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Resumen

En el presente trabajo, fueron obtenidos, mediante procedimientos de
tratamiento térmico, extractos acuosos de micelio y cuerpos fructiferos de
Pleurotus spp. La flexibilidad en las condiciones de extraccién favorecié el
predominio de los carbohidratos y/o proteinas. Fue seleccionado el extracto
micelial para las evaluaciones inmunoldgicas, en funcion del contenido
mayoritario de carbohidratos (70.4 %) y las condiciones controladas con que se
desarrolld este cultivo. La administracion, a dosis Unica (100 mg/kg), del
extracto micelial a ratones Balb/c inmunocompetentes estimul6é la actividad
funcional del sistema monocito-macréfago e incrementé la permeabilidad
vascular. El extracto micelial modulé la recuperacion inmunoldgica de ratones
Balb/c irradiados, estimulando la actividad hematopoyética de la médula ésea y
el bazo, asi como el incremento en el conteo de linfocitos y neutrofilos en
sangre periférica y la activacion del sistema monocito- macrofago. El extracto
ejercié diferentes efectos inmunomoduladores in vitro, como la estimulacion de
la actividad enzimatica de macrofagos peritoneales murinos y la activacion del
sistema autolitico microbiano y de la via alternativa del sistema complemento.
Atendiendo a los marcadores estudiados, el extracto evaluado puede ser
considerado como un biopreparado inmunomodulador, lo que podria sustentar
sus aplicaciones futuras en el campo de la inmunoterapia.



Abstract

In this work, aqueous extracts from mycelium and fruiting bodies of Pleurotus
spp. were obtained by means of procedures of thermal treatment. The flexibility
of the extraction conditions lead to the prevalence of the carbohydrates and/or
proteins. For the immunologic evaluations, the mycelial extract was selected
taking into account its higher content of carbohydrates (70.4%) and the
controlled conditions in which the culture was developed. The administration as
a single dose (100 mg/kg), of the mycelial extract to immunocompetent Balb/c
mice stimulated the functional activity of the monocyte-macrophage system and
increased the vascular permeability. The mycelial extract modulated the
immunological recovery of irradiated Balb/c mice, stimulating the
haematopoietic activity of the bone marrow and the spleen, as well as
increasing in peripherical blood in the limphocyte and neutrophyls counts it also
activated of the monocyte-macrophage system. The extract exerted different in
vitro immunomodulating effects like the stimulation of the enzymatic activity of
murine peritoneal macrophages, the activation of the autolytic microbial system
and of the alternative pathway of the complement system. Accordingly to the
studied markers, the extract would be considered as an inmunomodulating
biopreparation, which could sustain its future applications in the field of the
immunotherapy.
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Introduccidén

Las investigaciones acerca de las enfermedades que afectan al sistema
inmune, son de gran interés en la actualidad, por las implicaciones que estas
ocasionan al humano. De ahi que se realicen innumerables esfuerzos en la
busqueda de nuevos agentes inmunoterapeuticos, desprovistos de reacciones
adversas. En este sentido, en los ultimos afios, se ha retomado el interés en la
incorporacion al acervo de la inmunoterapia de sustancias de variadas fuentes
biolégicas (levaduras, algas, bacterias, liquenes, plantas superiores y
especialmente, hongos), con capacidad de estimular a las células del sistema
inmunitario, como macroéfagos, células “natural killer” (NK), linfocitos, e inducir
la sintesis de citoquinas (Werner y Jolles, 1996).

Las aplicaciones biotecnoldgicas de los Basidiomicetos han contribuido a un
mejor conocimiento del tema. Esto se debe a la facilidad con que se pueden
cultivar y obtener extractos ricos en sustancias biolégicamente activas, como
los polisacaridos, a partir del medio de cultivo, micelio y cuerpos fructiferos.

Se plantea que las principales biomoléculas responsables de la accién
inmunomoduladora y antitumoral son carbohidratos poliméricos 1, 3- B -D-
glucanos, pertenecientes al grupo de los modificadores de la respuesta
bioldégica (BRMs), los cuales son capaces de modular la respuesta inmunitaria
del huésped sin ejercer una accion citotoxica directa sobre la célula (Kim y col.,
1996).

En la medicina oriental el objetivo principal en la obtenciéon de bioproductos a
partir de hongos superiores, es regular la homeostasia del organismo y
restaurar el estado de salud en los individuos enfermos (Chihara y col., 1992).

A pesar de la amplia informacién sobre las propiedades inmunomoduladoras y
antitumorales de bioproductos obtenidos de hongos superiores, las
investigaciones efectuadas en Pleurotus spp han tenido un caracter limitado v,
por otra parte, existen pocas evidencias experimentales con relacidén a posibles
mecanismos de accion.

En el Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial (CEBI), el area de
Biotecnologia Industrial desarrolla un proyecto que aborda la evaluacion de las
propiedades farmacoldgicas de extractos acuosos de Pleurotus spp. En este
contexto, la presente tesis aportaria nuevas evidencias experimentales al
conocimiento de las potencialidades inmunomoduladoras de este género,
particularmente en la obtencién y evaluacion de la actividad biolégica de un
extracto micelial.

Tomando en consideracion estos antecedentes, se propuso la siguiente
hipotesis de trabajo:
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Hipotesis

Si existen evidencias experimentales y clinicas relacionadas con las
propiedades inmunomoduladoras de bioproductos aislados de Basidiomicetos,
entonces es posible que un extracto micelial de Pleurotus spp. posea un efecto
estimulador sobre el sistema inmunitario al ser evaluado en biomodelos in vivo
e in vitro.

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

Evaluar algunos efectos inmunomoduladores de un extracto micelial de
Pleurotus spp. en biomodelos in vivo e in vitro.

Para su cumplimiento, se derivaron los siguientes objetivos especificos:

» Obtener, mediante procedimientos de tratamiento térmico, extractos
acuosos de micelio y cuerpos fructiferos de Pleurotus spp y determinar su
composiciéon macromolecular fundamental.

» Evaluar los efectos moduladores de un extracto micelial de Pleurotus
spp. sobre diferentes mecanismos inmunoldgicos en ratones Balb/c
inmunocompetentes y en el biomodelo de ratones irradiados.

» Evaluar la actividad in vitro del extracto micelial de Pleurotus spp. sobre
el sistema autolitico microbiano, la via alternativa del complemento y la
activacion in vitro de macréfagos peritoneales murinos.
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Capitulo 1. Revision bibliogréfica.
1.1 Consideraciones generales sobre la biologia y cultivo de Pleurotus spp.

Los hongos comestibles tuvieron gran importancia en la forma de vida y en el desarrollo
de las sociedades recolectoras-cazadoras del periodo preneolitico. En la literatura
etnografica mundial se encuentran evidencias sobre el consumo de hongos comestibles
en la América prehispanica, plasmadas en codices indigenas y en las descripciones de
misioneros y soldados espafioles del siglo XVI (Villareal y Pérez, 1989).

En la antigua Grecia, las setas se consideraban como “el alimento de los dioses”, ya
que proporcionaban fuerza a los guerreros y romanos. En China, por su parte, eran
valorados como un alimento saludable y lo denominaban “el elixir de la vida” (Chang y
Buswell, 1996).

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

En la region de América Central y Latinoamérica, los principales productores son
México, Brasil y Colombia, siendo México el mayor productor de Latinoamérica,
generando alrededor del 58 % de la produccion total de la region (Martinez-Carrera,
2005).

Los principales productores mundiales son China y Estados Unidos con una
contribucion de 39 % y 13 % respectivamente. El resto de la produccion se concentra
en Japon, Alemania, Holanda, Francia, Polonia, Espafa y Canada principalmente
(Chang y Miles, 2004).

Segun Zadrazil, 1978, Pleurotus ostreatus se cultivd en varias regiones de Europa
desde 1900 como una de las "seis grandes" setas cultivadas, conjuntamente con
Agaricus, Lentinula, Auricularia, Volvariella, Flammulina. La produccion total de
Pleurotus spp en la ultima década del siglo XX superé las 25 000 toneladas (Miles y
ShuTing, 1997).

1.1.1 Caracterizacién general de Pleurotus spp

Es un género de hongos superiores que crece, de forma natural, sobre troncos y restos
de vegetales. Pertenece al grupo de las setas comestibles y es muy apreciado por el
olor y sabor agradables de los cuerpos fructiferos. Recibe la denominacién de hongo
oreja por su morfologia.
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Clasificacion Taxon6mica

Reino: Hongo

Clase: Basidiomycetes
Orden: Agaricales

Familia: Tricholomataceae
Genéro: Pleurotus

Es un grupo cosmopolita, facil de cultivar, en comparacion con otros grupos
comerciales. Dentro de las especies mas conocidas por los cultivadores predomina
Pleurotus ostreatus, debido a la gran variedad de sustratos sobre los cuales puede
crecer gracias a la elevada plasticidad fenotipica y genética que posee.

1.1.2 Sustratos y condiciones de cultivo

En general, Pleurotus. spp se cultiva en materiales lignocelulésicos, los cuales
constituyen los sustratos organicos mas abundantes del planeta, producidos
fundamentalmente por las plantas (Sanchez y Royse, 2002).

En un estudio realizado por Muller (1998) con varios hongos de la degradacion primaria,
Pleurotus spp se mostr6 como la especie mas adecuada para la utilizacion de los
desechos agricolas, los cuales se pueden pretratar mediante fermentacion semi-
anaerodbica, para luego aprovecharlos en la produccion de alimento humano vy forraje.
Esta caracteristica del hongo puede ser potencialmente importante para el manejo de
los desechos de café, ya que el 60% del fruto de café esta constituido por la pulpa y el
mucilago, materiales de la zona cafetalera (Rodriguez y Jaramillo, 2005).

Diwkar y col. (1989), refieren para el cultivo de Pleurotus spp. la utilizacion de hollejos
de semillas de mani, garbanzo, tamos de maiz, bagazo de cafia, residuos de algodon y
desechos de papel. Kerem y col. (1992), encontraron que Pleurotus spp, creciendo
sobre cascarilla de algodén, ejerce una fuerte accion selectiva por la lignina y presenta
actividad de la enzima lacasa en el extracto acuoso.

