la activacion de los
macrofagos (Hobbs 2000).

Otra seta de gran interés terapéutico aunque no es un hongo comestible es Trametes versicolor.
Sus extractos acuosos han sido empleados en la medicina oriental por sus efectos medicinales,
especialmente en el tratamiento del cancer. De este hongo han sido extraidos dos compuestos:
PSK (Krestin) y PSP (complejo polisacarido proteina) (Wasser, 2002). Ambos han mostrando ser
efectivos en estudios preclinicos y clinicos en asociacion con la quimioterapia, contra muchos tipos
de cancer (Smith et al; 2003). Su actividad bioldgica se caracteriza por la capacidad de incrementar
el nimero de leucocitos, los niveles de y-interferon, interlequina-2 (IL-2), y la induccion de la
reaccion de hipersensibilidad retardada, estimular la apoptosis de las células cancerigenas y
disminuir significativamente los efectos adversos de la quimioterapia y radioterapia (Kanazawa et
al, 2003). PSP También incrementa significativamente la produccion de IL-1B y IL-6, mientras
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que disminuye sustancialmente la produccion de IL-8 en las células HL-60 de leucemia
promielocitica en humanos (Hsieh et al, 2002).

El esquizofilano, polisacarido derivado del hongo Schizophyllum commune del tipo B- (1,3)-D-
glucano, ha sido empleado en la terapia antitumoral clinica, junto con el 5-fluorouracilo,
incrementando el tiempo de supervivencia de los pacientes (Wasser et al, 2005). Otras evidencias
resaltan la activacion de macrdéfagos (in vitro e in vivo), con un posterior aumento en la actividad
de las células T (Mizuno, 1996).

Mas de 300 informes han sido publicados con relacidon a los componentes quimicos presentes en
Ganoderma lucidum (Reishi), tanto en micelio como cuerpos fructiferos, entre los que se incluyen
polisacaridos, terpenoides (acido ganodérico) y nucleédtidos (Kim y Kim, 1999; Gao et al, 2002;
Wasser, 2005 (b)).

Numerosos estudios preclinicos han evaluado el efecto antitumoral de extractos de Ganoderma
lucidum en una amplia variedad de tumores (Wang et al, 2002; Zhou et al, 2002). Tales extractos
inhiben la metéstasis e incrementan el tiempo de supervivencia en los biomodelos animales (Zhou
et al, 2002). El “Ganopoly” (extracto acuoso de Ganoderma lucidum) ha mostrado efectos
inmunoestimulantes en sistemas in vitro mediante la activacion de macrofagos, linfocitos T y
celtlas NK (Gao y Zhou, 2004). Adicionalmente, Ganopoly ha sido empleado en pacientes con
canceres avanzados (Gao y Zhou, 2004). Dichos efectos inmunomoduladores son atribuidos
mayoritariamente a la presencia de polisacaridos f-D-glucanos en el extracto (Wang et al, 2002;
Wasser, 2005 (b)).

Por otra parte, la administracion de un extracto de la seta Sparassis crispa via intraperitoneal a
ratones tratados con ciclofosfamida, produjo un incremento en el nimero de células NK, y
linfocitos T en el higado, bazo y cavidad peritoneal, asi como una rapida recuperacioén del nimero
de monocitos y granulocitos en dicha cavidad (Harada, et al, 2002).

Grifola frondosa (maitake) es uno de los hongos medicinales mas importantes y populares. Los
cuerpos fructiferos de este hongo contienen B-(1-3) y B-(1-6)-D-glucanos, en la fraccion
polisacaridica acuosa (Wasser y Weis, 1999; Stott y Mohammed, 2003).

La fraccion polisacaridica identificada como Fraccion-D, estimula la accion de los macrofagos y
aumenta la citotoxicidad de las células NK y células T-citotoxicas (Tc) que atacan a las células
tumorales (Kodama et al, 2005). También aumenta la eficiencia de las células
inmunocompetentes, incrementando los niveles de interleuquinas 1, 2 y linfoquinas. Las
fracciones de maitake ofrecen acciones antitumorales especificas, retardando el crecimiento de
tumores de colon, pulmones, estdmago, es6fago y de otros o6rganos (Kodama et al, 2002).

Agaricus brasiliensis (A. blazei) es usado ampliamente por mas de 500 000 personas para la
prevencion del cancer y como adyuvante asociado al uso de farmacos quimio-terapéuticos
(Takaku et al,2001). Del cuerpo fructifero de este hongo comestible han sido aislados glucanos -
(1-3) con ramificaciones B-(1-6) y complejos polisacaridos-proteinas, demostrando actividad
antitumoral pronunciada contra el sarcoma 180 en modelos animales (Tsuchida et al, 2001;
Mizuno, 2002).

10
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Una fraccion homogénea (Ab-2-2n) de este hongo aislada por extraccion acuosa a altas
temperaturas, fue estudiada in vitro, exhibiendo efectos estimulantes en la proliferacion de
linfocitos T y B (Tsuchida et al, 2001; Dong et al, 2002). Un extracto alcohdlico del micelio
indujo la expresion del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y un aumento en los niveles de
6xido nitrico en macrofagos (Sorimachi et al, 2001). Otras fracciones polisacaridicas de micelio y
cuerpo fructiferos, activan la via alternativa del sistema de complemento (Shimizu et al, 2002).

En otro estudio se investig6 el efecto del pleurano, B-D glucano aislado del cuerpo fructifero de
Pleurotus ostreatus por extraccion con NaOH, en el estado antioxidante y el desarrollo de lesiones
precancerosas en el colon, en ratas Wistar machos. Se emple6 una dieta con pleurano o celulosa al
10% y se compar6 con una dieta libre de celulosa. La reduccion mas significativa de las lesiones
precancerosas fue obtenida con la dieta del pleurano (Nosélova, 2001).

Sujatha et al (2005) evaluaron en modelos in vitro la actividad citotoxica, antioxidante y
antimicrobiana de un extracto etandlico y otro acuoso de Pleurotus sajor-caju, P. cystidiosus y P.
hungarian sobre el carcinoma de piel (KB), cervix (CasKi) y colon (HT29), mostrando que
dichos extractos inhibian el crecimiento tumoral.

En un estudio realizado por Morris et al (2003), se evaluaron los efectos inmunomoduladores de
extractos acuosos del micelio de Pleurotus spp en animales tratados con ciclofosfamida, y se
evidencié un incremento en la actividad del sistema monocito-macréfago, reflejado en el aumento
del numero de células en el exudado peritoneal, la fagocitosis in vivo de macréfagos peritoneales y
la actividad fagocitica de células de Kupffer y macréfagos esplénicos.

1.4.2- Otros compuestos inmunomoduladores y antitumorales derivados de las setas
comestibles.

Si bien los polisacaridos son los compuestos bioactivos mejor conocidos de las setas comestibles,
a los que se les atribuyen los principales efectos antitumorales e inmunomoduladores, otras
sustancias presentes en el micelio y cuerpos fructiferos, son portadoras también de algunas de
estas propiedades.

Entre estos compuestos derivados de hongos comestibles-medicinales figuran algunos
metabolitos secundarios de bajo peso molecular como, lactonas, terpenoides, alcaloides,
antibioticos y agentes quelantes, los cuales son importantes para la funcion inmune del organismo,
y se utilizan por ser agentes terapéuticos contra el cancer. (Wasser y Weiss, 1999; Petrova et al,
2005) (Tabla 1).

Otros componentes de gran interés terapéutico presentes en los hongos comestibles-medicinales
son las enzimas, tal es el caso de la lacasa, superdxido dismutasa, glucosa oxidasa y peroxidasa.
Estas han mostrado que la enzimoterapia podria desempefiar un importante papel en diferentes
condiciones clinicas, como es en el tratamiento del cancer, prevencion del estrés oxidativo,
desérdenes cardiovasculares e inhibicion del crecimiento celular (Osawski y Lopez, 1996;
Gubareva, 1998).

11
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1.4.3- Otros efectos terapéuticos

Los basidiomicetos producen una amplia gama de productos naturales, que abarca desde
componentes estructurales con actividad antitumoral e inmunoldgicamente activos, hasta agentes
antimicrobianos, antifiingicos, antivirales, citostaticos, enzimas, reguladores de crecimiento y
sustancias aromaticas (Brizuela, 1998).

Las propiedades antitumorales e inmunomoduladoras de sustancias obtenidas en el micelio y
cuerpos fructiferos de estos hongos han sido las mas estudiadas hasta la fecha. No obstante, el
espectro de propiedades beneficiosas sobre la salud humana de estos compuestos bioactivos,
presentes en diferentes géneros de setas comestibles, abarcan otros efectos (Tabla 2).

1.4.4- Preparaciones comerciales derivadas de setas comestibles

Las preparaciones comerciales con fines terapéuticos a base de setas comestibles, se encuentran
disponibles actualmente en muchos paises. Algunas se presentan en diferentes formas
farmacéuticas, aunque otras se expenden como suplementos alimenticios y formas menos
convencionales como vinos y té (Tabla 3).

Todavia no se puede hablar de un mercado de productos obtenidos de setas comestibles, que
satisfaga las necesidades de la terapéutica clinica. Es necesario seguir estudiando los principios
bioactivos con mayores posibilidades al respecto, sus posibles interacciones con receptores
celulares, establecer estrategias tecnologicas para la elaboracion de la forma farmacéutica en que se
administraran, estudiar los aspectos famacocinéticos, asi como los parametros de estabilidad y
calidad de dichas formulaciones.

1.5 Fisiopatologia de la malnutricién proteico-energética (MPE). Afectaciones en el sistema
inmune.

La malnutricién proteico-energética o malnutricion proteico-caldrica se atribuye principalmente
a una dieta deficiente en proteinas y/o energia, incapaz de cubrir las necesidades del propio
individuo (Keusch, 2003). La MPE es en general secundaria a diferentes enfermedades y, a
menudo, a la falta de rapidez por parte del personal sanitario en realizar el diagnostico y establecer
una nutricion correcta (Farreras et al, 2000).

La MPE puede estar causada por un aporte energético o proteico insuficiente, por una mayor
pérdida de nutrientes o por el incremento de las necesidades nutricionales. La MPE puede
desarrollarse de forma lenta durante una enfermedad crénica o un ayuno parcial o bien de forma
rapida ante una enfermedad aguda (Candela et al, 2003; Shills et al, 2005). La fisiopatologia y las
consecuencias de estas dos situaciones son distintas (Farreras et al, 2000).

Desde un punto de vista metabdlico, el paciente malnutrido presenta una reduccién corporal
proteica mas o menos importante en funciéon del grado de desnutricion. El compartimiento
proteico muscular puede estar reducido hasta un 50%. El recambio proteico se encuentra
disminuido, afectdndose tanto la sintesis como el catabolismo de las proteinas de sintesis hepatica,

12
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como albumina, transferrina, ceruloplasmina, proteina de enlace ligada al retinol, fibrinogeno y
diferentes factores de coagulacion (Farreras et al, 2000; Manual Merck, 1999).

