UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD INMUNOMODULADORA DE LOS
BASIDIOMICETOS COMESTIBLES: Cantharellus lateritius Singer (Berk) Singer,
Armillariella polymyces (Pers.: Letell.) Sing & Clem, Laccaria amethystina Cooke, Lactarius

deliciosus (L. ex Fr) S. F. Gray y Pleurotus ostreatus (Jacquim ex Fries) Kummer.

PRESENTADO POR:

CLAUDIA MARIA RODRIGUEZ MARROQUIN
KRISTEL PAOLA RAMIREZ VALDEZ
NANCY CAROLINA GONZALEZ PELLECER
SILVIA LUCRECIA OLIVA FLORES
STEPHANY WALESKA SANCHEZ OVANDO

PARA OPTAR AL TITULO DE:
QUIMICAS BIOLOGAS

GUATEMALA, AGOSTO DE 2009



II.
I11.
Iv.

VI
VIIL.

VIIIL.

IX.

XI.

XII.
XIII.

INDICE

CONTENIDO

AMBITO DE LA INVESTIGACION
RESUMEN

ANTECEDENTES
JUSTIFICACION

OBJETIVOS

HIPOTESIS

MATERIALES Y METODOS
RESULTADOS

DISCUSION DE RESULTADOS
CONCLUSIONES
RECOMENDACIONES
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ANEXOS

PAGINA

18
19
20
21
35
43
46
47
48
51



I. AMBITO DE LA INVESTIGACION

El término inmunidad se refiere a la respuesta de un hospedero a un agente agresor y a las
consecuencias de ella derivadas. El sistema inmune es el encargado de proteger y mantener la
integridad del organismo ante una agresion de agentes patdogenos, siendo sus funciones basicas:
distincion de lo propio ante lo extrafio, especificidad y memoria. Posee una complejidad que
compromete a diversos 6rganos y tejidos que se divide en dos lineas principales de defensa: la
inmunidad innata que es una linea que permite controlar a la mayor parte de agentes patdégenos y
la inmunidad adquirida que suministra una respuesta especifica frente a cada agente infeccioso.
Se entiende por inmunomodulacién la inhibicidon o activacion de una respuesta inmunitaria
especifica; el control regulador estricto de la respuesta inmunitaria es de importancia
fundamental para evitar la destruccion de los propios tejidos del huésped.

En Guatemala la medicina natural se enfoca principalmente en las plantas, mientras que
los hongos son considerados solamente como una fuente de alimento. Sin embargo en paises
como China y Japon, diversas especies de hongos han sido utilizadas como agentes terapéuticos y
profilacticos de enfermedades infecciosas, enfermedades metabolicas, cancer y otras.

Un amplio rango de polisacaridos inmunoestimulantes con diferentes estructuras quimicas
se han aislado de hongos basidiomicetos. La mayoria de la actividad inmunitaria de polisacaridos
derivados de hongos se debe a los B-glucanos contenidos en ellos, estas moléculas son
responsables de ciertas respuestas inmunes como lo son la liberacion de citocinas, generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), formaciéon de oOxido nitrico (NO) y liberacion de
metabolitos del acido araquidonico.

Masihi (2000) sugirié que la actividad ejercida frente a enfermedades infecciosas de los
macromicetos y otros agentes fitoterapicos, reside en su capacidad de estimular los mecanismos
de defensa del hospedero induciendo la produccion de citocinas endogenas. Hu y cols. (2002)
indican que polisacéridos antitumorales obtenidos de macromicetos no poseen citotoxidad directa
contra las células tumorales sino que muestran profundos efectos moduladores en el sistema
inmune del hospedero.

Mei-Chun Kuo y cols. (2006) reportaron que Ganoderma lucidum (Curt. ex Fr.) Karst.
induce la liberacion de TNF-a e IL-6. Asi mismo, Chen y cols. (2004) demostraron que diferentes

fracciones de este hongo activan la expresion de IL-1, IL-12, IFN-y, GM-CSF, G-CSF y M-CSF.



La especie Armillariella tabescens posee actividad hepatoprotectora por intoxicacion con etanol;
también se ha observado actividad detoxificante contra aflatoxinas B1. Otra de las especies de
Armillariella que posee actividad importante es Armillariella mellea (Vahl.: Fries) Quélet de
cuyos cuerpos fructiferos se aisld6 una metaloproteasa capaz de lisar las cadenas Aa y Bf del
fibrindgeno humano, postulandose asi como candidato a la terapia oral fibrinolitica.

Armillariella polymyces (Pers.: Letell.) Sing & Clem es un hongo comestible que puede
ser encontrado en los departamentos de Coban y Huehuetenango, respectivamente. Laccaria
amethystina Cooke es de suma importancia ecoldgica, ademds de que es utilizada como
comestible en varias localidades del pais. Puede encontrarse a la venta en los mercados de
Chimaltenango, El Quiché y Totonicapan.