Para establecer los rendimientos en el cultivo de hongos comestibles se ha utilizado el
concepto de produccion de carpoforos por metro cuadrado, Eor siembra o ciclo, que, en
el caso de los champifiones, puede variar de 16 a 30 kg/m*, equivalente a 100-110 kg
de porcentaje del peso fresco de hongos cosechados en funcion del peso seco del
sustrato (Vedder, 1986). La eficiencia biolégica de Pleurotus spp. en un sustrato
determinado depende de las condiciones de cultivo y aun de las cepas utilizadas
(Gaitan y Salmones, 1996). Se han encontrado eficiencias biolégicas hasta de 186 % en
el tamo de maiz, 50% en tusas de la misma planta y 15,7 % para el bagazo de cana de
azucar, cuyo valor esta relacionado con el poco contenido de nitrogeno del sustrato
(Acosta y col., 1988). Los bajos rendimientos de algunos sustratos se pueden mejorar
mediante compostaje (Martinez-Carrera y col., 1990), o utilizando diferentes mezclas de
lignoceluldsicos (Mourlot, 2007) y aun con aditivos minerales u organicos (Gross, 2004).
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Las condiciones apropiadas del ambiente y del sustrato al momento de la siembra de P.
ostreatus son las siguientes: humedad relativa de 82 a 86 %; temperatura del sustrato
entre 27,7 y 30°C y concentracion de CO; del sustrato 2000 ppm. En estas condiciones,
la incubacién se lleva a cabo entre 10 y 14 dias (Flegg y col., 1985). La humedad del
sustrato en el momento de la pasterizacion debe ser de 70-75 % (Steineck, 1987) y el
pH de 6,0 a 6,5 (Hincapié, 1993), el cual es considerado por Vedder, 1986 como ideal.
La temperatura durante la fase de incubacion es de 28" C (Garcia, 1987) y en la de
fructificacion de 10-15 °C. Las diferentes especies se comportan de manera distinta
cuando son influidas por diferentes niveles de temperatura (Zervakis y Balis, 1992).

En Cuba, especificamente en el CEBI, la produccion de Pleurotus spp sobre sustratos
de la agroindustria cafetalera fue introducido por Bermudez y colaboradores, los cuales
establecieron las condiciones 6ptimas para la preparacion del indculo y del sustrato
(Bermudez, 1994).

En las investigaciones relacionadas con la tematica de obtencién de sustancias
farmacologicamente activas, se evidencia el empleo del cultivo sumergido para aislar
productos fiables, consistentes y seguros. Existen trabajos que refieren la utilizacién de
este método con diferentes medios de cultivo; tal es el caso del estudio realizado por
Song y col. (1995) en la especie Phellinus linteus, en medio YPG. Por otra parte, la
escasa informacién acerca del cultivo sumergido de Pleurotus spp evidencia la
necesidad de estudiar, con mas profundidad, su cultivo en estas condiciones
controladas, orientado a la obtencion de sustancias biolégicamente activas a partir de
su micelio.

1.2. Propiedades nutricionales y medicinales de Pleurotus spp.
1.2.1 Propiedades nutricionales.

El valor nutritivo de Pleurotus spp. ha sido reconocido desde hace mucho tiempo. Sus
proteinas, en base seca, constituyen de un 19 a un 35%, y contienen todos los
aminoacidos esenciales. Su valor nutritivo es mas alto que el de las proteinas de
plantas, con una calidad muy cercana a la de la proteina animal (Zamora Martinez y
Nieto, 1995).

En adicion a su valor como alimento rico en proteinas, los hongos contienen
carbohidratos, en particular, carbohidratos poliméricos, como el glucégeno y la quitina, y
varios compuestos carbonados de bajo peso molecular, como la glucosa, fructosa,
galactosa, trehalosa, entre otros. Son ricos en minerales, como el potasio, el fésforo y el
hierro. Contienen gran variedad de vitaminas, particularmente tiamina (B1), riboflavina
(B2), asi como el acido pantoténico (B3), acido ascérbico (C) y biotina (Sanchez y
Royse, 2002). En cambio, los niveles de lipidos son bajos de 1 hasta 15 % (Miles y
Shuting, 1997).

Por otra parte, en el CEBI se han llevado a cabo investigaciones sobre la seta
comestible Pleurotus spp. relacionadas, en particular, con el contenido de micosteroles,
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precursores de la vitamina D, la calidad proteica de su biomasa y la influencia de
factores ambientales, como la luz en dichos parametros (Bemudez y col., 2002,2003).

1.2.2 Propiedades medicinales.

Pleurotus ostreatus se encuentra en la lista de 37 especies de hongos descritas por
Guzman (1994), utilizadas en la medicina tradicional de Mesoamérica y México. Se
describe como uno de los hongos que producen retardo en el crecimiento de tumores,
posiblemente por la accion de un compuesto polisacarido que actua como potenciador
de la defensa del huésped. Su ventaja sobre las sustancias convencionales que
destruyen las células tumorales radica en que no presenta efectos colaterales. Los
compuestos quimioterapéuticos usados contra el cancer suprimen las defensas del
huésped contra las células tumorales y algunos agentes infecciosos (Miles y ShuTing,
1997).

Okuda y col. (1972) refirieron el aislamiento de polisacaridos antitumorales, tanto de
Flammulina velutipes como de P. ostreatus. En éste ultimo, el componente antitumoral
activo de un extracto hidrosoluble consistié en un polimero formado por un esqueleto de
1,3 B-glucano, probablemente con ramificaciones de residuos de galactosa y manosa.
Posteriormente, Yoshioka y col. (1975) aislaron componentes polisacaridos acidos.

Se ha demostrado experimentalmente que la adicion de cuerpos fructiferos de P.
ostreatus a la dieta de ratas Wistar hembras tanto normo —como hipercolesterolémicas
disminuye también el nivel de acidos grasos en ambos grupos de ratas, comparados
con el control. Reduce también los niveles de colesterol en el higado. Un aumento
significativo de la relacion fosfolipido/colesterol en las aortas de ambos grupos de ratas
sugiere un efecto antiaterogénico favorable (Bobek y col., 1990; Opetal y col., 1997).

Por otra parte, los hongos de la pudricion blanca, entre los que se encuentra P.
ostreatus, poseen en su micelio sustancias con propiedades antioxidantes, por lo que
pueden constituir una fuente potencial de bioantioxidantes o de preparaciones
complejas con dichas propiedades (Kapich y Shishkina, 1992).

El pleurano, aislado a partir de Pleurotus ostreatus, muestra efectos
inmunomoduladores, especialmente incrementando la actividad fagocitica (Paulik y
col., 1996). Esta sustancia ha sido utilizada en el tratamiento experimental en ratas
Wistar de la colitis ulcerativa inducida con acido acético. El pleurano fue administrado
oralmente al 10 % como parte de la dieta y resulté efectivo en la reduccion del dafio
mucosal (Nosalova y col., 2001).

1.3 Polisacaridos con propiedades inmunomoduladoras: B-Glucanos

Los polisacaridos son un grupo estructuralmente diverso de macromoleculas bioldgicas
de una extendida ocurrencia en la naturaleza. Se caracterizan por presentar rasgos
estructurales repetitivos y son polimeros de residuos de monosacaridos, unidos entre si
por enlaces glucosidicos. De este modo, difieren estructuralmente de otras
biomoléculas como las proteinas y los acidos nucleicos. Los aminoacidos en las
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proteinas y los nucledétidos en los acidos nucleicos se enlazan de una sola manera,
mientras que las unidades de los monosacaridos en los oligosacaridos y polisacaridos
pueden hacerlo en varios puntos para formar una variedad amplia de ramificaciones o
estructuras lineales. Esta enorme variabilidad potencial en la estructura de los
polisacaridos proporciona la flexibilidad necesaria para los precisos mecanismos
reguladores de las interacciones célula-célula en los organismos superiores
(Kawaguchi, 2005).

Existen, ademas, polisacaridos inmunomoduladores derivados de una gran variedad de
géneros microbianos, los cuales incluyen el acido hialurénico de Streptococcus spp, el
polisacarido UN de Bacteriodes fragilis, el manano de Candida albicans vy
Sacharomyces cereviciae, cuya aplicacion ha arrojado resultados significativos en el
tratamiento de enfermedades infecciosas (Granero y col.,, 1990). Los efectos
antitumorales representan otra prometedora actividad biofarmacolégica de los
polisacaridos derivados de estas fuentes.

Los B-glucanos son polisacaridos formados por glucosa o sus derivados, unidos por
enlaces de tipo B y tienen generalmente una funcién estructural. La conformacion de los
B-glucanos solubles ha sido clasificada en tres grupos: triple hélice, simple hélice y en
arrollamiento al azar (Wasser y col., 2005).

Los B-glucanos fungicos exhiben una variada actividad biolégica e inmunofarmacolégica
y el significado de estas acciones depende de la estructura, solubilidad en agua, peso
molecular, grado de ramificacion y de la conformacién (Yadomae, 2000). Existen
reportes de que los polimeros (B -glucanos) tienen la capacidad de estimular diferentes
tipos de células inmunes en animales y humanos mediante su unién a receptores
especificos de membrana (Smith y col., 2003, Rowan y col., 2003).

Las investigaciones de hongos medicinales han centrado el interés en el descubrimiento
de compuestos que puedan modular la respuesta biolégica de células del sistema
inmune (modificadores de la respuesta biolégica, BRMs). La mayoria de los
modificadores disponibles hoy dia actuan mejorando la respuesta del organismo frente
a los tumores; no obstante, van surgiendo sustancias capaces de interferir directamente
en la regulacién del crecimiento del tumor o de influir sobre el proceso de diferenciacion
(Wasser, 2002).

Especialmente, tienen aplicacion en el tratamiento de inmunodeficiencias en
combinaciéon con antibidticos y también como adyuvantes vacunales (Jong y
Birmingham, 1992). Se ha demostrado que estos compuestos potencian la respuesta
inmunitaria innata y especifica, lo cual es importante en el mantenimiento de la
homeostasia del organismo.