La MPE per se, causa diferentes alteraciones de la funcion gastrointestinal. A menudo se hallan
comprometidas la digestion y la absorcion intestinal de nutrientes, lo que dificulta la alimentacion
por la via mas fisiologica (via oral). La barrera bactericida géstrica se halla comprometida,
observandose atrofia de la mucosa y disminucion de la secrecion de hidrogeniones. Se produce
una disminucion de la motilidad intestinal y de las secreciones pancredtica y biliar. También se
produce una reduccion de la secrecion de IgA, con aumento de la adherencia bacteriana a la
mucosa (Escherichia coli), favoreciendo la absorcion de endotoxinas (Farreras et al, 2000). Todo
ello, junto a las alteraciones de la respuesta inmune, hace que los pacientes malnutridos presenten
una mayor incidencia de sepsis de origen intestinal y de procesos alérgicos (Manual Merck, 1999).

Puede afirmarse que ningln sistema esta exento a las alteraciones causadas por la MPE. El
tamafio del higado suele reducirse, aunque también puede producirse una hepatomegalia
secundaria a infiltraciéon de grasa. Las funciones cardiaca, pulmonar y renal suelen también
encontrarse afectadas por la propia MPE. (Farreras et al, 2000).

Las alteraciones inmunolédgicas y las complicaciones derivadas, son probablemente las
consecuencias mas importantes de la MPE. Numerosos estudios han demostrado la gran
susceptibilidad de los pacientes malnutridos a la infeccion, teniendo en cuenta que una amplia
variedad de nutrientes esenciales para garantizar una adecuada salud, tienen un impacto sobre la
inmunocompetencia del huésped (Chandra, 1997; Lesourd, 2000; Calder y Kew, 2002).

Cualquier analisis de los efectos de las deficiencias nutricionales sobre la respuesta inmune debe
ser llevado a cabo en el contexto de dos aspectos fundamentales. En primer lugar, debe tenerse en
cuenta la heterogeneidad y complejidad de las células inmunocompetentes, sus subpoblaciones,
sus sistemas inductores-reguladores y la necesaria interaccion entre todos sus componentes para
que la respuesta sea normal. Por otra parte, es necesario considerar que la malnutriciéon es un
sindrome complejo y la afectacion del sistema inmune puede ser el resultado de una o mas
deficiencias nutricionales del individuo (Sanchez, 1999).

La disfuncion inmunoldgica asociada con malnutricion ha sido denominada sindrome de
deficiencia inmune adquirida nutricionalmente (SDIAN) (Beisel, 1996), y es muy frecuentes en
nifios y ancianos.

Los primeros efectos de la malnutricion sobre la funciéon inmunitaria fueron estudiados en nifios
que sufrian MPE. En estos casos, la integridad epitelial estaba reducida, lo que los tornaba mas
susceptibles a microorganismos invasores. Otros estudios documentaron una reduccion de la
actividad de neutrofilos. Con respecto a la inmunidad adquirida, el nimero de células T y B
circulantes era menor, en asociacion con una pérdida de la funcion de las células T y la
disminucioén de las respuestas de anticuerpos (Bowman y Russell, 2003).

Los factores nutricionales inciden en el mantenimiento y desarrollo de la inmunocompetencia
mediante multiples vias y mecanismos. La MPE causa una atrofia generalizada de los tejidos
linfoides, fundamentalmente en nifios. El timo, el bazo, las amigdalas, las placas de Peyer y los
nddulos linfaticos son seriamente afectados, con evidencias histologicas de atrofia significativa en
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las areas de linfocitos T. Por esta razon, la inmunidad celular se encuentra seriamente
comprometida (Keusch, 2003). En los tejidos evaluados, las regiones B muestran menos
afectacion y conservan de forma general, los centros germinales ricos en linfocitos B.

Numerosos experimentos han reconocido que la respuesta inmune mediada por células y la
funcién de los linfocitos T son las mas afectadas en procesos de malnutriciéon proteico-energética
(Lesourd, 2004). La inmunidad celular se ha estudiado en estados de MPE mediante pruebas en
nifios desnutridos, con pérdida de la hipersensibilidad retardada cutdnea, asociada con bajos
niveles de proteinas séricas totales (Chandra, 1992).

Aunque la inmunidad humoral no se afecta seriamente en la MPE, es importante tener en cuenta
que la deficiencia proteica y de aminoacidos esenciales incide negativamente en la sintesis de
proteinas vinculadas con los mecanismos inespecificos y especificos de defensa del huésped
(Beisel, 1991, Lesourd, 2000).

También se observd una reduccion de los niveles de IgA, lo que sugiere una afectacion en la
inmunidad de mucosas contribuyendo al incremento de la severidad de las infecciones. Es por
esto, que resulta necesario el incremento de los estudios que permitan la manipulacion de
elementos de la dieta con el objetivo de lograr una inmunidad en las mucosas del tracto
gastrointestinal y el tracto respiratorio superior (Li et al, 1998; Rolle et al, 2004).

Por otra parte, los mecanismos inespecificos de proteccion del huésped incluyen la piel, las
membranas mucosas, el interferon, la lisozima, el sistema complemento y la fagocitosis. Estos
dos ultimos actiian conjuntamente con los mecanismos inmunes especificos y funcionan mediante
la inmunidad mediada por células y la inmunidad humoral (Lesourd, 2004).

La MPE se ha asociado con una deficiente actividad total del sistema de complemento con
concentraciones reducidas de los componentes C3, C5, el factor B y la actividad hemolitica total.
La funcion del complemento como opsonina esencial, sufre afectaciones al disminuir algunos de
sus componentes asi como el complemento hemolitico total en pacientes desnutridos (Sanchez,
1999).

El proceso de fagocitosis se ve desfavorecido en la MPE. Las afectaciones de la fagocitosis en la
MPE se relacionan con la quimiotaxis, el reconocimiento opsonico y una deficiente capacidad
bactericida, aspectos que aparecen descritos en la literatura (Chandra, 1991).

Aunque existe poca informacion acerca de los mecanismos que constituyen las primeras lineas de
defensa del organismo, se han detectado niveles disminuidos de lisozima en plasma, saliva,
lagrimas y otras secreciones, como consecuencia de su sintesis reducida y por su elevada
excrecion urinaria (Chandra, 1992). La deficiencia de cualquiera de los mecanismos de proteccion
del organismo incide negativamente, en primer lugar, en la respuesta inflamatoria, lo que conlleva
a un incremento en la frecuencia de infecciones por bacterias, hongos, virus y parasitos (Albers et
al, 2005)

El tratamiento nutricional podria, mediante el empleo de substratos especificos, mejorar la
situacion de defensa y, por tanto, intentar disminuir las complicaciones infecciosas y sus
consecuencias (disfuncion multiorganica, estancia hospitalaria, mortalidad, etc.). Este concepto es
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denominado "inmunonutricion® (Chandra, 1991; Ortiz y Celaya, 1998), aunque, dado que su
objetivo final es el de mejorar la recuperacion global del organismo, podria denominarse con
mayor propiedad "nutricion sistema-especifica". La base de este concepto anterior estriba en el
empleo de diferentes sustratos (inmunonutrientes) que estimulan la respuesta inmunitaria, que ha
sido deprimida ante una situacion de agresion, como los estados de malnutricion adquiridos como
resultantes de sepsis severas y presentes en pacientes traumaticos y posquirirgicos, entre otros.

Entre los sustratos reconocidos actualmente como inmunonutrientes se encuentran la arginina,
glutamina, los aminoacidos de cadena ramificada, los acidos grasos de la serie omega-3, los
nucleotidos, la fibra dietética, asi como también algunas vitaminas y minerales (Heys et al, 2004).
Los aminoacidos como la arginina y glutamina, resultan imprescindibles en situaciones de alto
estrés o lesion intestinal grave y de baja respuesta en las defensas del sistema inmunitario. Estamos
ya, en un campo-frontera en el que la nutriciéon pasa el dintel del farmaco y se expone a la
denominacién de “nutricéutico”.

1.5.1- Inmunonutricién con setas comestibles

La inmunonutriciéon con setas comestibles podria representar una opcion atractiva, tomando en
cuenta la amplia gama de inmunonutrientes que estas contienen (como los acidos grasos ®-3),
diferentes vitaminas (C, B1, B2, niacina y 4cido f6lico), carbohidratos, fibra dietética y proteinas
como fuente de aminoéacidos. Ademas, diversos compuestos aislados de estos hongos, como los
polisacaridos (especificamente B-D-glucanos) han demostrado ser potentes inmunomoduladores
constituyendo una herramienta util en la terapéutica nutricional "preventiva" contra muchas
enfermedades, entre ellas el cancer (Costa et al, 2006).

En Asia, la alimentacion con hongos ha sido ampliamente reconocida por traer aparejados
beneficios nutricionales, los cuales mejoran también la funcion inmune del organismo. En Japon,
un extracto de Coriolus versicolor, se utiliza para reducir los efectos secundarios asociados con la
quimioterapia (Hobbs, 2004).

Por otro lado, diversas investigaciones han evidenciado la actividad bioldgica de glucanos
administrados oralmente a animales de laboratorio, lo que se atribuye a la existencia y actividad de
un sistema de inmunidad mucosal, compuesto por el tejido linfoide asociado al intestino (GALT) y
al resto de los compartimentos mucosales. En estos estudios, los glucanos administrados
oralmente incrementaron la supervivencia de los ratones retados con Staphylococcus aureus y
Candida albicans. (Rice et al, 2005).

El incremento de la produccion de hongos comestibles y de los compuestos derivados de ellos, es
estimulado por el hecho de que constituyen alimentos saludables, al presentar una combinacion
unica de nutrientes, son una fuente de suplementos dietéticos y modifican la respuesta bioldgica
del hospedero (Didukh et al, 2003).

Todo lo analizado, evidencia que el estudio de las afectaciones provocadas por la MPE en la
respuesta inmune permitiria la manipulacion nutricional de los individuos que la padecen, siendo
un mecanismo que disminuiria la susceptibilidad a las infecciones en personas tan vulnerables
como los ancianos y nifios con bajo peso al nacer y en numerosas enfermedades cronicas.
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Figura 1: Mecanismo de accion de p-glucanos propuesto para
los hongos medicinales. (Wasser and Weis, 1999)

Leyenda:
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Shiitake: Lentinus edodes
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Tabla 1. Otros compuestos inmunomoduladores y antitumorales derivados de las setas comestibles.

Compuesto bioactivo Fuente Accién Tipo de Referencias
Farmacolégica tumor Bibliograficas
Triterpeno Inonotus obliquus ~ Antitumoral Carcino- Shin et al, 2000
sarcoma
Walter 265
Ester del acido fenetil Phellinus linteus Antitumoral Cancer de Nakamura et al,
cafeico (CAPE) Agaricus bisporus ~ Antitumoral mama MFC-7 2003
Lentinus edodes Antitumoral Mattila et al, 2001
Acido linoleico Agaricus bisporus ~ Antitumoral Céancer de Shiuan et al, 2006
Acido linolénico mama MFC-7
Acidos ganodéricos Ay  Ganoderma Antitumoral Lee et al, 1998
C (triterpenos) lucidum




Tabla 2. Otros efectos terapéuticos de compuestos derivados de las setas comestibles.