El basidiomiceto Pleurotus ostreatus (Jacquim ex Fries) ha demostrado tener actividad
hipoglucemiante prolongada sobre ratones a los que se les indujo diabetes. Se han realizado
estudios sobre la méxima productividad de un a-glucano de bajo peso molecular, el cual presenta
actividad antiproliferativa de células cancerigenas HT-29 de colon. Asi mismo, poseen un
proteoglucano proveniente del micelio, el cual presenta actividad estimuladora in vitro de los
macrofagos peritoneales, sobre las células asesinas naturales y actividad inhibitoria del
crecimiento de células tumorales del sarcoma.

Del basidiomiceto ectomicorrizico Lactarius deliciosus F. Gray, pocas son las
publicaciones enfocadas a la actividad inmunomoduladora del mismo, sin embargo se ha
demostrado la actividad antioxidante de los sesquiterpenos de algunas especies del género, que
protegen quimicamente al hongo contra las agresiones causadas por bacterias, hongos y animales.
Asi mismo han caracterizado lectinas involucradas en la formacion de ectomicorrizas en sus
etapas iniciales.

El presente trabajo se encuentra en el ambito de la investigacion de actividad
inmunomoduladora en especies de hongos comestibles, y esta adscrito al siguiente proyecto de
investigacion que se llevo a cabo en la Unidad de Bioensayos acreditada por el Instituto de
Investigaciones Quimicas y Bioldgicas que opera en el Departamento de Citohistologia:

“Composicion quimica y actividad inmunomoduladora y biocida de basidiomicetos
comestibles de Guatemala”

Proyecto FODECYT 30-2007, duracion de 18 meses.



II. RESUMEN

La inmunomodulaciéon es la manipulacion inespecifica del sistema inmunitario y en
algunos paises asiaticos se han atribuido efectos inmunomoduladores a diversas especies de
hongos comestibles, lo que ha generado todo un campo de investigacion alrededor del mundo.
Hasta hoy han sido encontradas algunas moléculas responsables de la actividad sobre la respuesta
inmune tales como polisacaridos a y B-glucanos y triterpenos, los cuales influyen sobre la

inmunidad inespecifica y la inmunidad mediada por células.

El presente estudio tuvo como objetivo la busqueda de actividad inmunomoduladora de
extractos acuosos y etanolicos preparados a partir de los hongos comestibles Armillariella
polymyces, Cantharellus lateritius, Laccaria amethystina, Lactarius deliciosus y Pleurotus
ostreatus por medio de ensayos in vitro para la determinacion de accidon sobre la poblacion
linfocitica y sobre el sistema sérico del complemento humano. El criterio de seleccion de las

especies de hongos fue su uso como fuente de alimento en distintas poblaciones de Guatemala.

Previamente a la realizacion de dichos ensayos in vitro los basidiomicetos fueron
recolectados en diferentes puntos del pais de acuerdo a su ecologia y estacionalidad; posterior a
la determinacion de la especie, cada hongo fue desecado y sometido a extraccion por percolacion
con etanol al 95% como solvente y concentraciéon con rotavapor. El extracto acuoso fue
preparado por medio de una infusion con agua desionizada y posterior liofilizacion. Los
porcentajes de recuperacion obtenidos fueron bajos, 6.4 % para A. polymyces, 2.9 % para C.

lateritius, 4.3 % para L. amethystina, 12.3 % para L. deliciosus 'y 7.8 % para P. ostreatus.

El ensayo de linfoproliferacion fue realizado mediante la separaciéon de linfocitos de
sangre completa de donantes humanos sanos resuspendidos en medio para cultivo celular RPMI-
FBS (Sigma Aldrich) los cuales posteriormente fueron enfrentados con diferentes
concentraciones de extracto acuoso y etanolico de cada basidiomiceto estudiado. La mezcla fue
incubada por cuatro dias a 37°C con 5% de CO, y la viabilidad celular fue determinada mediante
la adicion de una sal de tetrazolio (XTT) (Sigma Aldrich) y medicidon espectrofotométrica a 490

nm.



Para la evaluacion de la activacion del sistema de complemento se aplicaron bioensayos
basados en la hemdlisis de eritrocitos de carnero y de conejo para la via clésica y la alterna,
respectivamente. La lectura de la absorbancia producida por la hemoglobina liberada al
momento de ocurrir la lisis eritrocitaria por las proteinas del sistema de complemento es usada

para la estimacion de la actividad de los extractos sobre el mismo.

El andlisis estadistico de los porcentajes de inhibicion obtenidos se realizod por estadistica

descriptiva, prueba de hipotesis binomial, ANOVA y prueba de Tukey.