Los B-glucanos son modificadores de la respuesta bioldégica con un potente efecto
sobre el sistema inmunitario. Estas respuestas estan mediadas por receptores de B-
glucanos, como la Dectinal murina. El receptor humano de [-glucanos es
transmenbranoso (tipo Il), con un dominio simple de reconocimiento extracelular que
contiene carbohidratos, el cual se expresa y funciona como un receptor de
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reconocimiento de patrones. Las células que poseen el receptor pueden reconocer una
variedad de 3 (1-3) o B (1-6) glucanos y también levaduras intactas. En contraste con el
murino, el ARN m es empalmado alternativamente, resultando dos principales isoformas
(A y B) y seis menores. Las isoformas principales difieren por la presencia de una
region de union separada del dominio de reconocimiento desde la zona
transmembranosa y son las unicas isoformas funcionales para la unién del B- glucano.
Ademas, el receptor humano, presente también en el linfocito T, en un sitio distinto del
sitio de unién del B- glucano, induce el reconocimiento de ligandos enddégenos vy
exogenos (Willment y col., 2001).

La activacion del sistema complemento (vias clasica y alternativa) por B (1-3) - D
glucanos que presentan diferentes ultraestructuras y grado de ramificacion, aislados de
la pared celular de hongos, se ha demostrado con el empleo de suero y plasma
humanos (Susuki y col., 1992).

Muchas de las actividades inducidas por B- D glucanos, como la sintesis de 6xido
nitrico en macrofagos y la activacion del factor G, dependen de la conformacién. Otras,
en cambio, son independientes, como la sintesis del interferon gamma (IFN-y) y los
factores estimulantes de colonias (CSFs). Estas actividades resultan
farmacologicamente utiles, mientras algunas se relacionan con la alergia y reacciones
inflamatorias adversas (Yadomae, 2000).

Los B-glucanos, cuando se administran, permanecen en el organismo, principalmente
en el higado y el bazo, por un largo periodo de tiempo (mas de un mes), sin cambios en
la estructura principal, al no ser ésta una via especifica del metabolismo. Sin embargo,
actividades biolégicas como el efecto antitumoral son reducidas mas rapidamente
(Miura y col., 1998).

Se ha investigado el efecto de B-glucanos derivados de Sclerotinia sclerotiorum en el
crecimiento de Micobacterium tuberculosis H37RU en cultivos de macrofagos
peritoneales, aislados de ratones Balb/c. Los resultados indicaron que los (B-glucanos
inhiben el crecimiento de M. tuberculosis en las células del hospedante in vitro,
probablemente asociado a la estimulacion celular o inhibicibn competitiva de la
maquinaria de las bacterias por via del CR3/CD11 b/18 (Hetland y Sandven, 2002).

En otro estudio previo realizado por Estrada y col. (1997) se demostré también que los
B-glucanos, extraidos a partir de levaduras u hongos, son responsables de potenciar el
sistema inmunitario. La actividad inmunomoduladora de 8 (1,3 - 1,4) - D- glucanos
derivados de la cebada (OBG) fue investigada por su capacidad de estimular la
produccion de |IL-1 y TNF-alfa a partir de macréfagos peritoneales murinos en la linea
celular P338D1. Se refiere, ademas, su capacidad de aumentar la resistencia no
especifica para infecciones bacterianas en ratones.

Los polisacaridos de setas previenen la oncogénesis, y muestran actividad antitumoral
directa contra varios tumores alogénicos y singénicos, asi como en la metastasis
tumoral. No atacan directamente las células cancerigenas, pero producen sus efectos
antitumorales por diferentes mecanismos de activacion de la respuesta inmune en el
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hospedante. La accion antitumoral de estos polisacaridos requiere de las células T y
por lo tanto, su actividad estd mediada por mecanismos inmunes timo dependientes
(Wasser, 2002).

1.4 Evidencias experimentales y clinicas de la actividad inmunomoduladora de glucanos
aislados de hongos superiores.

Durante los ultimos treinta afos, se han venido estudiando las caracteristicas
bioquimicas y farmacolégicas de polisacaridos activos con efectos inmunomoduladores,
que en general, han sido purificados a partir del micelio, cuerpos fructiferos o del medio
de cultivo de hongos superiores. En su mayoria constituyen  (1-3) - D glucanos, con
ramificaciones B (1-6)-D glucopirandsidas como cadena lateral; otros polisacaridos han
sido identificados como complejos polisacarido-proteina (Lee y col., 1996).

La investigacion de los hongos medicinales se ha enfocado en la busqueda de
sustancias capaces de estimular la respuesta inmunitaria humana para ser empleadas
en el tratamiento del cancer y las inmunodeficiencias. Varias clases de compuestos,
como proteinas, péptidos, lipopolisacaridos, glicoproteinas y derivados de lipidos, han
sido considerados como moléculas que tienen efectos potentes en el sistema
inmunitario (Tzianabos, 2000).

Dentro del grupo de las setas comestibles, pertenecientes a la clase Basidiomycetes,
figuran varias especies, las cuales han sido investigadas con relacion al aislamiento de
fracciones polisacaridicas y su efecto antitumoral e inmunomodulador, como son:
Lentinus edodes, Schizophyllum commune, Phellinus igniarius, Grifola frondosa,
Coriolus versicolor, Phellinus linteus, Trametes dickinsii, Phyyophthora parasitica,
Flammulina velutipes y Armilariella tabescens. Muchos de los extractos o glucanos
purificados han sido objeto de estudios preclinicos y algunos han alcanzado la fase de
ensayos clinicos (Kim y col., 1996).

Wasser (2002) listé 651 especies y 7 taxa de 182 géneros de Basidiomicetos que
presentan polisacaridos activos derivados de los cuerpos fructiferos, micelios y caldos
de cultivos.

Los primeros glucanos inmunoestimulantes fueron descubiertos en Japén y nombrados:
esquizofilano (polisacarido extraido del filtrado de cultivos del Schizophyllum commune)
y lentinano (un glucano obtenido de la pared celular de Lentinus edodes), los cuales
presentan una interesante conformacion de triple hélice (Chihara, 1992). El
esquizofilano (peso molecular de 450 KDa) se utiliza junto con el 5-fluoracilo en la
terapia antitumoral clinica incrementando la sobrevida de los pacientes (Wasser y col.,
2005).El lentinano, por su parte, 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).

En Japon, el esquizofilano (o Sonifilan, Sizofiran, Sizofilan) ha sido aceptado para el uso
clinico. Los primeros ensayos clinicos con el esquizofilano en combinacién con
quimioterapéuticos convencionales (tegafur o mitomicina ¢ y 5- fluorouracilo)
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consistieron en un estudio aleatorizado desarrollado con 367 pacientes con cancer
gastrico recurrente e inoperable y en el cual se observé un aumento significativo en la
sobrevida (Fugimoto y col., 1984). Mas recientemente, el tratamiento con esquizofilano
también ha conllevado a un aumento de la sobrevida global de pacientes con cancer de
cabeza y cuello (Kimura y col., 1994).

En las primeras investigaciones se llevo a cabo el fraccionamiento del lentinano para
comprobar el efecto antitumoral, en lineas como el sarcoma 180. Algunas fracciones no
presentaron dicho efecto y otras inhibieron el crecimiento tumoral pero a dosis
superiores. Ciertas fracciones mostraron una maxima absorcion con el Rojo Congo, lo
que evidencio la contribucién de polisacaridos con estructura 3 (1-3)-D glucanos en la
cadena principal a la actividad antitumoral (Sasaki y col., 1985).

Mas de 100 tipos de polisacaridos se han aislado a partir de Ganoderma lucidum y se
destacan los - glucanos por su actividad bioldgica (Gao, 2000). Algunos estudios han
sugerido que la accion antitumoral de los polisacaridos podria ser el resultado de su
efecto como modificador de la respuesta biolégica (Chang, 1996).

El ganopolio, extracto acuoso de G. lucidum, ha demostrado poseer efectos
inmunomoduladores a través de la activacion de macroéfagos, linfocitos T y las células
NK. Se refiere que el extracto de G. lucidum puede incrementar significativamente la
proliferacién de linfocitos del ratén in vitro (Mojadadi y col., 2006).

Se ha demostrado también que polisacaridos de G.lucidum modulan la respuesta
inmune, tanto in vivo como in vitro, siendo el efecto inmunomodulador extensivo a
células presentadoras de antigenos, sistema monocito-macréfago, la inmunidad
humoral y celular y los mecanismos moleculares en ellos implicados (Zhi-Binlin, 2006;
Rabel y col., 2008).

Polisacaridos del hongo Trametes (Coriolus versicolor) han mostrado actividad
antitumoral, inmunomoduladora, analgésica y hepatoprotectora. Estos polisacaridos son
capaces de inhibir las enzimas reverso transcriptasa y proteasas del VIH- tipo I, de gran
importancia en el ciclo de vida del VIH, convirtiéndolo en un candidato para la terapia
del SIDA (Ng y col., 2006).

El grifolano, un 3 (1,3) —D glucano purificado a partir de Grifola frondosa, induce varias
citoquinas a partir de macrofagos, en estudios in vitro. Su solubilidad y peso molecular
tienen efecto en la produccion de TNF-alfa (Ishibashi y col., 2001). Se ha identificado
una fraccion polisacaridica en esta seta, denominada como fraccion D, que estimula la
accion de los macrofagos y aumenta la citotoxicidad de las células T-citotoxicas que
atacan las células tumorales (Kodama y col., 2005).

Recientemente, se investigd el efecto del pleurano B (1-3)- D glucano, aislado a partir
del cuerpo fructifero de Pleurotus ostreatus, en el estado antioxidante del organismo y
en el desarrollo de lesiones precancerosas en el colon, en ratas machos Wistar. Se
empled una dieta que contenia pleurano o celulosa al 10% y se compard con una dieta
libre de celulosa. Aunque las lesiones precancerosas se redujeron con la dieta de

10



Algunos efectos inmunomoduladores de un extracto micelial de Pleurotus spp. en biomodelos in vivo e in vitro.

celulosa, la reduccion mas significativa estadisticamente (50%) fue obtenida con la dieta
del pleurano (Bobek y Galbauy, 2001).

En un estudio realizado en el CEBI por Morris y col. (2003) se analizaron los efectos de un
extracto hidrosoluble del micelio de Pleurotus ostreatus en ratones Balb/c tratados con
ciclofosfamida. El extracto fue administrado intraperitonealmente en una dosis de 100
mg/kg durante siete dias y la ciclofosfamida, a razén de 10 mg/kg, fue administrada el
quinto dia. Los ratones tratados con el extracto mostraron una inmunosupresion menos
pronunciada, asi como una recuperacion hematopoyética mas rapida que el grupo control
(solucion salina fisiolégica). No se observaron signos de toxicidad, como
hepatoesplenomegalia, en los ratones tratados el extracto de Pleurotus.