Accion Fuente Producto Referencias
Farmacolégica Bibliograficas
Cardiovascular Pleurotus ostreatus-  Extracto Hidro- Wasser y Weis, 1999

(hipocolesterolémico Lentinus edodes- alcoholico. Mizuno, 1995
, hipotensor). Grifola frondosa- Extracto acuoso Fukushima et al, 2001
Ganoderma lucidum Wasser, 2005 (b)
Hipoglicemiante Grifola frondosa Horio y Ohtsuru, 2001

Manohar et al, 2002

Tabla 3. Preparaciones comerciales derivadas de setas comestibles.

Fuente Producto comercial Referencias
Bibliograficas
Coriolus versicolor Krestin®(Tabletas) Stamets, 2000
Lentinus edodes Solucion, capsulas, Stamets, 2000,
Ganoderma lucidum tinturas y tabletas. Wasser, 2005 (a)
Extractos, té, siropes, Hobbs, 2000
vinos, concentrados. McKenna et al, 2002
Combinacion de Triton® (Tabletas y Mycology Research
Cordyceps sinensis, capsulas). Laboratories Ltd.
Ganoderma lucidu) y (MRL) y Gourmet

Lentinus edades.

Cordyceps sinensis

Mushrooms Inc., 2004.

Tien-Hsien (Solucion) Sun et al, 2004




Materiales y Métodos

Las investigaciones se llevaron a cabo en el Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial
(CEBI) de la Facultad de Ciencias Naturales, Universidad de Oriente.

2.1- Microorganismo utilizado.

Se utilizo la cepa de Pleurotus spp. (CCEBI-3024), depositada en la Coleccion de Cultivos del
CEBIL. Los cuerpos fructiferos fueron obtenidos por fermentaciéon en estado sélido utilizando como
sustrato una mezcla de pulpa de café y fibras de coco, bajo las condiciones de cultivo adecuadas
referidas por Bermudez et al (2001).

2.2- Obtencidn y caracterizacion del extracto acuoso de Pleurotus spp. (F-1).

Para la obtencion del extracto acuoso de Pleurotus spp. (F-I), se utilizaron 500 g de cuerpos
fructiferos, cortados en pequefias piezas de 1 cm” a las que se adiciond 3 mL de agua destilada por
cada gramo de biomasa. Se procedi6é luego a la extracciéon durante 3 horas a 20 °C con agitacion
continua a 150 rpm en zaranda (modelo, Mizard. 2001). La suspension fue filtrada a través de
gasa estéril y se centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos en centrifuga Hitachi Kokico modelo
SCR 7B. El extracto resultante (F-I) fue conservado a -20°C hasta el momento de la utilizacion.

2.2.1- Determinacién de los componentes macromoleculares presentes en F-I.
2.2.1.1 Determinacion de nucleotidos totales.

El contenido de nucledtidos totales, fue determinado espectrofotométricamente a través del
método de Rut (1973), en funcién de los valores de absorbancia de los nucleétidos a 270 nm. Las
lecturas fueron corregidas restando los valores de A9 nm, para eliminar las interferencias causadas
presentes en el extracto.

2.2.1.2 Determinacion de la concentracion de proteinas.

La concentracion de proteinas fue estimada por el método de Lowry et al. (1951). Se utilizé como
sustancia patron, seroalbumina bovina (BSA) (BDH); se midié la A 450 nm y €l contenido de
proteina fue referido a una curva de calibracion realizada con una solucion de BSA de
concentracion igual a 1.84 mg/mL. La absorbancia fue medida en un espectrofotometro Ultrospec
III, Pharmacia LKB.

2.2.1.3 Determinacion de Carbohidratos totales.
Los carbohidratos totales en el extracto se determinaron por el método del fenol-sulfirico
(Dubois et al,1956). Se midio6 la A 490 nm Y la concentracion fue referida a una curva de calibracion

preparada con una solucion de glucosa (100 pg/mL) (Fluka). La absorbancia fue medida en un
espectrofotometro Ultrospec 111, Pharmacia LKB.
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2.2.2- Tamizaje fitoquimico.

Se realizé el tamizaje fitoquimico del extracto acuoso F-I, utilizando los ensayos descritos en la
Guia Metodologica para la investigacion de las plantas medicinales, empleandose tres réplicas para
cada ensayo. (Guia metodologica de Salud Publica.1997).

2.2.3- Evaluacion de la actividad enzimatica lacasa.

La actividad lacasa (enzima fenol-oxidasa) se determind por el monitoreo de la oxidacion del
guayacol (orto-metoxifeno) a 470 nm (g5= 6740 M'cm™) en una mezcla de reaccion que contiene
10 mmol/L de guayacol en 0,1 mol/L de tampdn fosfato a pH 6, para un volumen final de reaccion
de ImL (Marques de Souza y Peralta, 2003).

2.2.4- Determinacién de endotoxinas.

El contenido de endotoxinas (LPS) en F-I, se estimd por el ensayo colorimétrico LAL (Limulus
Test Chromogenix) descrito por la FDA (Food and Drug Administration, 1987), usando LPS de
E.coli. 0113 : HIOK como referencia. Los ensayos fueron realizados en la Unidad de Desarrollo
del Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB, La Habana).

2.3- Animales y dietas.

En los diferentes experimentos se utilizaron ratones Balb/c, hembras de 8 semanas, con un peso
corporal entre 18 y 20 g, libres de patdogenos, procedentes del Laboratorio de Anticuerpos y
Biomodelos Experimentales (LABEX®, Santiago de Cuba). En el cuidado de animales se
emplearon condiciones sanitarias convencionales, y se mantuvieron a temperatura y humedad
ambiental durante todo el experimento. Los animales se alimentaron ad libitum con pienso
comercial para ratones (Ratonina, Centro Nacional para la Produccion de Animales de
Laboratorio, CENPALAB, La Habana) con anterioridad a su distribucion en los distintos
tratamientos.

2.3.1- Disefio experimental.

Los animales fueron distribuidos de forma aleatorizada en cuatro grupos experimentales de 10
ratones cada uno. Tres de los grupos se sometieron a un régimen de restriccion dietética hasta la
pérdida de aproximadamente el 25% de su peso inicial con el objetivo de inducir el estado de
malnutricién proteico-energética. Esta condicion se alcanzo al transcurrir tres dias de deplecion
alimentaria, se procedid luego al sacrificio de 10 animales por dislocacion rapida de la cervical
(Grupo Malnutrido, M). Los restantes animales fueron asignados de forma aleatoria a los grupos
M-DC y M-(F-1), que se alimentaron ad libitum con pienso comercial para ratones durante un
periodo de replecion de ocho dias. A los animales de la variante M-(F-1) se les administro
adicionalmente por via oral, 0.2 mL del extracto acuoso de Pleurotus spp., equivalente
aproximadamente a una dosis de 100 mg/kg de peso. Dicha administracion se realizo en las
mafianas de forma diaria y a la misma hora. El peso de los animales durante la etapa de replecion
fue controlado diariamente en una balanza técnica (Owa Labor). Un grupo control, fue
alimentado con la dieta convencional durante todo el periodo de experimentacion.

17



Materiales y Métodos

2.4- Determinacion de parametros hematoldgicos.

Al dia siguiente de culminar el periodo experimental, se tomaron muestras de sangre por el
plexo retroorbital de cada animal empleando capilares heparinizados. La sangre fue colectada en
viales que contenian una gota del anticoagulante.

Para el conteo total de leucocitos se tomaron 20 puL de sangre, los que se afiadieron en viales que
contenian 0.4 mL de acido acético al 2%. Se homogeneiz6 y se procedid al conteo en cdmara de

Neubauer (Alemania) en microscopio Optico (Zasilacz Mikroskopowy typ TVO, Polonia). El
resultado fue expresado en 10°células/L (Davidsohn y Nelson, 1985).

2.5 Concentracion de proteinas séricas totales.

La concentracién de proteinas séricas totales se determind por el método de Biuret (Mc Murray,
1988).

2.6- Evaluaciones bioquimicas en sistema digestivo.
2.6.1- Contenido de proteinas totales en higado.

Los extractos hepaticos fueron obtenidos por homogeneizacion de las muestras con tampon
fosfato salino 0.01 mol/L pH 7.4 (1:3 m/v) en un bafio de hielo. El contenido de proteinas totales
en los extractos se determind segun el método de Lowry (Lowry et al., 1951).

2.6.2- Determinaciones bioquimicas en intestino delgado.

Se tomaron segmentos de intestino delgado de aproximadamente 10 cm de longitud a partir del
ligamento de Treitz o flexura duodenoyeyunal. Los segmentos fueron lavados de forma exhaustiva
con tampodn fosfato salino 0.01 mol/L pH 6.0 en un bafio de hielo. Luego de practicar una incisién
longitudinal y limpiar suavemente con gasa, se raspd la mucosa con una lamina de vidrio y se
deposito el contenido en viales previamente tarados en una balanza analitica electronica (ER-182
A, Japon), estimando asi la masa de la mucosa yeyunal.

La homogeneizacion de la mucosa se efectud en el propio vial con tampoén fosfato salino 0.01
mol/L pH 6.0 (1:3 m/v). En los extractos se cuantificaron las concentraciones de proteinas totales
por el método de Lowry (Lowry et al., 1951) y ADN, mediante la reaccion con la difenilamina
segiin Burton (1956).

2.7- Evaluacion de la inmunidad innata.

2.7.1- Celularidad en el exudado peritoneal.

Al término del periodo de replecion y luego del sacrificio de los ratones, se inyectd por via
intraperitoneal (i.p) 5 mL de solucion de Hanks. Se realiz6 a continuacién una incision y se
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colectaron las células de la cavidad con pipeta Pasteur. La celularidad fue estimada en cdmara de
Neubauer (Alemania) al microscopio optico (Zasilacz Mikroskopowy typ TVO, Polonia).

2.7.2- Actividad fagocitica de células de Kupffer y macrofagos esplénicos.

Al octavo dia se administré a los ratones seleccionados de los grupos M-DC y M-(F-I) por via
endovenosa (a través de la vena de la cola), 0.2 mL de una suspension de carbon coloidal. Dicha
suspension se compone de: 3 mL de tinta negra Pelikan (Pelikan, AG, Alemania), 4 mL de
solucion salina y 4 mL de solucioén de gelatina al 3%. A los 5 minutos de la administracion del
carbon coloidal se tomo una alicuota de sangre de 50 pL por el plexo retroorbital con un caplilar
de hematocrito heparinizado. La sangre se mezclo en un tubo de ensayo con 4 mL de carbonato de
sodio al 0.1% y la concentracion del carbon coloidal fue estimada por la absorbancia de la muestra
a 675 nm en un espectofotoémetro UV-VIS (Ultrospec III, Pharmacia LKB). El aclaramiento del
carbon coloidal se expresé mediante la relacion de las absorbancias de los grupos M-DC y M-(F-I)
a los 5 minutos de la administracion de la solucion de carbon coloidal, respecto a la absorbancia
del grupo control.

2.7.3- Celularidad del bazo.