Los cinco basidiomicetos estudiados presentaron actividad inmunomoduladora
significativa (p<0.05). En el ensayo linfoproliferativo, los extractos acuoso y etandlico del
basidiomiceto P. ostreatus (Extracto acuoso: 52 14 % de inhibicion a 500 pg/mL; extracto
etanolico: 98%3 % de inhibicién a 1000 pg/mL) y el extracto etandlico de C. lateritius (119 £13

% de inhibicion a 500 pg/mL) exhibieron actividad inhibitoria sin efecto de dosis-respuesta.

En el ensayo sobre la activacion de la via clasica del complemento, los extractos acuoso y
etanolico de 4. polymyces y C. lateritius y los extractos acuosos de L. amethystina y L. deliciosus
mostraron actividad inhibitoria; observandose efecto dosis- respuesta para todos los extractos
acuosos, menos para C. lateritius. No obstante, la actividad inhibitoria de dichos hongos es
observable a concentraciones que exceden la concentracion inhibitoria media o Clso (12 pg/mL

para A. polymyces, 14 ng/mL para L. amethystina y 0.04 ng/mL para L. deliciosus).

En la evaluacion de la activacion de la via alterna del complemento, los extractos acuosos
de L. amethystina y A. polymyces exhibieron actividad inhibidora con efecto dosis-respuesta
(Clsp de 5 pg/mL para ambos) y el extracto acuoso de C. lateritius mostro actividad inhibidora

pero sin efecto dosis respuesta.



III. ANTECEDENTES

La medicina natural en Guatemala se basa principalmente en el uso de plantas, mientras
que los hongos son considerados solamente como fuente de alimento. Sin embargo en paises
como China y Japon, los hongos comestibles y medicinales han sido utilizados como agentes
terapéuticos y profilacticos frente a distintas enfermedades infecciosas, metabolicas y hasta

cancer, entre otras (1).

Los hongos, con un total de especies de 1.5 millones aproximadamente, son, en
comparacion con las plantas, caracterizados por su falta de fotosintesis (habilidad de usar la luz
del sol para la produccion de materia organica). Esta es una de las razones por las cuales ellos se
encuentran separados de las plantas en su propio reino, el reino Fungi o Mycobiota (1). Los
hongos precedieron al hombre en la evolucion por millones de afios. No obstante, ellos mas tarde
se convirtieron en acompanantes del hombre en varios aspectos, negativos y positivos. Ellos son
un acompafiamiento negativo como organismos venenosos o toxicos, causando enfermedades en
el hombre, animales y plantas. Entre sus aspectos positivos también se incluyen la degradacion
de los alimentos y de materiales naturales o fabricados por el hombre. Entre sus aspectos
positivos se incluyen, con mucho mayor peso que sus aspectos negativos, su rol en la ciencia,

biotecnologia, control ambiental y bioldgico, medicina, alimentos y produccion alimentaria (1).

En adicion, se convirtieron importantes en otros asuntos humanos, como la mitologia,
folklore y religion. Los hongos evolucionaron de organismos primitivos hace aproximadamente
400 millones de anos, en el periodo Devoniano de la era Paleozoica. Los hongos, debido a su
estructura fragil y su composicion, son preservados en fosiles incompletos, en comparacion con

los preservados de plantas y animales (2).

A. BASIDIOMICETOS COMESTIBLES
En cuanto a los basidiomicetos guatemaltecos, Armillariella polymyces es un hongo
comestible que pertenece a la familia Tricholomatacea orden Agaricales, de pileo globoso,
convexo, que va de color café-rosa a café amarillento; de contexto firme y blanco con olor

agradable. Puede crecer en conjunto al pie de arboles frutales, principalmente manzano y



durazno (3). Armillariella polymyces puede ser encontrado tanto en Tactic y San Mateo Ixtatan

en los departamentos de Alta Verapaz y Huehuetenango, respectivamente (1,3).

El género Laccaria Berkeley y Broome es un género de hongos cosmopolitas que es poco
conocido en Guatemala, habiéndose reportado hasta el afio 2001 solamente cinco especies:
Laccaria amethystina Cooke, Laccaria laccata (Scop.: Fr.) Cooke, Laccaria bicolor (Maire)
Orton, Laccaria ohiensis (Mont.) Singer y Laccaria major G. M. Mueller. Tales especies son de
suma importancia ecoldgica, ademas de que algunas de ellas son utilizadas como comestibles en

varias localidades del pais (1, 4).