Por otra parte, se demostré en estudios in vitro, con cultivos de macrofagos peritoneales
murinos, la capacidad de diferentes fracciones hidrosolubles obtenidas del micelio de
Pleurotus spp, de estimular el consumo de glucosa y la actividad fosfatas acida
lisosomal de estas células (Morris y col., 2007).

Los trabajos publicados acerca de las propiedades inmunoestimulantes de bioproductos
aislados de hongos superiores y por otra parte, el caracter limitado de las evidencias
experimentales y clinicas referidas para el género Pleurotus, asi como su enfoque
esencialmente nutricional, motivan la realizacion de estudios orientados a la evaluacion
de las potencialidades de sus extractos como agentes inmunomoduladores.

11
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Capitulo 2. Materiales y métodos.
2.1 Obtencién de extractos acuosos de Pleurotus spp.

Los experimentos fueron realizados en el CEBI (Universidad de Oriente), en la planta de
Investigacion-Produccion de Setas Comestibles y en el laboratorio de Inmunologia
Aplicada.

2.1.1 Cepa utilizada.

Para este estudio, se utilizé la cepa de Pleurotus spp CCEBI-3024, depositada en la
Coleccioén de Cultivos del CEBI.

2.1.2 Cultivo sumergido de Pleurotus spp.

Se propago la cepa en medio YPG de composicion: glucosa (2%); peptona (0.5%);
extracto de levadura (0.5%); KH2PO4 (0.1%); NaxSO4. 7H,0 (0.1%) pH=5 (Horitsu y col.,
1992), suplementado con agar al 2 %. Se realizd la siembra en 5 placas Petri, que
fueron incubadas a 37°C hasta lograr un crecimiento micelial total.

El medio YPG liquido fue dispensado en 10 matraces erlenmeyer de 50 mL de volumen.
La siembra se realizé6 a partir del crecimiento obtenido en las placas, el cual fue
raspado con una espatula estéril y diseminado en un erlenmeyer con 50 mL de salina
fisiologica (0.9%), agitando vigorosamente. Fueron inoculados 5 mL de la suspension a
cada matraz e incubados a 37°C con agitacion constante (100 r.p.m) en zaranda
modelo Mizard. 2001, durante 15 dias.

2.1.3 Fermentacion en estado sodlido (FES).

Para la fermentacion en estado solido (FES), se empled, como sustratos, pulpa de café
y fibras de coco, bajo las condiciones de cultivo requeridas para ello, que incluyen
parametros definidos, temperatura, luminosidad, ventilacion, humedad relativa y riego,
entre otros ( Bermudez, 2001).

2.1.4 Extraccion de la biomasa de Pleurotus spp
2.1.4.1 Extracto del micelio obtenido mediante cultivo sumergido.

Una vez obtenida la biomasa, ésta fue filtrada, separando asi el medio de cultivo que
constituye la fraccion denominada por nuestro grupo como F-0. El micelio fue lavado
con agua destilada y pesado en balanza técnica Owa Labor. Se le afiadiéo 5 mL de agua
destilada por gramo de micelio, y se procedio al tratamiento térmico durante 10 horas
con agua hirviendo a 95 °C. Posteriormente, se centrifugd a 3000 r.p.m. durante 10
minutos en centrifuga Hitachi Kokico modelo SCR 7B y fue concentrada hasta la tercera
parte de su volumen.
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2.1.4.2 Extractos de cuerpos fructiferos obtenidos por FES.
» Extracto caliente.

Para obtener el extracto caliente se pesaron 500 gramos de cuerpos fructiferos, los
cuales fueron cortados en pequefias piezas de 1 cm? aproximadamente y se les
adicioné 3 mL de agua destilada por gramo. Posteriormente, se procedi6 a la extraccion
por tratamiento térmico durante 10 horas con agua hirviendo a 95 °C. El extracto fue
centrifugado a 3000 r.p.m durante 10 minutos en centrifuga Hitachi Kokico modelo SCR
7B, se filtré y conservo a 4°C hasta su utilizacion.

> Extracto frio.

En este caso, se empled la misma masa de cuerpos fructiferos (500 gramos), cortados
en piezas de 1cm? y con una proporcion de agua similar a la mencionada en el
procedimiento anterior. Posteriormente, se procedié a la extraccion durante 3 horas a
20 °C, con agitacion constante, a 150 r.p.m. en zaranda modelo Mizard 2001. Luego, se
centrifugd a 3000 r.p.m., durante 10 minutos, en centrifuga Hitachi Kokico modelo SCR
7B, se filtr6 y conservo a 4 ° C hasta su utilizacion.

2.2 Caracterizacion preliminar de los extractos.
2.2.1 Determinacién del contenido de materia seca.

Para la determinacion del contenido de materia seca se utilizaron 5 mL de cada extracto
y se depositaron en capsulas de porcelana, pesadas con anterioridad, para ser
concentrados a sequedad. Se colocaron las capsulas en estufa a 105 ‘C durante tres
horas. Con los pesos iniciales y finales de las capsulas, se determind la concentracion
de materia seca en los extractos. A partir del contenido de materia seca en los
extractos, se estimo el volumen a administrar a los ratones para la evaluacion preliminar
de su actividad inmunomoduladora:

Peso final de la capsula — Peso inicial capsula (g) X 100 %

% materia seca =
Volumen de muestra (mL)

2.2.2 Determinacién de la concentracion de proteinas.

Para la determinacion de la concentracion de proteinas presentes en los extractos
acuosos, tanto del micelio como de los cuerpos fructiferos de Pleurotus spp, se
procedio a la realizacion de la técnica de Lowry (Lowry y col., 1951). Con esta finalidad,
se confeccion6 una curva de calibracion con una solucion patron de albumina sérica
bovina (BSA) (BDH) de concentracién 0.184 mg/mL, corregida en un espectrofotometro
LKB-Ultrospec Il a 280 nm, a partir de su coeficiente de extincion de 0.68. Se trabajo
con diluciones 1:5 y 1: 10 para los extractos de micelio y cuerpos fructiferos. La lectura
de la reaccién colorimétrica se realizé a 650 nm.
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2.2.3 Determinacion de la concentracion de carbohidratos.

La concentracion de carbohidratos fue determinada por la técnica del fenolsulfurico
descrita por Dubois y col. (1956). Se confecciond una curva de calibraciéon a partir de
una solucién patrén de glucosa de concentracion 100 pg/mL. Se realizaron diluciones 1:
50 y 1: 25 del extracto de micelio y, en el caso de los cuerpos fructiferos, 1: 5-1: 10 para
el extracto frio y 1: 25- 1: 50 para el caliente. Las lecturas de absorbancia se efectuaron
en un espectrofotometro LKB-Ultrospec Il a 490 nm.

2.2.4 Determinacion de la concentracion de acidos urdnicos.

La concentracidn de acidos urdnicos totales se valoré por la técnica del m-hidroxibifenilo
(Blumenkrantz y Asboe-Hansen, 1973). La curva de calibraciéon se prepar6 a partir de
una solucion patrén de acido galacturdnico (Sigma) de concentracion 100 pg/mL. Se
realizaron diluciones 1: 5y 1: 10 del extracto de micelio y de los cuerpos fructiferos en
frio y, para el extracto caliente, de 1: 50- 1: 25. Las lecturas de absorbancia se
efectuaron a 520 nm en el espectrofotémetro LKB-Ultrospec llI.

2.3 Efectos inmunomoduladores del extracto micelial de Pleurotus spp. en biomodelos
in vivo.

2.3.1 Efecto de la administracion endovenosa a dosis Unica sobre el sistema monocito-
macrofago en ratones Balb/c inmunocompetentes.

Animales y grupos experimentales.

Se utilizaron ratones Balb/c hembras de 18-20 g de peso y seis semanas de edad,
procedentes del Laboratorio de Anticuerpos y Biomodelos Experimenta les (LABEX®/
CIM) de Santiago de Cuba. Los ratones se alimentaron con el pienso comercial
correspondiente a esta especie, el cual fue suministrado por el Centro Nacional para la
Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB, La Habana) con su
correspondiente certificado de calidad. El agua y el alimento se suministraron de forma
controlada, pero en cantidades suficientes para permitir su ingestion ad libitum durante
todo el periodo experimental. Se emplearon condiciones sanitarias convencionales. Se
conformaron dos grupos experimentales de 10 animales cada uno; la distribucion de los
ratones en dichos grupos se realiz aleatoriamente.

» Grupo |: Administracion de 0.2 mL del extracto por la via endovenosa (vena de la
cola), dia 0, equivalente a una dosis de 100 mg/Kg.

» Grupo II: Administracion de 0.2 mL de solucion salina fisiolégica (QUIMEFA, Cuba)
por via endovenosa, dia 0.

Actividad del sistema monocito-macroéfago.

A las 48 h de la administracion del extracto micelial y la solucion salina fisiolégica a los
grupos experimentales, se inoculd por via endovenosa, a través de la vena de la cola,
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0.2 mL de una solucién de carbon coloidal, consistente en 3 mL de tinta negra Pelikan
(Pelikan, AG, Alemania), 4 mL de solucién salina y 4 mL de solucién de gelatina al 3%.
Se procedio luego a tomar muestras de sangre cada 5 minutos, de la administracion del
carbén coloidal. Se colectaron alicuotas de 50 uL de sangre por el plexo retroorbital con
capilares heparinizados y se adicionaron 4 mL de Na,COs3 al 0.1 %. La concentracion
de carbon coloidal en las muestras fue estimada a través de la absorbancia a 675 nm
en un espectrofotdmetro UV-VIS (Ultrospec Ill, Pharmacia- LKB). Se determind, ademas
el tiempo de vida media del carbon coloidal en sangre (tiempo medio de vida, en
minutos, ty,) y el indice fagocitico a través de las ecuaciones:

ty, = 0.693/ k k=1In2 (t2- t1) / In (A1- A2) (indice fagocitico),

donde A1y A, son las absorbancias de las muestras (grupo experimental y grupo control
con solucion salina fisiologica) a los tiempos t1 y to, respectivamente.

2.3.2 Estimulacion de la permeabilidad vascular.

Para el estudio, se utilizaron 15 ratones Balb/c hembras de 18-20 g de peso y seis
semanas de edad, procedentes del Laboratorio de Anticuerpos y Biomodelos
Experimentales (LABEX®/CIM).