La suspension de células esplénicas se prepard homogeneizando suavemente el bazo con solucion
de Hanks helada, pasandola luego a través de una gasa antiséptica (Johnson and Johnson Medical,
TX, USA). Las células fueron contadas en cémara de Neubauer (Alemania) en un microscopio
optico (Zasilacz Mikroskopowy typ TVO, Polonia).

2.8- Evaluacion de la inmunidad especifica.
2.8.1- Evaluacién de la inmunidad humoral.

La inmunidad humoral se evalué mediante dos esquemas de inmunizacion con antigenos
diferentes. El disefio de este experimento se llevo a cabo de la siguiente forma:

» Inmunizacion con un antigeno timo-dependiente (eritrocitos de carnero).

Se conformaron tres grupos experimentales de cinco ratones cada uno. Dos grupos
experimentales (M-DC y M-(F-I) fueron sometidos a un régimen de restriccion dietética hasta la
pérdida de aproximadamente el 25% de su peso. Al término de la deplecion se le restituyo a
ambos grupos la dieta convencional (dia 0) y al grupo M-(F-I) se le administr6 adicionalmente y
de forma diaria por via oral, dosis de 100 mg/kg del extracto F-I durante 14 dias.

El dia 0 se le inocul6 a ambos grupos por via intraperitoneal el antigeno (0.2 mL de una solucién
de eritrocitos de carnero al 25%, en solucién salina fisiologica, LABEX®); el volumen
administrado de la suspension celular equivale aproximadamente a una cantidad de 2 x 10° células/
raton. A los siete dias se tomaron 50 puL de sangre por el plexo retroorbital para la titulacion de los
anticuerpos anti-eritrocitos de carnero por el método de hemaglutinacion directa (Pico et al, 1997).
Ese mismo dia se realiz6 la segunda inoculacion del antigeno. En el dia catorce del esquema se
extrajo nuevamente sangre para la titulacion de los anticuerpos.
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El grupo control consumi6 durante todo el periodo experimental pienso comercial para para la
especie y fue sometido al esquema de inmunizacion descrito con anterioridad para los grupos M-
DCy M-(F-D).

» Inmunizacion con un antigeno timo-independiente (lipopolisacarido).

El lipopolisacarido (LPS) fue obtenido a partir de Pseudomonas aeruginosa mediante tratamiento
con fenol acuoso caliente (Westphal et al., 1952).

Los grupos de trabajo fueron conformados de forma similar al experimento anterior. El esquema
de inmunizacion fue analogo al desarrollado con el antigeno timo-dependiente, a excepcion de la
titulaciéon de anticuerpos anti-lipopolisacarido la cual se realizd so6lo a los catorce dias. Se
inoculd via i.p. 50 pg del antigeno/raton contenido en un volumen de 0.2 mL de solucion salina. El
método empleado para la titulacion fue hemaglutinacion pasiva (Pico et al, 1997), que requiere una
previa sensibilizacién de los eritrocitos de carnero con el lipopolisacarido, como se describe a
continuacion:

e Lavar los eritrocitos de carnero tres veces con solucion salina fisioldgica, centrifugar a 2500
rpm por 10 minutos y eliminar el sobrenadante.

e Preparar una suspension de eritrocitos de carnero al 10% con 0.5 mL de la solucion de

lipopolisacarido.

Incubar la mezcla 1 h a 37°C.

Lavar los hematies recubiertos tres veces con solucion salina fisioldgica para eliminar el

antigeno libre.

Afadir el volumen de solucion salina fisioldgica necesario para hacer una suspension al 2% de

los eritrocitos de carnero sensibilizados con el lipopolisacarido.

Se emplearon como controles:

e 50 pL de suspension al 2% de eritrocitos de carnero sensibilizados + 50uL de solucién salina
fisiologica.

e 50 pL de suspencion al 2% de eritrocitos de carnero no sensibilizados + 50 uL de solucion
salina fisiologica.

e 50 pL de suspension al 2% de eritrocitos de carnero no sensibilizados + 50 uL del suero
problema sin diluir.

Para ambos métodos de titulacién, se emplearon placas de microtitulacién de 96 pozos con forma
de “V” (Nunc, Dinamarca). El titulo de anticuerpos se defini6 como el reciproco de la mayor
dilucion positiva del suero en la reaccion de hemaglutinacion y fue expresado como el Log , de los
valores obtenidos

2.8.2- Evaluacion de la inmunidad celular.
La respuesta inmune celular se evalué6 mediante el ensayo de hipersensibilidad retardada (HR)
segiin Kim et al, (1998). Las variantes experimentales se conformaron segiin el experimento de la

respuesta inmune humoral y la replecién dur6 ocho dias. El dia 0 los ratones fueron sensibilizados
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por la inoculacidon intradérmica (i.d.) en dos sitios del abdomen de 50 pl de una solucion de
seroalbumina bovina (BSA) 5 mg/ mL en Adyuvante Completo de Freund (Sigma, St. Louis, MO).
A los ocho dias los animales se retaron por via i.d. en el cojinete de la pata trasera izquierda con 20
uL de la solucion de BSA 5 mg/ mL. En el cojinete de la pata derecha se inoculd un volumen
similar de solucion salina tamponada con fosfato (SSTF). La medicion de la induracion se realizéd
con un micrémetro (Schwyz, Argentina) a las 24 h del reto. La respuesta HR se expres6 como la
diferencia entre la magnitud del edema en la pata inoculada con el antigeno y su valor en la pata
inyectada con SSTF.

2.9- Andlisis macroscopico de los 6rganos y determinacién del peso relativo.

Después del sacrificio de los animales, se realizo el andlisis de las caracteristicas morfologicas del
higado y bazo, tales como volumen, consistencia, color, distribucién anatémica y posibles
alteraciones macroscopicas. Los higados y bazos fueron pesados en balanza analitica electronica
(ER-182 A, Japon) y se determind luego el peso relativo en funciéon del peso corporal de los
animales.

2.10- Andlisis estadistico.

Los datos experimentales correspondientes a la evaluacion de las propiedades inmunocéuticas
del extracto F-I en el biomodelo de malnutricién proteico energética se analizaron mediante el
paquete estadistico STATGRAPHICS Plus para Windows 5.1, 2002. Los resultados se procesaron
aplicando un andlisis de varianza de clasificacion simple (disefio completamente aleatorizado)
acoplado a la prueba de rangos multiples de Duncan para establecer entre cuales de las medias de
la variable analizada existian diferencias significativas. (Sigarroa, 1985).

En el experimento relacionado con el aclaramiento de carbdn coloidal, la comparacion entre los

dos grupos considerados (M-DC y M-(F-I)), se realiz6 a través de la prueba de la t de Student para
un nivel de significacion de P< 0.05 (Sigarroa, 1985).
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3.1- Caracterizacion bioquimica del extracto F-1 y relaciéon con sus propiedades medicinales
potenciales.

Las setas comestibles forman parte de la cultura culinaria en algunos paises, y se han empleado
durante largo tiempo en la medicina tradicional en numerosas regiones del planeta. De forma
particular, se encuentran recogidas en las farmacopeas de la medicina tradicional asidtica. De igual
manera, los extractos derivados de estas han sido utilizados a nivel comunitario para tratar y
prevenir algunos tipos de cancer en Asia.

Muchos de estos extractos han sido caracterizados desde el punto de vista quimico, y en ellos se
ha referido la presencia de sustancias bioactivas que exhiben determinadas propiedades
terapéuticas. Entre los compuestos aislados de elevado peso molecular, se encuentran
mayoritariamente ciertas proteinas, polisacéridos, lipopolisacaridos y glucoproteinas (Wasser et
al, 2005).

En nuestro trabajo, se procedi6 a la obtencidon y caracterizacion bioquimica del extracto
hidrosoluble crudo (F-I), a partir de la extraccion acuosa de los cuerpos fructiferos a 20°C durante
3 h, con la finalidad de preservar la integridad no sélo de las proteinas, sino de las restantes
moléculas termolédbiles presentes en la seta. La composicion bioquimica del extracto mostré un
43% de carbohidratos totales, un 35% de proteinas y un 0,11 % de nucledtidos.

En una investigacion precedente desarrollada por nuestro grupo de trabajo, se caracterizaron
parcialmente extractos acuosos del micelio de Pleurotus spp.(CCEBI-3024) obtenidos mediante
cultivo sumergido y fermentaciéon en estado solido. Los extractos fueron preparados a alta
temperatura (95°C) y mostraron valores de carbohidratos totales de 70.4% y 32,6%,
respectivamente. En el caso de las proteinas la concentracion fue de un 15 y 28,6%,
respectivamente (Beltran et al, 2005).

Por otra parte, Stamets (2000) refirid la composicion quimica de un extracto de cuerpos fructiferos
de Ganoderma 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 Lentinus edodes mostr6é una concentracion
de carbohidratos totales y proteinas de un 58-60 % y 20-23 % respectivamente (Hobbs, 2000).

La diferencia cualitativa y cuantitativa en la composicion bioquimica de los extractos depende de
los distintos géneros y especies de setas, de las condiciones de cultivo asi como de los procesos de
extraccion utilizados en su obtencion (McKenna et al, 2002).

Otros componentes activos de interés terapéutico menos estudiados, comprenden algunas
sustancias de bajo peso molecular, derivados de algunos intermediarios del metabolismo primario
(Zaidman et al, 2005). Estos compuestos que no estan involucrados en los procesos metabolicos
del organismo, tales como la generacion de energia y la formaciéon de membranas celulares, entre
otros, se conocen como metabolitos secundarios (Petrova et al, 2005). Los triterpenos y sus
derivados, flavonoides, esteroides, derivados de lipidos, etc.; son algunos de los metabolitos
secundarios que presentan propiedades medicinales, entre las que se destacan los efectos
inmunomoduladores (Smith, 2002; Wasser et al, 2005; Garza et al, 2006) (Wasser, 2005(b)).
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Con el objetivo de conocer los principios quimicos presentes en F-I con posibles efectos
medicinales se realizd un tamizaje fitoquimico (Tabla 4), segiin la Guia Metodologica para la
Investigacion de las Plantas Medicinales (1997).

El tamizaje fitoquimico es una técnica que se utiliza para detectar metabolitos secundarios
presentes en especies vegetales desde el punto de vista cualitativo. Se basa en la realizacion de
reacciones quimicas con diferentes reactivos, donde la aparicion de determinado color o
precipitado coloreado o no, es indicativo de la presencia de un determinado metabolito. Estos
ensayos no brindan un criterio absoluto y confirmativo de la existencia de estos compuestos, pues
se pueden producir interferencias en estas reacciones, producto de la presencia en el medio de
otras sustancias (metabolitos secundarios o no), capaces de reaccionar en forma similar,
provocando reacciones falsas positivas. Sin embargo este procedimiento si brinda un criterio de la
composicion quimica de un extracto de una droga vegetal. (Ochoa et al, 2006).

Hasta la fecha se han reportado muy pocos trabajos acerca de la presencia de compuestos de bajo

peso molecular en Pleurotus spp que posean actividad biologica demostrada. Tal es el caso de un
estudio realizado por Yassin et al (2003) donde se obtuvieron resultados satisfactorios en la
inhibicidn de la proliferacion y diferenciacion de la leucemia humana K562, por sustancias de bajo
peso molecular aisladas de extractos acuosos de Pleurotus ostreatus. De igual forma, se han
identificado ciertos antibidticos como el Pleurotellol y el Pleuromutilin del género Pleurotus
(Brizuela et al, 1999). Por tal motivo, la identificacion cualitativa preliminar en nuestro estudio le
confiere un aspecto novedoso en la temdtica.