L. amethystina se encuentra confinada a bosques de coniferas en climas frios de gran
altitud (bosques de Quercus-Pinus, Pinus y Pinus-Abies), siendo una especie abundante que
puede encontrarse creciendo junto a L. ohiensis y L. bicolor. L. amethystina estd ampliamente
distribuida en las regiones frias del pais, es conocida con los nombres comunes de sombrerito,
sombrero de xara 6 monja en castellano, jolon xar 6 ragdn xar en kaqchikel y raqaan chiip en
uspanteko. Se caracteriza por presentar basidiocarpos de tamafio mediano a grande, color violeta
en fresco, a café cuero en seco. Posee lamelas separadas, color violeta y micelio basal color
violeta. Ha sido citada como comestible en Guatemala en diferentes localidades y se vende
comunmente en los mercados de Tecpan Guatemala y Comalapa en Chimaltenango, Uspantan en
El Quiché, asi como en el mercado de la cabecera departamental de Totonicapan, mezclada con
otras especies de hongos comestibles como L. ohiensis, L. major, Clitocybe clavipes (Pers. ex.
Fr.), Hydnum repandum L.: Fr., Helvella crispa (Scop.)Fr., Helvella lacunosa Afzel. : Fr. y

Trogia sp., entre otras (4).

Pleurotus ostreatus posee un cuerpo fructifero sésil o con un pie muy corto, en forma de
abanico y repisa, pileo de 5 a 10 cm o mas de ancho de color café, café-grisaceo o gris con brillo
metalico. Laminas blancas, lisas, delgadas. Carne blanca, algo correosa; no cambia de color al
exponerse al aire (5). Habitat: crece en grandes conjuntos o a veces solitario, sobre troncos,
tocones y arboles muertos en los bosques caducifolios, acahuales, cafetales y jardines de julio a
septiembre (5). No se ha encontrado en los mercados de la region, pero es una especie

comestible en varios departamentos del pais. Se sospecha que esta especie corresponde al



llamado hongo de Patancén, que se emplea con fines alimenticios en esta region, pero esto no ha

podido comprobarse (5).

Sparassis crispa (Wulfen: Fr.) Fr. es un hongo culinario y medicinal cultivado
recientemente en Japon, China, Alemania y Estados Unidos. En estudios previos, se purificd una
preparacion de un 1,3-B-D-glucano de 6 ramificaciones y fue designado como SCG, y se
investigaron sus actividades bioldgicas. En el estudio presente, se prepararon fracciones de
polisacarido extraidas de S. crispa por medio de agua caliente (SCHWE), NaOH frio (SCG) y
NaOH caliente (SCHA), y se investigaron sus propiedades y actividades inmunomoduladoras.
Estas fracciones polisacaridos mostraron una fuerte actividad del factor G debido a la presencia
de B-1,3-D-glucanos. Estos también mostraron una fuerte actividad antitumoral contra la forma
solida del Sarcoma 180 en ratones, y respuesta hematopoyética en ratones con leucopenia
inducida por ciclofosfamida. Estos también indujeron a esplenocitos en ratones para producir
factor estimulante de colonias de macrofagos/granulocitos (GM-CSF), factor alfa de necrosis
tumoral (TNF-a) e interferon gamma (IFN-y) en ensayos in vitro. Por el tratamiento con NaOH
de SCHWE, la respuesta hematopoyética fue aumentada pero la induccion de citocinas fue
disminuida. Tomando todos los resultados juntos, estos sugieren fuertemente que el método de
preparacion se relaciond con la conformacion de la fraccion de B-glucano, y las actividades
inmunomoduladoras in vivo e in vitro fueron moduladas significativamente por los métodos de

preparacion (6).

B. INMUNIDAD INNATA

La constituciéon genética origina el que una especie sea resistente a un determinado
microorganismo patogeno para otra (7). Diferentes investigadores han logrado localizar genes
especificos en ratones que la confieren a todos los individuos de una cepa determinada,
resistencia contra antigenos especificos. Estos diferentes tipos de comportamiento en la relacion
huésped-agente patdogeno, se prestan a importantes elucubraciones en cuanto al desarrollo
evolutivo del sistema inmunitario en el humano. La especie humana controla de manera
ademada una serie de enfermedades con las cuales ha estado en contacto durante muchos

milenios y que en conjunto reciben el nombre de antroponosis (7).
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C. INMUNIDAD ADQUIRIDA E INMUNOMODULACION

Este sistema refuerza los anteriores y difiere de ellos en su alta especificidad, ya que
debido a ¢l desarrollan mecanismos de defensa contra cada uno de los antigenos que puedan
agredir al organismo. Esta alta especificidad requiere un proceso de aprendizaje que se cumple
durante el primer contacto con cada uno de los distintos antigenos, debido a este sistema es que
los linfocitos adquieren nuevas caracteristicas y “aprenden” procesos metabdlicos especiales que
les permiten responder en forma muy rapida contra un segundo ataque por el antigeno con el
cual han estado previamente en contacto y producir las moléculas responsables de la inmunidad

de tipo celular, llamadas citoquinas o los anticuerpos propios de la inmunidad humoral (7).