Los ratones se alimentaron con el pienso comercial correspondiente a esta especie, el
cual fue suministrado por el Centro Nacional para la Produccion de Animales de
Laboratorio (CENPALAB, La Habana), con su correspondiente certificado de calidad. El
agua y el alimento se suministré6 de forma controlada, pero en cantidades suficientes
para permitir su ingestion ad libitum durante el periodo experimental.

Se conformaron dos grupos experimentales, de 10 y 5 animales respectivamente, con
una distribucion aleatoria.

Grupo I. Compuesto por 10 ratones Balb/c. Se le administré (i.p) 0.5 mL del extracto
acuoso del micelio de Pleurotus spp. a una dosis de 100 mg/kg. Trascurridos 60
minutos, se inocularon 0.5 mL por via (i.p) de azul de Evans (Sigma) 10 mg/mL en
salina fisiologica.

Grupo Il. Compuesto por 5 ratones Balb/c. Se le administro (i.p) 0.5 mL de salina
fisiolégica (QUIMEFA, Cuba). De manera similar al grupo |, al cabo de los 60 minutos se
inyectaron 0.5 mL por via (i.p) de azul de Evans (Sigma) 10 mg/mL en salina fisiologica.

En ambos grupos, a los 60 minutos de la administracion del azul de Evans, se procedid
a la extraccion de sangre por el plexo retroorbital, empleando capilares heparinizados.
La sangre se colectd en viales citratados y se tomaron 50 uL de la misma, a los que se
le adicionaron 2 mL de Na,CO0s al 0.1%. La mezcla fue homogeneizada, para la lectura
de las absorbancias, a 630 nm en un espectrofotometro Genesys 10 uv
(Thermospectronic Rochester, NY, USA).
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Los ratones se sacrificaron por dislocacion de la cervical y se colecté el exudado
peritoneal, lavando con 4 mL de salina fisiologica. Seguidamente, se centrifugd a 1500
r.p.m, durante 20 minutos, en una centrifuga (Clay Adams Co. Inc., New York) para la
precipitacion de las células. La concentracion de azul de Evans en la cavidad peritoneal
fue estimada a 630 nm en un espectrofotometro Genesys 10 uv (Thermospectronic
Rochester, NY, USA), realizando diluciones 1:4 de las muestras.

2.3.3 Efectos radioprotectores del extracto micelial de Pleurotus spp. en ratones Balb/c.

Se emplearon 20 ratones machos Balb/c, de 20 a 25 g de peso, libres de patégenos,
procedentes del LABEX®/CIM (Santiago de Cuba). Fueron alimentados con dieta
normal y agua ad libitum y distribuidos en dos grupos experimentales. Para irradiar a los
animales, se utilizé un dispositivo Theraton Phoenix (fuente °°CO) perteneciente al
Hospital Oncolégico Provincial “Conrado Benitez” de Santiago de Cuba a una dosis de
0.43 Gy/min.

Al grupo experimental (10 ratones) se les administré 0.2 mL por via (i.p) del extracto
micelial, a una dosis de 100 mg/kg, en dos periodos continuados de dosificacion: el
primero, desde el décimo hasta el sexto dia antes de la irradiacién y, el segundo, desde
los dos dias antes de la irradiacion (dia 1 del esquema) hasta el dia posterior. Al control
se le administro solucidn fisioldgica en lugar del extracto. El sacrificio de los animales se
realizé 24 horas después de la ultima administracion del extracto acuoso del micelio de
Pleurotus spp. mediante dislocacién cervical.

Luego del sacrificio, a los animales se les realizaron diferentes pruebas, las que, a
continuacién, se detallan:

Celularidad de la médula 6sea.

Una vez sacrificados los animales, a los ratones seleccionados se les retiro el fémur de
la pata trasera derecha y se les extrajo la médula 6sea, con 1.5 mL de solucién de
Hanks. Las células fueron contadas en una camara de Neubauer (Alemania), con ayuda
de un microscopio optico (Zasilacz Mi kroskopowy typ TVO, Polonia).

Parametros hematologicos.

Se tomod la muestra de sangre por el plexo retroorbital de cada animal empleando
capilares heparinizados, la que fue colectada en viales con anticoagulante. Se
determiné el contenido de hemoglobina en sangre y se realizé el conteo total y
diferencial de leucocitos.

Para el conteo total de leucocitos, se tomaron 20 uL de sangre, los que se afnadieron en
viales que contenian 0.4 mL de &cido acético al 2%. Una vez homogeneizada la mezcla,
se procedio al conteo en camara de Neubauer, con la ayuda del microscopio Optico
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Zasilacz Mi kroskopowy typ TVO, Polonia. El resultado fue expresado en 10°
células/mL.

El conteo diferencial de leucocitos se efectio mediante el frotis de una gota de sangre
fresca. Como agente deshidratante, se utilizo alcohol metilico durante 5 minutos. Luego
se realizé la tincion con Giemsa (MINSAP). El conteo se realizé sobre la base de 100
células, empleando el microscopio optico Zasilacz Mi kroskopowy typ TVO, (Polonia),
para diferenciar sus caracteristicas morfolégicas que permiten su clasificacion como
granulocitos neutrofilos y linfocitos.

Celularidad del bazo.

La suspension de células esplénicas se prepard triturando suavemente el bazo con
solucion de Hanks helada y luego se pasd la suspensién a través de una gasa
antiséptica (Johnson and Jonson Medical, TX, USA). Las células fueron contadas en
una camara de Neubauer (Alemania), en un microscopio 6ptico Zasilacz Mi kroskopowy
typ TVO, Polonia.

Autopsia y medicion del peso de los 6rganos.

Una vez sacrificados los animales, se realizdé la diseccion y se observaron las
caracteristicas morfologicas del higado, bazo y timo, tales como: tamafo, volumen,
coloracion y textura. Los higados y bazos fueron pesados en una balanza analitica
electronica ER-182 A, Japdn y se determiné luego el peso relativo.

Sistema monocito-macroéfago.

Al octavo dia, se administré a los ratones por la vena de la cola, 0.2 mL de una solucién
de carbén coloidal. Como se describié en el acapite 2.3.1. el aclaramiento del carbén
coloidal se expresé mediante la relacion de absorbancias de los grupos administrados
con el extracto y la solucion salina a los cinco minutos de la inoculacion del carbén
coloidal, respecto a la absorbancia de un grupo control sin irradiar.

Evaluaciones histologicas

Se tomaron muestras de timo, higado y bazo de los animales tratados con el extracto
de Pleurotus y del grupo control, las que fueron fijadas con formalina tamponada con
fosfato al 10 % (v/v) e incluidas posteriormente en parafina. Se practicaron cortes de 5
MM con un microtomo y se procedid a la tincién de las preparaciones con hematoxilina y
eosina.

2.4 Efectos inmunomoduladores del extracto micelial de Pleurotus spp. en biomodelos
in vitro.

2.4 .1 Evaluacion de la capacidad de activacion del sistema autolitico microbiano.
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Para la determinacion de la capacidad de activacion del sistema autolitico microbiano
por el extracto micelial de Pleurotus, se utilizaron cinco cepas de bacterias:
Staphlylococcus aureus (25953), Pseudomonas aeruginosa (1071), Escherichia coli
(1069), Bacillus cererus (1008) y Bacillus subtilis(1032) y cuatro de hongos:
Saccharomyces cerevisiae (2010), Saccharomyces fermentii (2008), Candida
intermedia (2034) y Candida sp (2002), depositadas en la Coleccion de Cultivos
microbianos del CEBI.

Se preparé 1TmL de una suspension de las células microbianas con agua destilada, para
una absorbancia de 1.0 a la longitud de onda de 520 nm en un espectrofotdmetro
Genesys 10 uv (Thermospectronic Rochester, NY, USA). A la suspensién, previamente
ajustada a la longitud de onda requerida, se le adicion6 1 mL del extracto micelial. Se
utilizaron tres réplicas y un control sin el extracto por cada cepa. Posteriormente, se
midié la absorbancia a 520 nm a muestras y controles a tiempo cero (DO) y se
incubaron durante 60 minutos a 37°C. Trascurrido este tiempo se midié nuevamente la
absorbancia de las suspensiones. Se calculd6 el porciento de autdlisis (l), para el control
(Ic) y la muestra (Is), utilizando la siguiente ecuacion (Biziulevicius y col., 2006):

D,-D
| = —0 T80 .« 100
D

0]

Con los valores de | se determind, para cada cepa, el indice de activacién autolitica
(Ka):

Is .
Ka=—,silc>0
Ic

Ka=ls, silc=0.

2.4.2 Activacion de la via alternativa del complemento (APC).

Este experimento se desarrolld con una modificacion del método empleado por
Suzuki y col., 1992. Se evaluaron diferentes concentraciones del extracto [8 mg/mL
(s/d), 4 mg/mL (1/2), 1.6 mg/mL (1/5), 0.8 mg/mL (1/10) y 0.4 mg/mL (1/20). La técnica
se desarrollé en tubos de ensayos, a diferencia del método original que emplea placas
de ELISA. Se tomaron 385 uL de suero humano normal (Banco de Sangre Provincial
Renato Guitart, Santiago de Cuba) y se le anadieron 77 pL de solucién salina
tamponada con Veronal y suplementada con cloruro de magnesio. Luego de incubar
10 min a 37°C, se adicionaron 769 uL de cada una de las diluciones del extracto y se
volvié a incubar a la misma temperatura durante 30 min. Se afadieron 769 pL de una
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suspension de eritrocitos de conejo (LABEX®/CIM), Santiago de Cuba), ajustada en
camara de Neubauer a una concentracion de 7.5 x 10 células/mL) y se dejé reposar a
25°C. La turbidez de la suspension de eritrocitos se midié en un espectrofotdmetro
CECIL 7200, Inglaterra, a 630 nm, cada 15 min, durante 120 min. Se utilizaron como
controles:

» Control positivo: 385 uL de suero humano + 846 pL de buffer + 769 uL de
eritrocitos.
» Control negativo: 1230 uL de buffer + 769 pL de eritrocitos.

Se determiné el tiempo requerido para la lisis del 50% de la suspension de eritrocitos
en el control positivo y en las diferentes diluciones del extracto micelial.