Entre las sustancias quimicas presentes en el extracto F-I se encuentran los alcaloides, los azicares

reductores y las saponinas. Los primeros se utilizan en la terapéutica como estimulantes cardiacos,
tal es el caso de alcaloides encontrados en algunas setas comestibles (Meletis y Barker, 2005). Por
su parte, algunos azlcares reductores forman parte de las unidades monoméricas presentes en los
B-D-glucanos, compuestos que exhiben propiedades inmunomoduladoras y antitumorales, entre
otras (Wasser, 2002). En el caso de las saponinas, éstas se comportan como laxantes cuando se
administran por via oral (Miranda y Cuellar, 2001).

Otros compuestos que resultaron positivos a sus respectivos ensayos son los terpenoides y
quinonas. Dichas sustancias poseen una variada actividad biologica, entre las que se destacan sus
efectos antitumorales e inmunomoduladores (Miranda y Cuellar, 2001).

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

En un estudio realizado por Kawagishi et al (2002), fueron aislados dos compuestos de bajo peso
molecular de Piptoporus betulinus: una hidroquinona y un triterpeno. Estos principios mostraron
actividad inhibidora de la enzima colagenasa, la que degrada el coldgeno fibrilar presente en la
matriz extracelular y favorece diversos procesos invasivos de angiogénesis y metastasis tumoral
(Klein et al, 2004).
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Se ha demostrado que la ADN polimerasa es una de las molécula dianas més importante de los
agentes antitumorales (Miura e Izuta, 2004). La quinona 490, un compuesto natural del hongo
Agaricus bisporus, inhibe marcadamente la ADN polimerasa en la linea de la leucemia murina LI
210 (Zaidman et al, 2005)

El ensayo a la presencia de flavonoides fue positivo en el extracto. Estos componentes en sentido
general se han estudiado por sus propiedades antioxidantes, hepatoprotectoras y antimicrobianas
(Miranda y Cuellar, 2001). Ademas, presentan efectos antiangiogénicos y accion antiproliferativa.
Por ejemplo el galato de epigalocatequina, un flavonoide del té¢ verde es un potente inhibidor de la
metaloproteinasa de la matriz, mostrando efectos anti-angiogénicos en estudios experimentales
(Yang et al, 2001).

Otras investigaciones permitieron la identificacion de una isoflavona, designada como Genistein
encontrada principalmente en legumbres, la soya etc.; y referida recientemente en el hongo
comestible Flammulina velutipes (Kang et al, 2003). Este compuesto inhibe el crecimiento del
carcinoma ovarico humano SKOV-3 de manera dosis dependiente (Li y Mi, 2003) y actua
inhibiendo la expresion de la proteina p53, involucrada en la activacion del ciclo celular (Chipuk et
al, 2004).

La presencia de aminoacidos libres es un aspecto de gran importancia desde el punto de vista
nutricional. En este sentido, el extracto podria representar una fuente de aminodcidos esenciales
involucrados en los procesos metabolicos del organismo. En estudios recientes se han empleado los
aminoacidos glutamina y arginina como inmunonutrientes en la estimulacion de la respuesta
inmunitaria en pacientes bajo estados de malnutricion, adquirida como resultado de sepsis severas,
traumas e intervenciones quirtrgicas (Heys et al, 2004).

En el extracto F-I se destacan la presencia de taninos y fenoles, compuestos en los que se han
demostrado propiedades antimicrobianas y antioxidantes. También participan en la inhibicion de
enzimas pro-inflamatorias, modifican la actividad de las prostaglandinas e inhiben la agregacion
plaquetaria (Obukowicz, 2002).

Desde hace algin tiempo, se conoce que la enzimoterapia brinda importantes beneficios en la
terapéutica clinica, especialmente en enfermedades cardiovasculares y en el cancer (Gubareva,
1998). Las setas comestibles son particularmente ricas fuentes de enzimas, las cuales pueden
modular el curso de estas patologias, mediante la reduccion del estrés oxidativo y la inhibicion de
la ploriferacion celular.

En el trabajo se determind en F-I la actividad enzimatica de la lacasa, enzima benzenediol-
oxigeno-oxidorreductasa que cataliza la reduccion de dioxigeno a agua, asi como la oxidacion de
un amplio rango de compuestos fendlicos y relacionados. El valor obtenido fue de (0,344 + 0,052
U/min). Esta enzima cataliza la oxidacién del acido-3-hidroxiantranilico (A3HA) en 4acido
cinabarinico (CA), que es de gran interés clinico. EIl A3HA es producido en grandes cantidades por
los fagocitos mononucleares estimulados por el interferén gamma, y se ha demostrado que actiia
como un potente secuestrador de especies reactivas del oxigeno (Karmali, 2003).
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En sentido general, en los basidiomicetos existe un amplio espectro de compuestos
bioldgicamente activos. Sus aplicaciones practicas no solo dependerian de sus propiedades, sino
de su disponibilidad biotecnoldgica.

Aunque los polisacaridos son los componentes bioactivos mas importantes de las setas
comestibles con relacion a sus propiedades medicinales, principalmente los efectos
inmunomoduladores y antitumorales, la presencia de diferentes metabolitos en el extracto F-I
podria conllevar a un sinérgismo en dichas actividades. Se debe, por lo tanto, continuar
profundizando en la caracterizacion quimica de estos compuestos con potenciales aplicaciones
terapéuticas.

3.2- Propiedades inmunocéuticas de F-1 en un biomodelo experimental de malnutricion
proteico energética.

Con el objetivo de evaluar las propiedades inmunocéuticas de F-I en un biomodelo experimental
de malnutricién proteico-energética, se estudio el comportamiento del peso corporal durante los
periodos de deplecion-replecion, asi como de marcadores bioquimicos en suero y sistema
digestivo, y particularmente pardmetros relacionados con el sistema inmune.

La malnutricién proteico-energética inducida por restriccion dietética e inanicion severa
ocasiona una serie de cambios metabolicos que conducen a la disminucion del peso corporal, la
depresion de la inmunocompetencia y alteraciones de las funciones del sistema digestivo,
principalmente del higado e intestino delgado. Por estas razones, constituye un sindrome clinico
complejo donde coexisten muchas deficiencias simultaneamente (Boza et al, 1999).

Aunque se han desarrollado nuevos métodos para la induccion de estados de malnutricién en
animales de experimentacion, los modelos descritos en la literatura estdn basados esencialmente
en criterios de restriccion dietética (Ribeiro et al, 1998; Morris et al; 2007(a)). Por lo general, en
estos estudios reportados en el principio deplecidon/replecion se han empleados ratas; sin embargo,
en el presente trabajo se propone la utilizacion de ratones de la linea Balb/c para la evaluacion del
extracto hidrosoluble crudo de Pleurotus spp. Este biomodelo ha sido empleado en la
caracterizacion del perfil de acciones inmunonutricionales de un hidrolizado proteico de la
microalga Chlorella vulgaris (Morris, 2007).

La evolucion del peso corporal ha sido uno de los indicadores méas ampliamente estudiados en la
deteccion de la posible actividad bioestimulante de un preparado biologico, en virtud de las
correlaciones significativas observadas entre la ganancia en peso durante la replecion y la
regeneracion de proteinas de la sangre e higado, y con diferentes pardmetros de la respuesta
inmunitaria (Nieman et al, 1996).

Los valores del peso corporal de los animales sometidos al régimen de restriccion dietética a los
tres dias de depleciéon mostraron diferencias significativas con respecto al control (P<0.05) (Tabla
5). La disminucion significativa del peso corporal que se registrd al concluir el periodo de
restriccion dietética refleja el estado de malnutricion proteico-energética inducido en los animales
de experimentacion y la deplecion de las proteinas tisulares. Al concluir el periodo de replecion
nutricional no existieron diferencias significativas entre los animales alimentados con dieta
convencional y los suplementados con F-I, con relacion a los pardmetros asociados al peso, los
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que presentaron como signos de recuperacion valores muy similares a los controles. Estos
resultados pueden estar asociados a la duracion relativamente corta del tratamiento y al hecho de
que las variaciones en el peso corporal reflejan de forma lenta los cambios nutricionales.

Resulta oportuno sefialar, que no existe en la literatura revisada, un consenso en cuanto al tiempo
de restriccion dietética y el de replecion con la dieta a evaluar; asi como tampoco hay un criterio
unanime con relaciéon al método de induccion del estado de malnutriciéon (no solamente por
inanicion, sino también por dietas bajas en proteinas, calorias, o nutrientes especificos). Ello
dificulta la comparacion entre los resultados experimentales obtenidos por diferentes grupos de
trabajo.

3.2.1- Evaluaciones bioquimicas en suero y sistema digestivo.

Los niveles de proteinas totales en suero, son severamente afectados cuando se establecen
regimenes de restriccién nutricional. Este parametro bioquimico en nuestro trabajo mostrd una
marcada recuperacion en los animales alimentados con la dieta convencional y en los que
recibieron de manera adicional el extracto F-I. Se encontraron diferencias significativas con
respecto al grupo malnutrido, el que mostr6 una disminucion acentuada en la concentracién de
proteinas séricas (P< 0,05) (Figura 2).

Particularmente, se apreciaron diferencias significativas en cuanto al efecto de F-I en el nivel de
proteinas séricas totales en comparacion con los animales alimentados soélo con la dieta
convencional. Este hecho podria suponer un efecto estimulador de los componentes presentes en
el extracto.sobre la sintesis proteica hepatica.

Para una mejor compresion de los posibles efectos de F-I, se pueden investigar en futuros trabajos
indicadores mas sensibles del estado de MPE, como algunas proteinas especificas de transporte,
por ejemplo la transferrina, prealbumina y la proteina de enlace ligada al retinol (Shills et al,
2005).

El higado es el 6rgano mas importante desde el punto de vista metabolico, detoxificante y
excretor. En estados de malnutricion y para mantener la homeostasis, el higado prioriza la pérdida
de la masa hepatica con cuadros de hipoplasia y atrofia, en vez de alterar su funcién, lo que
conduce a una reducion de su volumen. (Guzman et al, 2004).

El soporte nutricional ha sido propuesto como la intervencion terapéutica mas recomendable en
pacientes con hepatopatias (Mc Clain et al, 2003), de ahi que se estudi6 el posible efecto de F-I a
nivel hepatico.

Los resultados en el peso relativo del higado no reflejaron diferencias significativas entre las
variantes experimentales. Sin embargo, se aprecian diferencias estadisticamente significativas en
la concentracion de proteinas hepdticas, existiendo una marcada recuperacion, en el grupo que
recibi6 el extracto F-I con respecto al grupo malnutrido y al alimentado con dieta convencional
(P<0.05). Los valores resultaron también superiores con relacion al control (Figura 3).
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El incremento de los niveles de proteinas hepaticas en el grupo que fue administrado con F-I,
podria suponer una utilizacion mas eficiente del nitrégeno consistente en 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 (Abbas, 2002).