Se entiende por inmunomodulacion la inhibicion o activacion de una respuesta
inmunitaria especifica; el control regulador estricto de la respuesta inmunitaria es de importancia

fundamental para evitar la destruccion de los propios tejidos del huésped (8).

D. BASIDIOMICETOS E INMUNIDAD
El sistema inmune puede ser manipulado de forma especifica (inmunizacidén) o
inespecifica  (inmunomodulacion). Dentro de los inmunomoduladores se incluyen
inmunoestimuladores e inmunosupresores. Los mecanismos de inmunoestimulacién incluyen
aumento de la inmunidad anti-infecciosa por medio de células o por induccion o restauracion de
las funciones inmunes efectoras. El control regulador estricto de la respuesta inmunitaria es de

importancia fundamental para evitar la destruccion de los propios tejidos del huésped (8).

Un amplio rango de polisacaridos inmunoestimulantes con diferentes estructuras
quimicas se han aislado de hongos basidiomicetos. La mayoria de la actividad inmunitaria de
polisacéridos derivados de hongos se debe a los B-glucanos contenidos en ellos, estas moléculas
son responsables de ciertas respuestas inmunes como lo son la liberacion de citocinas, generacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS), formacion de o6xido nitrico (NO) y liberacion de

metabolitos del dcido araquidonico (9, 10).

El polisacarido SHE es un agente inmunomodulador aislado de Salicornia herbacea (L.)

L., es usado con eficiencia en fitomedicamentos, debido a su capacidad de activar fuertemente a
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los monocitos e induce la diferenciacion de monocitos a macrofagos, el efecto de este
polisacéarido fue medido en cultivos de células RAW de ratones en lo cual se determino que la
presencia de SHE en este cultivo activa a las células RAW para que produzcan citoquinas como
TNF-alfa y IL-1beta los cuales son mediadores claves en la fagocitosis de LPS de bacterias y NO
el cual puede ser un indicador cuantitativo clave de la activacion de los macréfagos. Otro de los
efectos que produce este polisacarido es la activacion de co-estimuladores como B7-1, CD40 sin
embargo es incapaz de inducir la expresion de MHC II. Fue demostrado que SHE es un activador

de macréfagos y ademés aumenta la actividad fagocitica opzonizando los eritrocitos (11).

Los B-glucanos (BG) muestran un diverso rango de actividades biologicas, y esta
diversidad es tan grande que una “actividad comun” no ha sido identificada hasta el momento.
La determinacion de qué actividad es realmente significativa puede ser determinada
probablemente desde el punto de vista del uso efectivo de BGs, una de las caracteristicas de las
BGs es que son de amplio espectro, y se espera que en el futuro las investigaciones van a dirigirse
para aclarar este punto. En adicion, las BGs se encuentran presentes en grandes cantidades en el
ambiente, y se ha encontrado que humanos y animales no solamente reaccionan a la BGs en la
forma de inmunidad innata, sino que también reconocen BGs por medio de la inmunidad
adquirida. Este dato sugiere que es necesario el expandir y revisar el mecanismo convencional de
accion que se asocia con las BGs para desarrollar nuevos mecanismos de accion. Cuando se
considera inmunoregulacion, existe la interrogante de que si las citocinas de reciente

descubrimiento, terapia de genes o vacunas contra el cancer pueden servir como sustitutos de

BGs (12).

Masihi (2000) sugirié que la actividad ejercida frente a enfermedades infecciosas de los
macromicetos y otros agentes fitoterapicos, reside en su capacidad de estimular los mecanismos
de defensa del hospedero induciendo la produccion de citocinas endogenas. Hu y cols. (2002)
indican que polisacaridos antitumorales obtenidos de macromicetos no poseen citotoxicidad
directa contra las células tumorales sino que muestran profundos efectos moduladores en el

sistema inmune del hospedero (9).
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Mei-Chun Kuo y cols. (2006) reportaron que Ganoderma lucidum induce la liberacion de
TNF-a e IL-6. Asi mismo, Chen y cols. (2004) demostraron que diferentes fracciones de este
hongo activan la expresion de IL-1, IL-12, IFN-y, GM-CSF, G-CSF y M-CSF (13, 15). El
efecto de estas citocinas es variado, pero sus aplicaciones terapéuticas mas importantes incluyen:
aumento de respuesta frente a enfermedades infecciosas, inhibicion de la proliferacion de células
cancerigenas y estimulacion de la hematopoyesis en pacientes con tratamientos mielotoxicos tal

como la deoxorrubricina (14, 15).

E. EFECTO ANTITUMORAL DE BASIDIOMICETOS
Se han realizado estudios sobre la maxima productividad de un alfa-glucano de bajo peso
molecular, el cual a una relacion de 1:32 de carbono y nitrégeno se encuentra en mayor
produccion de la sustancia de interés ya que por su capacidad de dividirse en una fraccion DAS y
en una HWS la cual presenta actividad antiproliferativa de células cancerigenas HT-29 mediante
el aumento o estimulacion de la produccion de células pro-apoptosis de las células cancerigenas

de colon de la linea HT-29 (12).