2.4.3 Activacion in vitro de macréfagos peritoneales murinos.

Se emplaron tres ratones machos Balb/c, de 20 a 25 g de peso, libres de patdgenos,
procedentes del LABEX®/CIM, Santiago de Cuba). A los mismos se les inyecto, por
via intraperitoneal, 5 mL de solucién de Hanks en la cavidad peritoneal. Luego, se
realizé una incisidn y se colectaron las células de la cavidad con una pipeta Pasteur.

Las células adherentes (macrofagos) fueron incubadas en medio RPMI-1640 en
placas Nunc Inc., Dinamarca, a una densidad de 1 X 10° células por pozo, junto con el
extracto a concentraciones de 5, 10, 20, 50, 80 y 100 ug/pozo. La placa fue incubada
durante 48 horas a 37°C en atmodsfera de CO,. Se solubilizd, a continuacién, la
monocapa celular con 0.1 mL de Tritébn X- 100 al 0.1 % y las células en suspension
fueron colectadas en tubos de ensayos. Se adicionaron 5 mL de p-nitrofenil fosfato
como sustrato y 0.4 mL de tampon acetato 0.2 mol/L. La mezcla se incubo 1 hora a
37°C, se adicionaron 0.5 mL de tampén borato pH 9.8 (Kiho y col., 1992). Se
determinaron las absorbancias a 405 nm y la actividad fosfatasa acida fue expresada
en porciento respecto a los valores de un control sin extracto.

2.5 Analisis estadistico.

Los resultados experimentales se presentan en funcion de las medias y desviaciones
estandar de las variables analizadas.

La significacion estadistica de las diferencias entre las medias de dos muestras se
determiné mediante la prueba t de Student. Se realizé un analisis de varianza ANOVA
de clasificaciéon simple, segun disefio completamente aleatorizado, acoplado a la prueba
de rangos multiples de Duncan, a los datos correspondientes al experimento de
activacion de la via alternativa del complemento (Sigarroa, 1985).
Capitulo 3. Resultados y discusion.

3.1. Obtencion y caracterizacion de los extractos de Pleurotus spp.
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3.1.1 Cultivo sumergido.

En este trabajo, a partir del cultivo de la cepa CCEBI-3024 de Pleurotus spp. en medio
YPG solido, se obtuvo crecimiento micelial total al cabo de los diez dias. Por su parte,
la propagacion en medio liquido se mantuvo por un tiempo de 15 dias, hasta obtener
una biomasa fresca de 67.5 g aproximadamente, en el volumen de medio utilizado. El
valor de materia seca result6 2.4 g/L.

Los valores correspondientes al contenido de carbohidratos, proteinas y acidos urénicos
presentes en los extractos de micelio obtenido por cultivo sumergido se muestran en la
figura 1. La concentracién en funcién de la materia seca de carbohidratos, proteinas y
acidos uronicos presentes fue de 70.4 %, 15.0 % y 3.3 %, respectivamente. El porciento
mas elevado correspondio a los carbohidratos totales (aproximadamente cinco veces
superior respecto a las proteinas).

3.1.2 Fermentacion en estado sélido.

Las diferencias en la composicion macromolecular fundamental resultaron menores en
los extractos de cuerpos fructiferos obtenidos por tratamiento térmico a bajas y altas
temperaturas, en comparacion con el extracto de micelio. Los mayores rendimientos en
términos de materia seca se alcanzaron en el extracto caliente (5.2 g/L), mientras que a
bajas temperaturas este parametro mostré un valor de 1.5 g/L.

El porciento de proteinas (45.2 vs 28.6 %) en el extracto frio fue mas elevado que en el
extracto caliente (figura 1). Con la extraccién a bajas temperaturas (20 ° C) se favorece
ademas preservar la estructura y funcion de las proteinas. En el extracto caliente se
produce la agregacion y precipitacion de estas biomoléculas, fundamentalmente como
resultado de las interacciones hidrofobicas (Chavez y col. (1990); luego, ocurre una
pérdida durante las etapas de filtracion y de centrifugacion. Ello favorecera el
aislamiento y posterior purificacion de sustancias estables al calor, como glucanos.

Como resultado, en los extractos de cuerpo fructifero el porciento mas elevado de
carbohidratos (32.6 %), se obtuvo en el extracto con agua caliente, pues las altas
temperaturas provocan una extraccion preferencial de los carbohidratos. Este es un
método empleado convencionalmente en la obtencion de extractos y en el aislamiento
de glucanos (Hobbs, 2000; Mckenna y col. 2002; Wasser, 2002; He y col. 2004).

El 5-6 % de la materia seca estuvo representada por acidos urdnicos, componentes
frecuentes de la estructura de glucanos aislados de hongos superiores, como los acidos
glucuronico y galacturénico.

Como se puede apreciar, la flexibilidad en las condiciones de extraccién favorece el
predominio de las proteinas y/o carbohidratos en los extractos. Estas condiciones
deben ser optimizadas en el futuro con vistas a la obtencidon de mayores rendimientos.

En nuestro trabajo, para la evaluacién de algunos de los efectos inmunomoduladores de
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extractos acuosos de Pleurotus spp, en biomodelos in vivo e in vitro, utilizamos el
extracto micelial.

Esta decision estd basada en lo referido en la literatura, considerando la gran
variabilidad en la composicion del cuerpo fructifero de las setas comestibles. Esta es la
razén por la que el procedimiento de extraccién de polisacaridos a partir del cuerpo
fructifero no se considera comercialmente factible, porque las propiedades
fisicoquimicas de los productos resultantes a partir de estos procesos no estan
regulados (Wasser, 2002).

Por otra parte, el cultivo de setas para la produccion de cuerpos fructiferos es un
proceso largo, que necesita de uno a varios meses hasta que aparezcan los primeros
cuerpos fructiferos, en dependencia de la especie y el sustrato. En contraste, el
crecimiento controlado en condiciones de cultivo sumergido permite acelerar la
velocidad de crecimiento, optimiza el medio de cultivo y garantiza un rendimiento
superior de biomasa y sustancias especificas (Wasser, 2002). De modo que el cultivo
sumergido del micelio de hongos se perfila como un método promisorio para
aplicaciones biotecnoldgicas novedosas, relacionadas con la obtencion de compuestos
de interés farmacoldgico con actividad antitumoral, inmunomoduladora, antiviral y anti-
aterosclerética (bisko y col., 2002; Lomberh y col., 2002).

3.2 Efectos inmunomoduladores del extracto micelial de Pleurotus spp. en biomodelos
in vivo.

3.2.1 Efecto de la administracion endovenosa a dosis Unica sobre el sistema monocito-
macrofago en ratones Balb/c inmunocompetentes.

La actividad del sistema monocito-macrofago a las 48 horas, fue potenciada por la
administracion endovenosa del extracto, lo que se reflej6 en la disminucion
experimentada en el tiempo de vida media del carbén coloidal en el grupo tratado con el
extracto, (10,11+1,35) minutos, con respecto al grupo control (18,3t 1,36) minutos. Por
su parte, el indice fagocitico resultdé mayor en los ratones tratados con el extracto
(0,07+0,01), con relaciéon al grupo control (0,04 0,01), existiendo diferencias
significativas entre ambos grupos (p<0.05) (Tabla 1). Esta via de administracién permite
que el extracto se distribuya, de forma sistémica y estimule el aclaramiento de las
particulas coloidales fundamentalmente, por los tejidos reticuloendoteliales del bazo y
del higado.

También fue estudiada la relacién de absorbancias del grupo experimental tratado con
el extracto y del grupo control al que se le administré solucién salina fisioldgica, contra
un grupo sin administracién, a los 5 minutos de inoculada la solucién de carbén coloidal.
En este parametro no existieron diferencias significativas entre los grupos.

Existen evidencias de que el extracto micelial de Pleurotus es capaz de estimular la

actividad de los macréfagos peritoneales, en trabajos publicados por Morris y col. (2002,
2003), en biomodelos de inmunodeficiencias secundarias.
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Estudios realizados por Sakurai y col. (1992), con SSG, un glucano obtenido a partir de
Sclerotinia sclerotiorum y que fue administrado a ratones CDF; de 6-8 semanas de
edad por via endovenosa y en una dosis de 250-500 mg/kg de peso, mostraron que la
actividad de los macréfagos esplénicos y las células de Kupffer resulté potenciada.

Por otra parte, SSG permanecio por largos periodos de tiempo en la cavidad peritoneal,
cuando fue administrado por via intraperitoneal (i.p), estimulando directamente a los
macrofagos peritoneales durante varios dias. También ha sido referido que la
administracion de esta sustancia por otras vias es capaz de estimular la proliferaciéon y
las funciones de otras poblaciones celulares vinculadas con el sistema monocito-
macrofago. Por ejemplo, la inyeccion intraperitoneal (i.p) de una dosis unica del extracto
en cuestion (250 mg/kg) fue capaz de aumentar la funcién de los macréfagos alveolares
en los dias 1 y 8. Por su parte la administracion oral supone un aumento de las mismas
poblaciones de macrofagos, pero sélo si se realiza durante 10 dias de forma
consecutiva.

3.2.2 Estimulacién de la permeabilidad vascular.

La permeabilidad vascular es un parametro sensible para la evaluacion de la respuesta
inflamatoria aguda. Puede ser incrementada por diferentes mecanismos y sustancias,
entre los que se destacan: la activacion del complemento, la liberacion de histamina y la
sintesis de prostaglandinas (Bertram, 2005). En nuestro estudio, la permeabilidad
vascular fue estimada tomando como criterio la disminucion de la concentracion
intraperitoneal del azul de Evans, después de la administracion del extracto micelial de
Pleurotus spp. La figura 2 muestra una disminucién significativa (p<0.05) de la
concentracion del colorante en la cavidad peritoneal de los ratones tratados con el
extracto. Ello, unido a la no existencia de diferencias significativas en los niveles de
sangre del colorante, sugiere su extravasacion y posible acumulacion local en los
espacios extravasculares. Tokunaka y col (2000) informaron un incremento de la
permeabilidad vascular en ratones ICR tratados con 100 yg de CSBG, un B (1-3) D
glucano soluble en agua, aislado de Candida spp.

3.2.3. Efectos radioprotectores del extracto de Pleurotus spp, en ratones Balb/c.

La administracién del extracto proporcioné una mejor base para la regeneracion de la
hematopoyesis, afectada severamente por las radiaciones ionizantes, lo cual se
observa en la tabla 2, en el incremento significativo de la celularidad de la médula 6sea
y del bazo, dos de los 6érganos implicados en este proceso.