En otro estudio, Walrand (2000) sometieron ratas adultas y mayores de doce semanas a un
programa de restriccion dietética que indujo similares alteraciones metabolicas y nutricionales.
Luego fueron realimentadas durante una semana con una dieta enriquecida en proteinas. En las
ratas adultas la dieta restablecio el peso corporal y los valores basales del peso relativo del higado,
asi como los niveles de proteinas hepdticas respecto al grupo control. El consumo de la dieta fue
menos efectivo en las ratas mayores de doce semanas.

Otro indicador sensible a evaluar en el tejido hepatico en futuros trabajos es la actividad de la
enzima colinesterasa, ya que ésta refleja el estado funcional del higado y particularmente su
disminucion expresa trastornos en la sintesis proteica. Cahill-Morasco et al (1998) plantearon que
la biosintesis de colinesterasa y seroalbimina ocurren en el higado como vias acopladas, y
valores bajos de actividad se han asociados a estados de MPE.

El tracto gastrointestinal constituye una importante interfase entre el organismo y el ambiente, al
participar en la regulacion de la incorporacion de los nutrientes ingeridos y en la defensa contra
un nimero extraordinariamente elevado de agentes patogenos (Baum et al, 2003). La integridad
de la mucosa intestinal esta asociada con el estado nutricional (Schaible y Kaufmann, 2007). En la
MPE se producen alteraciones en la capa mucosal que la hacen més susceptible y permeable a
endotoxinas bacterianas (Faure, 2005). Entre las experiencias realizadas se abord6 el estudio del
efecto de la administracion oral de F-I sobre la recuperacion de la integridad y funcionamiento de
la mucosa intestinal.

El restablecimiento del régimen alimentario propicid el incremento del peso de la mucosa
intestinal de los animales alimentados con la dieta convencional, y particularmente de los
suplementados con F-I. Este ultimo grupo presentd, en este parametro, valores superiores al
control (P<0.05). Dicho comportamiento esta estrechamente relacionado con la concentracion de
proteinas, ya que la funcién celular y el recambio normal de la mucosa, precisan de una alta tasa
de sintesis proteica (Baum et al, 2003) (Figura 4).

Los animales suplementados con F-I se caracterizaron, ademads, por presentar un contenido
superior de ADN en la mucosa yeyunal (P<0.05) (Figura 4), que podria estar relacionado con la
estimulacion de los procesos de division celular de los enterocitos y su recambio activo (Lipkin,
1987).

Boza et al, (1999) evaluaron el efecto que provoca la inanicion y la realimentacion con una dieta
enriquecida con soya en el crecimiento, recuperacion nutricional y de la mucosa intestinal en
ratas. Luego del periodo de restriccion dietética, se observo un deterioro de la mucosa intestinal,
incluida una disminucion del contenido de proteinas mucosales, y una permeabilidad
incrementada a un gran numero de macromoléculas. Posteriormente a la replecion con la dieta
durante tres dias, se mostr6 una normalizacion en estos marcadores metabodlicos y funcionales.
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Por otra parte, Manhart et al, (2000), evaluaron el impacto de un periodo corto de malnutricion
proteica en la produccion de IgA y en el nlimero de linfocitos en las placas de Peyer de ratones
Balb/c. Los cuatro dias de malnutricion causaron una reduccién significativa en el numero de
células en las placas de Séller de los ratones malnutridos en comparacion con las controles (13 x
10° vs 8,6 x 10°. El contenido de IgA en la mucosa intestinal se redujo también
significativamente como resultado de la malnutricion proteica.

Estos resultados son de particular interés si tenemos en cuenta la funcioén de barrera de la mucosa

intestinal que representa la primera linea de defensa contra la translocacion bacteriana o de
otros patdgenos (Florez, 1998), Esta funcion es ya valorada su maxima importancia en relacion
con los estados de malnutricion en pacientes criticos. Determinados substratos son actualmente
considerados la principal herramienta para el mantenimiento de la estructura y funcion barrera de
la mucosa gastrica e intestinal (Shills et al, 2005).

3.2.2 Evaluacion de la inmunidad innata y adaptativa.

Es importante senalar que la evaluacion de las alteraciones de la respuesta inmune constituye un
medio sensible y funcional para la deteccion temprana de la deplecion nutricional y de
identificacion de la respuesta a una intervencion nutricional determinada (Shankar, 2003). Los
cinco aspectos de la inmunidad mayormente afectados por la MPE son: la inmunidad mediada
por células, la funcion fagocitica, el sistema de complemento, los anticuerpos secretores y la
produccion de citoquinas (Roitt et al 1998).

Los componentes de los alimentos no sélo tienen efectos nutricionales en animales y humanos,
sino también son la causa de acciones moduladoras sobre el sistema inmune y otros sistemas de
organos (Fraker, 2003).

En la actualidad se desarrollan algunas investigaciones relacionadas con la capacidad
inmunomoduladora de extractos de setas comestibles. Sin embargo, los estudios realizados en el
género Pleurotus presentan un caracter esencialmente nutricional. De ahi, el interés de evaluar la
potencial actividad inmunomoduladora de F-I, administrado oralmente en este biomodelo
experimental, como parte de su espectro de propiedades inmunocéuticas.

Uno de los pardmetros mas afectados en estados de malnutricion proteico-energética es el conteo
total de leucocitos. En nuestro trabajo, se aprecié una recuperacion de esta poblacion celular en
los animales alimentados con dieta convencional, que alcanzaron valores similares al control. El
grupo suplementado con F-I, mostrd un incremento estadisticamente significativo con relacion al
control, pero dentro del intervalo de valores considerados como normales para la especie (6-17 x
10°/mL) (P<0.05) (Figura 5).

Este resultado nos permite suponer un efecto modulador de los componentes presentes en F-I en
la hemopoyesis, posiblemente a través de la sintesis de factores como las citoquinas estimuladoras
de la hematopoyesis (denominadas colectivamente, factores estimuladores de colonias).

Se conoce que los macréfagos desempefian un papel central en la regulacion de la inmunidad
innata e especifica (Abbas, 2002). Se evalu6, por lo tanto, la capacidad estimuladora de
macrofagos peritoneales, esplénicos y células de Kupffer por el extracto F-I. Los resultados
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mostraron un incremento en el niumero de macrofagos residentes en la cavidad peritoneal, en
comparacion con los restantes grupos experimentales (P<0.01) (Figura 6). Los conteos de estas
células fagociticas resultaron particularmente afectados en los animales malnutridos. En el caso de
los alimentados con dieta convencional luego de la deplecion nutricional se recuperaron los
valores solo a niveles similares al control.

La actividad in vivo de los macrofagos esplénicos y las células de Kupffer se evalud por medio
de la prueba de aclaramiento del carbon coloidal en sangre periférica. Este ensayo es un indice de
la actividad fagocitica del higado y bazo, debido a que las particulas de carbon coloidal
administradas por la vena de la cola, son fagocitadas principalmente por los fagocitos de estos
6rganos (Yoshizawa et al, 1993).

Administrado oralmente a una dosis de 100 mg/kg, F-I estimuld la actividad del sistema
monocito-macrofago, en comparacion con el grupo alimentado con dieta convencional (P<0,01)
(Tabla 6). El tiempo de vida media en sangre del carbon coloidal a los 5 min, fue
significativamente menor en este grupo que en el de los animales alimentados sélo con la dieta
convencional.

La determinacioén de los niveles de endotoxinas (LPS) mediante el ensayo LAL en el extracto
mostr6 un valor de (10,08 ng/mL). Este parametro se encuentra dentro de los limites presentado
por Fraga et al, (1999) en productos biologicos obtenidos por técnicas de ADN recombinante. El
LPS posee diferentes actividades bioldgicas, entre ellas la activacion de macrofagos; es por ello
que su presencia como contaminante es importante en los estudios realizados con sustancias
inmunomoduladoras. Sus concentraciones per se en el extracto no podrian resultar en una actividad
bioldgica significativa.

Ha sido planteado que las alteraciones en la funcionalidad de los macréfagos representan uno de
los factores que contribuye a incrementar la morbi-mortalidad en la MPE (Mc Carter et al, 1998).
Estos autores refirieron una menor produccion del factor de necrosis tumoral alfa (a-TNF) y de
interleuquina-6 (IL-6) por macrofagos peritoneales aislados de ratones con MPE, asi como una
reduccion significativa en los correspondientes niveles de ARNm. Otras afectaciones detectadas
se relacionan con los mecanismos de transduccion de sefiales en la célula, como el flujo de iones
Ca™ y la fosforilacion dependiente de proteinas con actividad tirosina quinasa.

Por otra parte, Lotfy et al (1998) observaron una disminucién en la sintesis in vitro de IL-1 en
cultivos de células mononucleares aisladas de pacientes con MPE y afectaciones en el proceso de
fagocitosis. También se afecta la fagocitosis de Candida albicans en los macréfagos peritoneales
de ratas malnutridas como resultado de una dieta baja en proteinas (Prestes-Carnero, et al, 2006).

En nuestro grupo de trabajo se han estudiado los efectos inmunomoduladores de extractos
acuosos obtenidos a partir del micelio de Pleurotus spp. en otros biomodelos de
imunodeficiencias secundarias: en animales tratados con ciclofosfamida a una dosis de 10 mg/kg
(Morris et al. 2003) y sometidos a irradiacion de cuerpo completo a una dosis de 0.43 Gy/min
(Morris et al. 2002). Los resultados evidenciaron un incremento en la actividad del sistema
monocito-macrofago, reflejado en el aumento del numero de células presentes en el exudado
peritoneal, la fagocitosis in vivo de macrofagos peritoneales y la actividad fagocitica de células de

29



Resultados y Discusién

Kupffer y macrofagos esplénicos. Otro estudio refleja la activacion in vitro de macréfagos
pertoneales murinos por fracciones polisacaridicas (F-I-F-V) de Pleurotus spp.en funcion del
mayor consumo de glucosa y el incremento observado en la produccioén de la enzima fosfatasa
acida lisosomal, con respecto al control (Morris, et al, 2007 (b)).

Los autores sefialan la posible presencia de compuestos con estructuras del tipo 1,3-B-D-glucanos
en el extracto acuoso de micelio de Pleurotus spp., a juzgar por la formacion de complejos de
inclusion con el rojo congo, el comportamiento dosis-dependiente en la actividad fosfatasa 4cida
lisosomal en cultivos de macrofagos in vitro (presumible interccion ligando-receptor) y estudios
preliminares de espectroscopia infrarroja (Ferrera, 2005). Se conoce que estos compuestos
exhiben una demostrada actividad inmunofarmacolégica, y se ha planteado que poseen receptores
en las membranas citoplasmaticas de los macrdofagos; tal es el caso del Dectin 1, el cual
contribuye a la fagocitosis (Wilment et al, 2001; Taylor et al, 2002; Poutsiaka et al, 2003).