Los mecanismos sugeridos de citotoxicidad celular anti-cancerigena ademds de la
produccion de citocinas, incluyen la induccion de apoptosis y la estimulacion de la diferenciacion
celular o la interrupcion del ciclo celular (15). Se ha demostrado inhibicion de la proliferacion en
varias lineas celulares cancerigenas tales como: HL-60, U937, Blin-1, RPMI8226; MCF-7 y
MDA-MB-231 de cancer de seno, células PC-3 del cancer de prostata y células HT-29
(15,16,17,18).

Ganoderma lucidum es un hongo usado en Asia comunmente por sus propiedades
medicinales, entre las que se usa para terapia de céncer (13). Actualmente Liu, J. y
colaboradores(2007) han descubierto como este hongo inhibe la proliferacion de las células
cancerigenas de la prostata. Los componentes biologicos son polisacéridos y triterpenos con la
capacidad de inhibir el crecimiento de células cancerosas y metéstasis mediante la modulacion
del sistema inmune mediante la detencion del ciclo celular y disparando la apoptosis, también se

ha descubierto recientemente que también suprime la angiogénesis (19).
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El efecto de extractos de etanol de cuatro especies de hongos capaces de producir cuerpos
fructiferos, esporas flingicas, capaces de crecer en caldos nutritivos fueron analizados para
encontrar su capacidad moduladora de proliferacion celular y apoptosis en células de un
carcinoma de piel de raton (CH72) y células antitumorales de la epidermis (C50). En
comparacion con extractos de micelio de Grifola frondosa (Dicks.:Fr) S.F, Ganoderma lucidum,
Hericium erinaceus Persoon, o de otras especies que mostraron poco o ninguna actividad en la
proliferacion celular mientras que los extractos solubles en etanol de Lentinula edodes (Berk.)
Sing. disminuyd significantemente la proliferacion de células CH72. No ocurrié ningin cambio
en la respuesta de proliferacion en la linea celular antitumorales de la epidermis, C50, con
ninguno de los extractos de micelio utilizados. Para analizar la proliferacion celular y apoptosis
se utilizo microscopia DNA-fluorescente con bromuro de etidio y naranja de acridina como
colorante, revelaron que L. edodes reduce la proliferacion celular e induce la apoptosis en
relacion dependiente de tiempo y dosis en células de carcinoma pero no tiene efecto sobre las
células no tumorales C50. El analisis del ciclo celular demuestra que el extracto de L. edodes

induce un arresto en G1 con lo que no se observan cambios en las células antitumorales C50 (19).

Un estudio sobre la actividad citotoxica y antitumoral de Ganoderma lucidum demostrd
que la actividad antitumoral sobre células de linfoma ascitico de Dalton y carcinoma ascitico de
Ehrlich se observa marcadamente al emplear extracto metanolico o acuoso por separado asi como
actividad antioxidante actuando como removedor de radicales libres. No se observo actividad

citotoxica (20).

Seglin la tradicion asiatica, por cientos de afios los curanderos han entendido el concepto
de “tonificacion inmune” los cuales han hecho uso de sustancias derivadas de plantas naturales
que pueden restaurar la armonia tanto inmune como bioquimica del organismo que haya sido
alterada por el ambiente y estrés interno. El sistema inmune puede ser reforzado con diferentes
sustancias fungicas como lo son los adaptogenos (inmunomodulacion a través del sistema
endocrino), inmunoestimulantes de membrana (estimulacion de la actividad de macréfagos),
tonicos inmunes o tonicos Chi (funcionan estimulando la produccion de células blancas en la

médula o6sea) (21).
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Un estudio que pretendio evaluar el efecto benéfico de té de Shiitake (Lentinula edodes)
preparados a tres diferentes temperaturas sobre el tumor de Erlich y su efecto en el tratamiento de
la respuesta inmune encontrd que la preparacion de extractos a 100°C tiene efectos toxicos ya que
los animales a los que se les proporcioné tal extracto tuvieron una supervivencia menor en
comparacion con el resto de los grupos. En resumen, se encontr6 que los té de Shiitake varian en
eficiencia en actividad contra el desarrollo de tumores dependiendo la cepa y la temperatura de
extraccion, se conocid que los extractos acuosos obtenidos a 60°C son capaces de inhibir el
desarrollo de células tumorales debido a sus efectos citostaticos, sin embargo las concentraciones
de sus componentes inmunoestimulantes como los polisacaridos; pueden ser muy bajos para

estimular el sistema inmune (22).