El estado inmunodeficitario provocado por la irradiacion de cuerpo completo, se
caracterizd por una disminucién severa del conteo total y diferencial de leucocitos,
especialmente en los ratones del grupo control, a los que no se les administro el
extracto acuoso del micelio de Pleurotus spp. Los valores de linfocitos y neutrofilos
evidenciaron un aumento en sus proporciones relativas en el grupo tratado con el
extracto, en comparacion con el control. Las deficiencias cuantitativas en la fagocitosis
son frecuentes en las inmunodeficiencias secundarias a tratamientos inmunosupresores
(Faimboaim, 1996).
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En particular, los neutréfilos son las células fagociticas por excelencia y ocupan un lugar
fundamental ademas, en la inmunidad especifica.

Por otra parte, el hecho que no se detecten monocitos en sangre periférica y la
presencia de un valor elevado de macrofagos locales en la cavidad peritoneal (tabla 3)
presupone una movilizacién de los primeros hacia el sitio de administracion del extracto.
Es probable que el aumento en la proporcién de neutréfilos y de la poblacion de
macrofagos en la cavidad peritoneal se encuentre en estrecha relacion con la sintesis
de factores estimulantes de colonias (CSFs), mediado por componentes moleculares
presentes en el extracto.

El factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), es una
glicopoteina producida por los macréfagos activados, linfocitos T activados, células
endoteliales y fibroblastos, que también promueve la proliferaciéon de plaquetas y
glébulos rojos. Cuando es producido por células de la médula 6sea, actua como
estimulante de la hematopoyesis, mientras que, cuando es liberado en los tejidos
periféricos, se comporta como un activador de macré fagos. EI GM-CSF recombinante
se ha empleado para reconstruir la hematopo yesis, luego de la quimioterapia citotéxica
o de un transplante de médula 6sea. El factor estimulador de colonias de granulocitos
(G-CSF), por su parte, es un péptido obtenido por las mismas células que producen
GM-CSF. Este actua sobre progenitores ya comprometidos a diferenciarse en
granulocitos (Faimboaim, 1996).

Vacek y col. (1990) refirieron, los efectos de un extracto de la microalga Chlorella
kessleri, administrado a ratones 24 horas antes de la irradiacién. Este disminuy6 los
efectos letales de la radiacion gamma en ratones y ratas cuando fue administrado por
via i.p, s.c o i.m, a una dosis de 400 mg/kg. Con la aplicacién de dosis de este extracto
a ratones normales, se increment6 en 24 horas el numero de unidades formadoras de
colonias en la médula ésea y su proliferacion, asi como el numero de GM-CFC y de
colonias macroscépicas endogenas en la superficie parietal del bazo. La recuperacion
de estos parametros fue mas rapida en los animales tratados con el extracto que en el
grupo de control con salina fisioldgica ademas, en el estudio histolégico de muestras del
bazo de los ratones que recibieron el extracto se aprecié la presencia moderada de
células plasmaticas, asi como células de la hematopoyesis extramedular (Informe Final.
Dpto. de Anatomia Patoldgica, TOXIMED, 2008).

En la tabla 3 se presentan los efectos de la administracion del extracto de Pleurotus
spp. en el numero de macréfagos peritoneales y en el aclaramiento del carbén coloidal
de los ratones expuestos a las radiaciones. El extracto incrementod significativamente
(p<0.01) el numero de macréfagos en la cavidad peritoneal y la actividad fagocitica de
las células de Kupffer y macrofagos esplénicos, a juzgar por los valores en la relacion
de absorbancia a los cinco minutos (p<0.05). Por su parte en el estudio histolégico de
muestras de higado de los animales tratados con el extracto se observé un infiltrado
inflamatorio de mononucleares. (Informe Final. Dpto. de Anatomia Patoldgica,
TOXIMED, 2008). Estos elementos constituyen evidencias de la activacion del sistema
monocito-macroéfago.
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En el estudio histolégico del timo de los animales tratados con el extracto, se observo
una hiperplasia linfoide moderada (Informe Final. Dpto. de Anatomia Patoldgica,
TOXIMED, 2008). Ha sido planteado que, en el adulto, el timo continua siendo fuente
importante de linfocitos pequefios, especialmente si el sujeto ha sufrido deplecién de
sus organos linfoides por radiacion (Leeson y Lesson, 1984).

También fueron estudiados los pesos relativos del timo, higado y bazo de los ratones
Balb/c sometidos a radiaciones gamma. Estos resultados se muestran en la tabla 4,
donde no se aprecian diferencias significativas entre los pesos relativos del grupo
control, al cual se administré solucion salina fisioldgica y los del grupo experimental,
tratados con el extracto, lo cual es signo de que el mismo no produce toxicidad. Esto es
comprensible, puesto que, por afos, la fuente del extracto ha sido consumida por el
hombre como alimento.

3.3 Efectos inmunomoduladores del extracto micelial de Pleurotus spp. en biomodelos
in vitro.

3.3.1 Evaluacion de la capacidad de activacion del sistema autolitico microbiano.

En el presente trabajo se evalud el efecto de un extracto micelial de Pleurotus spp. en la
activacion in vitro del sistema autolitico de nueve cepas de microorganismos. El
producto ensayado ejercié una accion estimuladora del proceso autolitico en la totalidad
de las cepas analizadas: siete consideradas autoliticas naturales con valores del indice
de activacion (Ka) en el intervalo de 1,3 - 12,8; y por otra parte la autolisis fue inducida a
valores entre 1,8 y 2,1 % en dos cepas no autoliticas naturales (tabla 5) . Diferentes
productos resultantes de la lisis microbiana, como el LPS y fragmentos de
peptidoglucano entre otros, poseen acciones inmunopotenciadoras demostradas en
estudios experimentales y clinicos. (Biziulevicius y col. 2006).

En este sentido, se han referido los efectos inmunoestimulantes que resultan de la
administracion oral de productos de la lisis microbiana (Biziulevicius y col 2003). Los
beneficios para la salud de estas sustancias estan respaldadas por el hecho de que una
larga lista de inmunoestimulantes aplicados en la practica clinica en su mayoria se
componen de compuestos derivados de la lisis microbiana (Werner y Jolles, 1996).

Estas evidencias podrian constituir un aporte al conocimiento de los efectos
inmunomoduladores de los derivados obtenidos de Pleurotus spp.

3.3.2 Activacion de la via alternativa del complemento.

En este experimento fueron incubadas diferentes diluciones del extracto, con suero
humano en un intervalo de concentraciones de 0.4- 8 mg/mL durante 30 minutos, y
luego se procedido a la determinacion de la cinética de lisis de una suspensién de
eritrocitos de conejo durante 2 horas como criterio de activacion de la via alternativa
(Figura 3). En las condiciones empleadas en el estudio, la suspension de eritrocitos en
el control positivo (suero y tampdn veronal) fue lisada, aproximadamente, en un 80% del
valor inicial al final del experimento. Los valores iniciales y finales de turbidez fueron de
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2.8 y 0.584, respectivamente. En cambio, en el control negativo (tampdn veronal), solo
se detectd una lisis de, aproximadamente 16%, a partir de los 75 minutos de
incubacion.

En las diferentes diluciones del extracto, la lisis de las diferentes suspensiones celulares
resulté reducida en comparacion con el control positivo (P< 0.05), dada la competencia
que se establece entre C3 por la union a componentes presumiblemente glucanos
presentes en el extracto y la puesta en marcha de la cascada en fase fluida.

La activacion de la via alternativa no mostro diferencias estadisticamente significativas
entre el extracto sin diluir y las diluciones desde 1:2 hasta 1:10 y resulto ligeramente
inferior en la dilucion 1:20.

Resultados similares fueron referidos por Suzuki y col. (1992) con diferentes 8 1, 3 D
glucanos de distinta ultraestructura y grado de ramificacion, utilizando plasma humano.

La via alternativa es considerada un estado permanente de activacion de bajo nivel
debido a la reactividad del C3 soluble con el agua, que sufre una hidrélisis espontanea
lenta de su enlace tioéster interno, generando C3i que se une al factor B y forma, asi, la
convertasa C3 de la via alternativa en fase fluida (Abbas y col., 2000).

Las moléculas de C3b pueden formar aleatoriamente enlaces con los grupos hidroxilos
de los glucanos, que son, desde el punto de vista estructural, polihi droxialdehidos. Esta
asociacion podria modular el destino de C3 con relacion a la extension de los procesos
de amplificacion o inactivacion.

En este sentido, se ha demostrado que la hidrofobicidad puede ser un factor critico en
estos procesos y que la sustitucion de un grupo hidrofilico en los 3-(1,3)-D glucanos
conlleva a una reduccion de la actividad (Suzuki y col., 1992). Las respuestas bioldgicas
a los R-glucanos estan mediadas por receptores como el dectin-1 en ratones y el
receptor humano transmembranoso tipo Il, con sus dos isoformas principales (A y B)
que se expresan y funcionan como un receptor de reconocimiento de patrones (PRR)
frente a una variedad de R-(1,3)-D glucanos, lo mismo que a levaduras retadas
(Willment y col., 2001). EI glucano enlazado a C3 podria actuar como un adaptador
entre la célula efectora con un receptor de glucanos, PRR y una superficie microbiana,
favoreciendo la formacién de la convertasa de C3 de la via alternativa en fase sélida y
estable y la amplificacion del sistema.

Desde otro punto de vista, la extrapolacion de estos resultados in vitro a biomodelos in
vivo, podria explicar, al menos, en parte, el incremento observado en la permeabilidad
vascular.

3.3.3 Activacion in vitro de macrofagos peritoneales murinos.

Se conoce que los macrofagos desempefian una funcion central en la regulacion de la
inmunidad especifica e innata (Abbas y col., 2000). Se ha referido, ademas, que éstos
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tienen un importante papel en los efectos inmunomoduladores y antitumorales de
diferentes biopreparados de hongos superiores (Mojadadi y col. 2006)

En nuestro trabajo, se utilizé la actividad de la enzima fosfatasa acida lisosomal como
marcador bioquimico de la actividad funcional de los macrofagos, la cual es parte de los
mecanismos de activacion independientes del oxigeno (Faimboaim, 1996).