La recuperacion del funcionamiento de la mucosa intestinal, junto con la activacién de los
macrofagos peritoneales y esplénicos, sugiere que componentes del extracto de Pleurotus son
absorbidos en el tracto gastrointestinal, llegando a estimular estas poblaciones celulares.
Yoshizawa et al (1996), compararon la administracion a ratones de una fraccion polisacaridica del
alga marina Gracilaria verrucosa por la via oral e intraperitoneal. Se encontré una estimulacion
de los macrofagos peritoneales y esplénicos a los 5 dias en los experimentos realizados por la via
oral después de la induccion del tejido linfoide asociado a mucosas en el tracto gastrointestinal
(GALT). Estos estudios evidencian que la administracion oral de un producto que exhibe
actividad inmunomoduladora podria activar de forma indirecta el sistema inmune integrando
diferentes elementos de la respuesta inmunitaria.

Ha sido demostrado que todos los organos linfoides disminuyen de tamafio durante la
malnutriciébn proteico energética, y en el caso del bazo, su volumen y coloracién varian de
acuerdo con la cantidad de sangre que retiene en su interior y la actividad hematopoyética que
realiza (Christian y Alejo, 1993). Los resultados no evidenciaron diferencias estadisticas entre los
animales suplementados con F-I y los que recibieron solo la dieta convencional con relaciéon al
peso del 6rgano y el nimero de células. Los resultados evidenciaron la recuperacion del peso del
organo con relacion al grupo control en los animales suplementados con F-I (P<0.05) (Tabla 7).
En ambos parametros el grupo malnutrido mostré una marcada deplecion.

Manhart et al,(2000), evaluaron el impacto de un periodo corto de malnutricion proteica en el
nimero de linfocitos en el bazo de ratones Balb/c. Los cuatro dias de malnutricion causaron una
reduccion significativa en el numero de células mononucleares en bazo (5,6 x 10’ en el grupo
control vs 2.4 x 10" en el grupo malnutridos P<0,01).

Aunque se conoce que la respuesta inmune mediada por células y la funcioén de los linfocitos T
son las mas afectadas en estados de MPE, es de mucha importancia la evaluacion de la inmunidad
humoral. La deficiencia proteica ocasiona una disminucion en la sintesis de proteinas vinculadas
con los mecanismos de defensa del huésped. Por tal motivo, se evalud el efecto inmunomodulador
de F-I en dos esquemas de inmunizacion: con un antigeno timo-dependiente (eritrocitos de
carnero) y uno timo-independiente (lipopolisacarido).
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En el caso de los animales inoculados con el antigeno timo-dependiente por la via
intraperitoneal, no se manifestaron diferencias significativas entre los grupos experimentales en
los titulos de anticuerpos anti-eritrocitos de carnero a los siete dias post-inoculacion. Los
titulos de anticuerpos anti-eritrocitos de carnero alcanzados a los catorce dias en los animales
suplementados con F-I fueron significativamente respecto a los del grupo M-DC, aunque resultron
inferiores con relacion al control (P<0.05) (Figura 7). Las respuestas de anticuerpos primarias y
secundarias frente a los antigenos timo-dependientes difieren cualitativa y cuantitativamente. Las
respuestas primarias son el resultado de la activacion de células B previamente no estimuladas,
mientras que las respuestas secundarias se deben a la estimulacion de clones expandidos de
células B de memoria. De ahi que la respuesta secundaria se desarrolle mas rapidamente que la
respuesta primaria, y que en ellas se produzcan mayores cantidades de anticuerpos. (Abbas,
2002). Nuestras evidencias podrian sugerir un efecto estimulador por parte del extracto en la
cooperacion entre linfocitos T y B, asi como en la diferenciacion de los linfocitos B en células
plasmaticas.

Se conoce que existen receptores para f-glucanos en linfocitos T colaboradores (Cortes et al,
2006). La presencia de estructuras en F-I capaces de estimular las células T, supondria un
incremento en los niveles de IL-4, citoquina activadora de los linfocitos B (Abbas, 2002).

Un extracto acuoso obtenido a altas temperaturas de cuerpos fructiferos del Agaricus brasiliensi,
mostrd ser un potente estimulador de los linfocitos T en ratones, al aumentar la sintesis de IL-1,
resultando finalmente en un aumento en la produccion de anticuerpos contra eritrocitos de carnero
(Nakajima et al; 2002)

Los anticuerpos anti-LPS se titularon s6lo a los catorce dias de la inoculacion del antigeno via
intraperitoneal, debido a que la respuesta primaria (7 dias) de anticuerpos frente a antigenos timo-
independientes estd compuesta principalmente por IgM de baja afinidad y algunos
anticuerpos IgG, con escasa generacion de células de memoria. En este caso, se obtuvo un
incremento estadisticamente significativo de los titulos de anticuerpos en los animales que
recibieron adicionalmente F-I con relacion al grupo alimentado con la dieta convencional
(P<0.05) (Figura 8).

El analisis de la literatura especializada en este tema sugiere que la inmunidad humoral no parece
afectarse en la MPE, en lo fundamental ante la presencia de antigenos timo-independientes. Esto
se asocia al hecho considerado anteriormente de que los estudios morfologicos de tejidos linfoides
periféricos de pacientes desnutridos, si bien han mostrado afectaciones severas relacionadas con la
ontogenia de los linfocitos T, las regiones B han sido menos afectadas y aunque han mostrado
disminuciones de tamafio, mantienen conservados los centros germinales ricos en linfocitos B
(Keusch, 1993).

Sin embargo, estudios sobre la estimulacion de la respuesta inmunitaria humoral por
polisacaridos extraidos del micelio de la seta comestible Phellinus linteus, reflejaron que la
administracion i.p. de 100 mg/kg de la fraccion purificada del polisacarido a ratones, estimul6 la
inmunidad adaptativa humoral, expresado en un incremento de la respuesta primaria frente a
antigenos timo-dependientes y timo-independientes (Mook et al. 1996). Los autores plantearon
ademas que el polisacarido de Phellinus linteus actu6 como un activador policlonal de los
linfocitos B, por un mecanismo similar al de la interleucina 2 (IL-2).
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La prueba cutdnea 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. Como se ha
planteado anteriormente, la respuesta inmune celular es mayormente afectada en estados de
malnutricion proteico-energética (Schaible y Kaufmann, 2007).

Los animales, luego de los tres dias de restriccion dietética, fueron sensibilizados con BSA por via
i.d en varios sitios del abdomen y a los ocho dias se retaron con el antigeno en el cojinete plantar.
Los ratones que recibieron como suplemento el extracto F-I mostraron una respuesta de HR
superior a la de los grupos Control y M-DC a las primeras 24 horas (Figura 9). Este resultado
sugiere un efecto estimulador del extracto de Pleurotus spp sobre la respuesta inmune mediada por
células T(CD4" Th1) en el grupo M-(F-I).

Se ha planteado que las células CD4" (Thl) actian como inductoras de la HR. Estas
subpoblaciones de linfocitos Thl circulantes inducen en el primer contacto con el antigeno y al
enfrentarse con ¢l en un segundo contacto se activan y liberan citoquinas promotoras de
inflamacién como el IFN-y y el TNF-a, potentes activadores de los macrofagos que se encuentran
infiltrando los sitios inflamados. (Black, 2000; Abbas, 2002).

Diferentes estudios en setas comestibles han puesto de manifiesto la activacion de los linfocitos
T. Mizuno (1996) refiri6 que el esquizofilano aumenta la actividad de las células T e incrementa la
sensibilidad de las células LAK citotoxicas y las NK mediante la secrecion de IL-2. Por otro lado,
Paulik et al (1996) evaluaron el efecto en ratones de dos glucanos extraidos de Pleurotus
ostreatus y una levadura, en diferentes funciones del sistema inmune. Ambos glucanos
incrementaron la respuesta de HR respecto al control, aunque el glucano aislado de la seta
comestible mostrd una respuesta superior.

Mantener la integridad del sistema inmunitario resulta fundamental para prevenir la invasion de
microorganismos y para la supervivencia de los individuos. Por lo tanto, estudiar los efectos que
ocasiona la MPE sobre el sistema inmune permite una manipulacion nutricional efectiva, logrando
atenuar la susceptibilidad a infecciones oportunistas. Esto es particularmente importante en las
personas mayormente expuestas a situaciones de deficiencias nutricionales; como es el caso de
ancianos, nifios con bajo peso al nacer, en pacientes que padecen enfermedades cronicas y
sindromes de malabsorcion, entre otros.

En los ultimos afos se ha producido un gran avance en la investigaciéon de la relacione
inmunidad-nutricion, pero aun quedan sin respuesta muchas cuestiones. Algunas repercusiones
importantes desde un punto de vista practico son el empleo de pruebas inmunologicas como
indicadores funcionales del estado nutricional o la deteccion de situaciones favorecedoras de una
mayor susceptibilidad a las infecciones.

En la malnutricién proteico-energética no solo existe una disminucion del aporte de proteinas y
energia, sino que también se acompaia de deficiencias de vitaminas y minerales, lo que incide
negativamente en el sistema inmune (Bowman y Russell, 2003). Otro hecho que puede estar
relacionado con la recuperacion inmunonutricional de los animales suplementados con el extracto
hidrosoluble crudo de Pleurotus spp. es la posible existencia en su composicion de estos
micronutrientes a los que se atribuye un importante papel en los mecanismos de defensa celular
(Schuftan, 1998; Singla et al, 1998).
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Es valido destacar el hecho de que el extracto fue bien tolerado por los animales y no se
detectaron al término del tratamiento, en el estudio anatomopatologico signos de toxicidad por la
administracion del mismo a dosis repetidas.

El avance en la comprension de muchos aspectos metabdlicos y funcionales de los extractos de
setas comestibles, no solo resolvera controversias sobre su papel en la nutricion, sino que
proporcionara las bases para establecer recomendaciones flexibles sobre su utilizacion terapéutica.
Al respecto, el modelo experimental utilizado en el trabajo reproduce los cambios patologicos que
acompafian la malnutricion proteico-energética referidos en otras especies y en nuestras
condiciones experimentales demostro ser util en el estudio de las propiedades inmunocéuticas de
F-I. Por estas razones podria proporcionar informacion sobre el modo de accion de productos
analogos, particularmente en respuestas rapidas de adaptacion y en la potenciacion de los
mecanismos de defensa ante situaciones que propicie un déficit proteico-energético.