Con el tiempo se ha seleccionado material crudo para la fabricacion de drogas,
suplementos bioldgicamente activos, y otros productos alimenticios; en el caso de los
basidiomicetos la purificacion quimica de sustancias importantes depende de los efectos
observados encontrandose problemas en el desarrollo de sistemas de investigacion de sustancias

antitumorales en hongos comestibles, incluyendo su efectividad y costo (23).

La eficacia inmunopotenciadora de un (1—3)- B —D-glucano extraido del hongo
medicinal y culinario Lentinus edodes, llamado lentinan, ha sido investigada en ensayos in vivo e
in vitro. La administracion oral de lentinan a ratones ejercid una fuerte actividad antitumoral,
resultando en niveles elevados de linfocitocinas como el interferon gamma (IFN-y), el factor alfa
de necrosis tumoral (INF-a), la interleucina 2 (IL-2) e interleucina 1 (IL-). Los cultivos titulares
de macrofagos, linfocitos HB-284 y linfocitos T que fueron tratados con lentinan mostraron
niveles mas altos de activaciéon usando un citometro de flujo. Los inmunocitos activados,
particularmente las células T-helper activadas por lentinan, pueden prestar la constitucion
fisiologica a los huéspedes con alta resistencia a cancer e infecciones. La inmunoterapia
adoptiva, realizada por medio de la transferencia de inmunocitos activados con lentinan a ratones
inmunodeficientes como los ratones atimicos, los ratones deficientes en células B y los ratones
con inmunodeficiencias severas combinadas (SCID), resultdé en la inhibicion del crecimiento
tumoral. El lentinan aparentemente representa una clase unica de potenciadores de defensa en el

huésped (HDP), protegiendo a los huéspedes de los efectos colaterales de medidas terapéuticas
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convencionales y aumentando varios tipos de parametros inmunoldgicos con efectos no toxicos

en modelos animales (24).

Boletus edulis Bull.: Pers. Fr. y Calvatia (Langermannia) gigantea (Batch: Pers.) Lloyd
son dos de las primeras especies de hongos basidiomicetos, que en la quimioterapia temprana de
cancer, se encontro que producen agentes antitumorales durante las décadas de 1950s y 1960s.
Los compuestos avanzaron solamente a la fase de prueba en el tratamiento de cancer. Varios
métodos de ensayo fueron desarrollados empleando células, tejidos y sistemas microbianos
disenados para la identificacion de potenciales agentes antitumorales. Nuevos compuestos mas
especificos, eficientes y menos toxicos en la erradicacion de varias formas de cancer permanecen
desconocidos y pueden ser descubiertos en el futuro. En el futuro, el tratamiento de cancer puede

ganar muchos progresos de compuestos producidos por basidiomicetos (25).

F. LINFOPROLIFERACION
En otros estudios, respecto actividad inmunomoduladora de hongos comestibles como
Ganoderma lucidum, se encontrd que en los extractos de esporas de dicho hongo, los derivados
carboximetilados de las fracciones (1—3)a-D-glucanos con bajos grados de sustitucion ejercen

un efecto enérgico sobre la proliferacion linfocitaria (26).

De la misma forma, el hongo comestible Lentinula edodes, ha mostrado induccion selectiva
de apoptosis en el ciclo celular incidiendo en la fase G1 del ciclo celular de células dérmicas
murinas (27). En un estudio sobre la fraccion MD (MDF) de los Beta-glucanos de los cuerpos
fructiferos de Grifola frondosa (Maitake), se observd que MDF causa el incremento de la
respuesta de la formacion de unidades formadoras de colonias de granulocitos-monocitos (CFU-
GM) de progenitores de las células de la médula 6sea y la recuperacion de la respuesta CFU-GM
luego de la induccion de supresion hematopoyética por doxorrubricina el cual es un farmaco

toxico para médula osea (28).

G. EFECTO ANTIOXIDANTE, HIPOGLUCEMIANTE Y OTROS
Se han estudiado las diferentes estructuras del cuerpo fructifero de Pleurotus citrinopileatus

Singer y su actividad antioxidante, demostrandose que los extractos etandlicos, tanto en agua fria
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como en agua caliente de la totalidad del cuerpo fructifero, ejercen mayor efecto antioxidante que
los extractos de micelio o de filtrado; siendo de estos el mejor el extracto etandlico por sus

propiedades antioxidantes y capacidad de oxidar radicales hidroxilo libres (10).

Se tienen identificadas tres porciones derivadas de un proteoglucano proveniente del
micelio de Pleurotus ostreatus que presentan actividad estimuladora in vitro de los macrofagos
peritoneales, sobre las células asesinas naturales y actividad inhibitoria del crecimiento de células
tumorales del sarcoma 180 (10). La especie Pleurotus ostreatus ha demostrado tener actividad
hipoglucemiante prolongada sobre ratones a los que se les indujo diabetes ademas previno la

considerable pérdida de peso en estos (10).