La actividad fue expresada en porciento respecto de los valores de un control sin
polisacarido. El incremento observado en la actividad de esta enzima, al parecer, es
dosis dependiente (figura 4). La curva resultante es caracteristica de procesos de
primer orden, tipicos de una interaccién ligando-receptor, lo cual esta sustentado por la
identificacion de receptores de glucanos en la membrana citoplasmatica de macrofagos
(Willment y col., 2001).

Morris y col. (2007b) refirieron la activacién in vitro de macrofagos peritoneales murinos
por cinco fracciones polisacaridicas de Pleurotus spp. en funcién del mayor consumo de
glucosa y el incremento observado en la actividad de la enzima fosfatasa acida
lisosomal.

Por otra parte, los macréfagos presentan receptores de membrana para el fragmento
C3b de la via alternativa del sistema del complemento. La enzima fosfatasa acida es
estimulada por dicho fragmento, lo cual sugiere que el extracto podria actuar como
inductor de esta via, desencadenando, asi, el espectro de funciones inespecificas de
este sistema.

Janusz y col. (1989), refirieron que la unidad estructural que actua como ligando del
receptor de (- D- glucanos en monocitos humanos es un heptaglucésido. El
descubrimiento de receptores especificos de B- D-glucanos en inmunocitos de
mamiferos ofrece una explicacion de la activacion celular inducida por estos
compuestos. Sin embargo, salvo escasas referencias, la gran mayoria de los estudios
relacionados con los receptores han empleado glucanos insolubles en agua y el
significado in vivo de estos ensayos no es aun conclusivo.

Se precisa, en nuestras condiciones experimentales, definir el efecto de la via
alternativa de activacién del complemento en la respuesta biolégica de los macrofagos
inducida por glucanos de Pleurotus spp. Un método relativamente sencillo consistiria en
la incubacion de la monocapa celular con el extracto y suero humano normal,
empleando como control un experimento similar, pero con suero calentado a 56 °C (las
proteinas el complemento son termolabiles).

El avance en los estudios acerca de las propiedades inmunomoduladoras de extractos
acuosos obtenidos a partir de setas comestibles continuara proporcionando
evidencias experimentales que contribuyan a su posterior aplicacion en la terapéutica
de diversas enfermedades que afectan al sistema inmune.

En este sentido, los resultados preclinicos obtenidos en el presente trabajo con
relacion a algunos efectos inmunomoduladores in vitro e in vivo de un extracto micelial

26



Algunos efectos inmunomoduladores de un extracto micelial de Pleurotus spp. en biomodelos in vivo e in vitro.

e —
de Pleurotus spp, podrian ser promisorios con vistas a su evaluacién posterior en la

practica clinica, y contribuir de esta forma a aumentar la sobrevida y calidad de vida
de individuos con enfermedades que afectan al sistema inmune.
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Capitulo 4. Conclusiones y Recomendaciones

Conclusiones

1.

La flexibilidad en las condiciones de extraccion (temperatura y condiciones de
cultivo) favorecido el predominio de los carbohidratos y/o proteinas, en los
extractos obtenidos a partir del micelio y cuerpos fructiferos de Pleurotus spp. En
funcion del contenido mayoritario de carbohidratos (70.4 %), presumiblemente
glucanos, y las condiciones controladas en que se desarrolla el cultivo
sumergido, fue seleccionado el extracto micelial para la realizacion de las
evaluaciones inmunoldgicas.

La administracién a dosis unica (100 mg/kg) del extracto micelial de Pleurotus
spp. a ratones Balb/c inmunocompetentes estimuldé la actividad funcional del
sistema monocito-macroéfago, reflejado en un aclaramiento mas rapido de las
particulas de carbon coloidal por las células fagociticas, e incrementd ademas, la
permeabilidad vascular.

El extracto micelial de Pleurotus spp., administrado en régimen profilactico,
modul6é eficientemente la recuperacién inmunolégica de ratones Balb/c
irradiados, a través de la estimulacion de la actividad hematopoyética de la
médula 6sea y el bazo, el incremento en el conteo de linfocitos y neutrdfilos en
sangre periférica y la activaciéon del sistema monocito-macréfago.

El extracto micelial de Pleurotus spp. ejercio diferentes efectos
inmunomoduladores in vitro, que se manifestaron a nivel de la induccion del
sistema autolitico microbiano, la activacion de la via alternativa del sistema
complemento y la estimulacion de la actividad enzimatica de macréfagos
peritoneales murinos.
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Recomendaciones

1.

2.

Optimizar las condiciones de obtencién de los extractos de Pleurotus spp. con
vistas a alcanzar mayores rendimientos.

Profundizar en el estudio de la actividad inmunomoduladora del extracto micelial
de Pleurotas spp. en otros sistemas experimentales, asi como dilucidar los
mecanismos moleculares mediante los cuales ejerce su accion.
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Fig. 1 Contenido de proteinas, carbohidratos y acidos urdnicos en extractos
acuosos del micelio y cuerpos fructiferos de Pleurotus spp.



Tabla 1. Efecto de la administracién a dosis Unica por via endovenosa de un
extracto acuoso del micelio de Pleurotus spp. sobre el sistema monocito-
macrofago.

Grupos Relacién t Y2(minutos) indice
experimentales  Absorbancia(A) a fagocitico(K)
los 5 minutos
Extracto micelial 0.21+0.09 10.11+1.35* 0.07+0.01*
Control 0.29+0.15 18.30+1.36 0.04+0.01

Se inoculé de forma endovenosa (vena de la cola) 0.2 mL de una solucién de carbon coloidal.
Se tomaron cada 5 minutos, después de la administracién, muestras de sangre del plexo
retroorbital, y se estimé la concentracion de carb6n coloidal en las muestras
espectrofotométricamente a través de la absorbancia a 675nm. La velocidad de aclaramiento
del carbén se expres6 como su tiempo de vida media en sangre (t Y2, minutos). Los valores

representan las medias + la desviacion estandar de cada grupo.
(*) Diferencias significativas en la prueba de la t de Student para p < 0.05).



Tabla 2. Efectos del extracto acuoso del micelio de Pleurotus spp. en los
parametros hematologicos de ratones irradiados.

Extracto acuoso del micelio Control (salina
de Pleurotus spp fisiologica)
Celularidad de médula 5.08 £0.43** 1.13+0.46
6sea( x 10 °/fémur)
Conteo de leucocitos(x 10.5+4.8* 4.49+2.05
10°/L)
Neutréfilos (x 10%/L) 5.14+1.36** 1.39+0.27
Linfocitos (x 10%/L) 5.35+1.16** 3.01+0.18
Celularidad del bazo (x 11.16+3.66** 6.20+1.87
10"/bazo)

Los valores representan las medias + la desviacion estandar de cada grupo
Diferencias significativas respecto al control, * P>0.05 o **P<0.01



Tabla 3.Efectos de la administracion del extracto micelial de Pleurotus spp. en
el sistema monocito-macrofago de ratones irradiados.

Extracto micelial de Control (salina
Pleurotus spp. fisiolégica)
Numero de macrofagos 4.61+0.33** 1.82+0.65
peritoneales
Relacion de Aalos 5 1.62+0.12* 2.01+0.31

min.(A de la muestra/A
del control sin
administracion)

Los valores representan las medias + la desviacién estandar de cada grupo
Diferencias significativas respecto al control, * P<0.05 o **P<0.01



Tabla 4. Efectos del extracto acuoso del micelio de Pleurotus spp. en los pesos
relativos de timo, bazo e higado de ratones irradiados.

Extracto acuoso del micelio de Control (salina

Pleurotus spp. fisiologica)
Peso corporal 23.31+2.28 23.48+1.99
promedio(Q)
Timo (g/100g de peso 0.13+0.05 0.09+0.04
corporal)
Bazo (g/100g de peso 0.29+0.05 0.29+0.07
corporal)
Higado (g/100g de peso 5.331£0.35 4.86+0.63
corporal)

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



Tabla 5. Efecto de la incubacién con un extracto de Pleurotus spp (2.4 g/L) en
el porciento de autolisis (Is) y el indice de activacién autolitica (Ka) de

diferentes microorganismos.

Microorganismos Is (%) Ka
Autoliticos naturales

(Ic>0)
Bacillus subtilis(1032) 24,7+ 5.6 12.80
Staphylococcus aureus(25923) 13.4+ 5.5 1.88
Pseudomonas aeruginosa(1071) 4.7+0.9 1.30
Saccharomyces cerevisiae(2010) 36.1+ 6.0 3.05
Saccharomyces fermentii(2008) 19.8+ 5.6 1.34
Candida intermedia(2034) 324+ 7.9 1.62
Candida sp(2002) 2.7 0.6 2.70
No autoliticos naturales

(Ic=0)
Bacillus cereus(1008) 1.8+0.4 1.80
Escherichia coli(1069) 2.1+ 0.6 2.10

Los resultados es presentan como los promedios de tres réplicas. Cuando I¢ -0 Ka= Is/l¢, en los
casos que Ic =0 Ka= 1S
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Figura 3. Activacion de la via alternativa del sistema complemento por el

extracto micelial de Pleurotus spp. a diferentes concentraciones.

El extracto micelial a diferentes concentraciones fue incubado con suero humano normal. Se
adicionaron 50 pL de una suspension de eritrocitos de conejo (7.5 x 10 ® células/mL) y cada 15
min durante 2 horas se determiné la turbidez a 630nm. Se emplearon un control negativo
(tampdn veronal+eritrocitos, Control P). Se presentan las medias de los experimentos
realizados por triplicado. El tiempo requerido para la lisis del 50 % de la suspension de
eritrocitos se indica en el control positivo, con la letra(a), en la disolucion 1/20 del extracto
micelial con la letra (b) y en las restantes disoluciones con la letra (c).
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Figura 4. Actividad estimuladora de macrofagos dosis-dependiente del extracto

micelial de Pleurotus spp.
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Figura 2. Efecto de la administracion (100 mg/kg) de un extracto micelial de

Pleurotus spp. en la permeabilidad vascular:

El extracto o la solucion salina (control) fue administrado i.p a ratones Balb/c. a los 60 min, se
inoculd i.p 0.5 mL de una soluciéon de azul de Evans (10 mg/mL). Transcurridos 60min se
estim6 la concentracién de azul de Evans en sangre y cavidad peritoneal a 630 nm. Se
realizaron diluciones 1:4 de las muestras de exudado peritoneal. Los valores representan la
media * desviacion estandar de cada grupo (*) Diferencias significativas en la prueba de la t de
Student para p<0.05.