Los conocimientos actuales sobre el papel de Pleurotus spp. y sus bioproductos, en la profilaxis
y terapéutica de diversas enfermedades se encuentran atn en gran medida a un nivel empirico.
Los resultados obtenidos en la evaluacion de los efectos inmunocéuticos de F-I en un biomodelo
de restriccion dietética apuntan a que su consumo podria ser un factor importante en el
mantenimiento y/o recuperacion de la integridad funcional del organismo. Por ello que
consideramos se debe profundizar en su papel a nivel molecular para sustentar asi sus
aplicaciones potenciales como un alimento funcional, en correspondencia con las tendencias
actuales en el area de la nutricién humana.
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Tabla 4. Tamizaje fitoquimico del extracto hidrosoluble crudo F-I de Pleurotus spp. (CCEBI-3024)

Metabolitos Ensayo
1- Alcaloides - Dragendorff
- Wagner
2- Azlcares Reductores - Benedict
- Fehling
3- Saponinas - Formacion de
espuma
4- Quinonas - Borntrager
5- Triterpenos - Solkowski

- Lieberman-Burchard

6- Cumarinas - Baljet (KOH- MeOH)
7- Aceites esenciales - Sudan I11
8- Aminoécidos libres - Ninhidrina

y Aminas
9- Flavonoides - H, SO, (conc)
10- Mucilagos - Consistencia gomosa
11- Principios amargos - Sabor

y astringentes

12- Fenoles y taninos - Ensayo FeCl;

Evidencias

(+)
(+)
(+)
(+)
)
(+)
)
(+)
()
()

(+)

(+)

)
()

)

Observaciones

Precipitado

Color rojizo
Precipitado

Pardo-rojizo

Dos fases

Precipitado
azul gelatinoso
Turbidez con

cambio de color

Coloracion
intensa
(azul-negro violaceo)

Coloracion

amarilla- rojiza

Desarrollo de

coloracion rojo-vino

Los ensayos fueron realizados segin la Guia Metodoldgica para la investigacion de las plantas
medicinales, empledndose tres réplicas para cada ensayo. (Guia metodoldgica de Salud Publica.1997).

(-): ensayo negativo
(+): ensayo positivo



Tabla 5: Variacion del peso corporal en los periodos de deplecion y replecion dietética de las

variantes experimentales.

CONTROL M M-DC M-(F-1)
Peso inicial (g) ™ 19.5 + 0,9 19.1 + 0.9 19.2 +1.1 216 1.1
Peso al término
de la deplecion 202 +1.4° 145+1.2° 149 + 0.8° 16.1 +0.7°
(g) *kx
Peso al término
de la replecion 19.0 £ 0.6 20.6 £ 0.7 19.0 + 1.3
@"
Incremento en
peso durante la 05 + 0.2 0.6 £0.1
replecion (g/24h) ™
Ganancia en
peso durante la 15.0 £ 8.0 188 £ 7.1

replecion (%) ™

Los valores representan las medias + la desviacion estandar de cada grupo
(ns). No hay diferencias significativas; Letras distintas indican diferencias
significativas (ANOVA de clasificacion simple acoplado a la prueba de los
rangos multiples de Duncan para P<0.001).



indice relativo

Proteinas
séricas totales (g/dL)

Control M M-DC

M-(F-I)

Figura 2: Concentracion de proteinas séricas totales en las diferentes

grupos experimentales.

Se tomaron muestras de sangre por el plexo retroorbital empleando capilares
heparinizados. La determinacidon de la concentracion de proteinas séricas totales,
expresadas en (g/dL). Letras distintas indican diferencias significativas (ANOVA de

clasificacion simple acoplado a la prueba de los rangos

maltiples de Duncan,

P<0.05).
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Figura 3: Pesos relativos (A) y concentracion de proteinas en higado (B) en

los distintos grupos experimentales.

Los extractos hepaticos fueron obtenidos por homogenizacion de las muestras con
tampon fosfato salino 0.01 mol/L pH 7.4 (1:3 m/v) en bafio de hielo. El contenido

de proteinas totales en los extractos se determiné

segun el método de Lowry

(Lowry et al., 1951). Letras distintas indican diferencias significativas (ANOVA de
clasificacion simple acoplado a la prueba de los rangos mdaltiples de Duncan,

P<0.05).
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Figura 4: Peso (A), contenido de proteinas totales (B) y ADN (C) de la mucosa
yeyunal de ratones sometidos a distintos tratamientos experimentales.
Se tomaron segmentos de intestino delgado de aproximadamente 10 cm de
longitud a partir del ligamento de Treitz. Luego de una incisién se raspé la mucosa
con una l&mina de vidrio y se deposito el contenido en viales. La homogeneizacion se
efectud en el propio vial con tampén fosfato salino pH 6.0 (1:3 w/v). Se determind el
peso de la mucosa yeyunal (mg/10cm), el contenido de proteinas totales por el
método de Lowry (Lowry et al., 1951) y la concentracion de ADN segin Burton
(1956), expresados en (ug/10 cm). Letras distintas indican diferencias significativas
(ANOVA de clasificacion simple acoplado a la prueba de los rangos multiples de
Duncan, P<0.05).
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Figura 5: Conteo de leucocitos totales en las diferentes variantes
experimentales.

Se tomaron muestras de sangre por el plexo retroorbital de cada animal
empleando capilares heparinizados y colectadas en viales que contenian una
gota de anticoagulante (citrato de sodio), Fueron tomados 20 uL de sangre
afiadidos en viales con 0.4 mL de HAc al 2%. Se homogeniz6 y se contd en
camara de Neubauer. Los leucocitos se expresan en (10%/L). Letras distintas
indican diferencias significativas (ANOVA de clasificacion simple acoplado a
la prueba de los rangos mdltiples de Duncan, P< 0.05).



Tabla 6: Aclaramiento de las particulas de carbon coloidal en los grupos experimentales
alimentados luego de la deplecion nutricional con la dieta convencional (M-DC)y
suplementados adicionalemente con F-1 (M-(F-1)).

M-DC M-(F-1)

Relacién de A a los 5 min.

(As7s grupo experimental /Agzs grupo 19+ 0.1 14+ 01

control sin administracion)

Los valores representan las medias + la desviacion estandar de cada grupo

Se administr6 0.2 mL de la solucién de carbédn coloidal por la vena de la
cola. Se tomd una alicuota de 50 pL de sangre por el plexo retroorbital a los 5
min, se mezcld con Na,COzal 0.1% y se determind la absorbancia a 675 nm en

el espectrofotometro. (*) Diferencias significativas en la prueba de la t de
Student (P< 0.05).



Tabla 7: Peso relativo de bazo y celularidad esplénica de ratones sometidos a distintos tratamientos.

CONTROL M M-DC M-(F-1)
Peso relativo 380 + 0.1° 270 +0.1° 430 +0.1° 430 + 0.01°
(mg/100g)”
Celularidad esplénica 95 +0.1° 3.0+0.1° 106+02%  104+0.1°
(x10/bazo)”

Los valores representan las medias + la desviacion estandar de cada grupo.
El peso se expresa en (mg/100g). La suspension de células esplénicas se
preparé homogenizando suavemente el bazo con solucion de Hanks helada. Las
células fueron contadas en camara de Neubauer en un microscopio éptico y se
expresaron (10’ células/ bazo). (*) Diferencias significativas (P< 0.05). Letras
distintas indican diferencias significativas (ANOVA de clasificacion simple
acoplado a la prueba de los rangos multiples de Duncan.)



Titulos de
anticuerpos

6 7
a
5 4 6 b
4 oy | I
S SS8a 4. T
S 3 [ 8¢ o Lo
< o 283 3- o
2 o F g o
S=rt 2 o
11 o 1- o
0 T 0 T
control M-DC M-(F-I) control M-DC M-(F-I)

(7 dias) (14 dias)

Figura 7: Titulos de anticuerpos anti-eritrocitos de carnero a los 7 y 14 dias
después de la inmunizacion.

El dia 0 se inoculd por via intraperitoneal 0.2 mL de una solucion de
eritrocitos de carnero al 25% en solucién salina fisioldgica. A los 7 y 14 dias se
tomaron 50 pL de sangre por el plexo retroorbital para la titulacion de
anticuerpos anti-eritrocitos de carnero por el método de hemaglutinacién directa
(Pico et al, 1997). Letras distintas indican diferencias significativas (ANOVA de
clasificacion simple acoplado a la prueba de los rangos multiples de Duncan,
P<0.05).
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Figura 8: Titulos de anticuerpos anti-lipopolisacérido a los 14 dias de la
inmunizacion.

El dia O se le inoculé por via intraperitoneal 50pg/animal en un volumen de
0.2 mL. A los 14 dias se tomaron 50 uL de sangre por el plexo retroorbital para
la titulacion de anticuerpos anti-LPS por el método de hemaglutinacion pasiva
(Pico et al, 1997). Letras distintas indican diferencias significativa (ANOVA de
clasificacion simple acoplado a la prueba de los rangos multiples de Duncan,
P<0.05).
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Figura 9. Respuesta de hipersensibilidad retardada (HR)
especifica a la BSA en ratones Balb/c malnutridos

Al término de la deplecion (dia 0), los ratones (n=5) fueronsensibilizados por la
inoculacion intradérmica (i.d) de 50 yL de una solucion de BSA 5 mg/mL en
adyuvante Completo de Freund. A los ocho dias, los animales se retaron via i.d en
el cojinete de la pata trasera derecha con 20 pL de solucion de BSA. En el cojinete
de la pata trasera izquierda se inoculé un volumen similar de solucién salina
tamponada con fosfato (SSTF). La medicion de la induracion producida se realizé a
las 24 h. la respuesta de HR se expresé como la diferencia entre la magnitud del
edema inflamatorio en la pata inoculada con el antigeno y su valor en la pata
inyectada con SSTF.
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Figura 6: Celularidad del exudado peritoneal en las diferentes
variantes experimentales.

A los ratones sacrificados se les inyectd por via intraperitoneal (i.p)
5 mL de solucion de Hanks. Luego de realizar una incision, se
colectaron las células de la cavidad. La celularidad fue estimada por
conteo en camara de Neubauer al microscopio Optico. Letras distintas
indican diferencias significativas (ANOVA de clasificacion simple
acoplado a la prueba de los rangos multiples de Duncan, P<0.01).



Conclusiones

La extraccion acuosa de los cuerpos fructiferos de Pleurotus spp. a bajas temperaturas,
posibilité la obtenciéon de un extracto hidrosoluble crudo (F-I) en cuya composicion se
destaca la presencia mayoritaria de carbohidratos y proteinas con valores de 43 % y 35 %,
respectivamente. El tamizaje fitoquimico evidencié ademas, la existencia de diferentes
metabolitos con posible actividad biologica.

La administracion oral de F-I durante la recuperacion de ratones malnutridos ejercio efectos
bioestimulantes que se manifestaron a nivel de la sintesis de las proteinas séricas en el
higado y favorecio, ademas la induccion de los procesos de recambio celular en la mucosa
intestinal.

El extracto acuoso F-I modul6 especificamente la recuperacion inmunoldgica de ratones
Balb/c malnutridos a través del incremento en el conteo de leucocitos totales en sangre
periférica y la potenciacion del estado funcional del sistema monocito macréfago. La
administracion de F-I estimulé ademas, la respuesta humoral y celular en términos de los
titulos de anticuerpos frente a antigenos timo-dependientes y timo-independientes, y la
induccion de hipersensibilidad retardada, respectivamente.

El biomodelo experimental del ratébn malnutrido reproduce las alteraciones patoldgicas que
acompanan a la MPE referida en otras especies, y en nuestras condiciones experimentales
resultd util en la demostracion de las propiedades inmunocéuticas del extracto F-I de
Pleurotus spp.
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Recomendaciones

Profundizar en el estudio del efecto inmunoestimulante de F-I en otros sistemas
experimentales, asi como investigar los mecanismos moleculares mediante los cuales ejerce
su accion.

Evaluar el efecto inmunomodulador de F-I, administrado durante un mayor periodo de
tiempo en este biomodelo experimental.
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