El género Pleurotus sp. produce una enzima llamada laccasa capaz de degradar
compuestos de dificil descomposicion (10), se ha determinado que la mayor produccion de esta
enzima se logra sobre cascara de mandarina por Pleurotus eryngii (D.C. ex Fr.) y se Pleurotus

ostreatus sobre la paja de uva (10).

Respecto a la actividad de hongos del género Armillariella para uso terapéutico, se ha
observado que el micelio de la especie Armillariella tabescens (Scop. ex Fr.) Emel syn. posee
actividad hepatoprotectora por intoxicacion con etanol (29). También se ha encontrado actividad
detoxificante contra aflatoxinas B1 mediante la accion de enzimas aisladas de esporas de A.
tabescens (30). Las multienzimas de A. fabescens han exhibido capacidad detoxificante contra

las mencionadas aflatoxinas a través de la modificacion de su estructura quimica (31).

Otra de las especies de Armillariella que posee actividad importante es Armillariella
mellea de cuyos cuerpos fructiferos se aislo una metaloproteasa capaz de lisar las cadenas Aa y

Bp del fibrindgeno humano, postulandose asi como candidato a la terapia oral fibrinolitica (32).

H. PRODUCCION DE ANTICUERPOS
Los efectos adyuvantes de varios formadores de gel: beta-glucanos, grifolanos de Grifola
frondosa, glucanos de Sclerotinia sclerotiorum (Lib) de Bary FO 9395, y lentinas de Lentinula

edodes fueron evaluados en ratones inmunizados con antigenos solubles de ovoalbiimina
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trinitrofenil (TNP-OVA), se observd que la inyeccion intraperitoneal de TNO-OVA con
grifolanos puede inducir la actividad maxima de produccion de anticuerpos, se encontrd que la
administracion de TNP-OVA con glucanos de S. sclerotiorum (SSG) no aumenta la produccion
de anticuerpos. La administracion de grifolanos y SSG disueltos en NaOH incrementaron la
produccién de anticuerpos IgGl e IgG2a contra la TNP-OVA. La produccion de interferon
gamma se produce por células Thl estimuladas con SSG observandose también induccidén por

estas mismas moléculas en la produccion de IL-12 en esplenocitos (33).

Segun este estudio, se ha podido cuantificar la cantidad exacta de polisacaridos en
hongos comestibles empleando la técnica de ELISA; en el cual se cuantifico la cantidad de
lentinan el polisacarido antitumoral de L. edodes. Se demostrdo que el almacenaje de hongos
comestibles en temperaturas bajas (1°C) es mdas efectivo para mantener sin cambios los
contenidos de polisacaridos antitumorales asi como la calidad del hongo comestible. Se observé
que la produccion de factor de necrosis tumoral alfa ocurre luego de 8 horas mas tarde que la
produccioén de oxido nitrico, al incubar los macrofagos con lentinan la produccion de o6xido

nitrico se inhibid por completo (34).
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IV. JUSTIFICACION

Desde la antigliedad, los hongos desempefian multiples e importantes roles para la
humanidad: unos beneficiosos, tales como la contribucion con el medio ambiente a través de la
degradacion de materia organica y el establecimiento de relaciones interespecificas con plantas y
otros perjudiciales, como la produccién de patologias en el hombre por hongos parasitos.
Histoéricamente se utilizaban ciertas especies en ceremoniales mayas y aztecas por sus efectos
alucindgenos; hoy en dia son consumidos debido a su alto contenido nutricional.

El surgimiento de enfermedades de caracter autoinmune e infeccioso, es un problema que
esta siendo estudiado para el tratamiento de dichas patologias. Sin embargo, existen limitaciones
que no permiten al organismo humano responder adecuadamente a la terapéutica vigente hasta la
fecha; es por ello que se reconoce la importancia de aplicar terapias preventivas mas factibles
para la mejora de la salud de la poblacion.

En paises orientales, donde el uso de hongos comestibles con fines terapéuticos ha sido
practicado por generaciones, se ha descrito que los basidiomicetos poseen actividad moduladora
del sistema inmune. La importancia de dicha actividad radica en que estos alimentos pueden ser
empleados en el tratamiento o prevencion de enfermedades degenerativas o depresoras del
sistema inmune. Esta medida terapéutica se ha basado en el estudio de los efectos de diversos
metabolitos presentes en los hongos con poder antiinflamatorio, antitumoral y citotoxico, entre
otros. Para aplicar este tipo de terapia inmunomoduladora, los mecanismos, efectos y procesos de
la misma deben ser estudiados con mayor detenimiento.

En Guatemala, la mayoria de estudios realizados se han enfocado en la caracterizacion
taxondmica y mejoramiento genético, siendo nulos los orientados a la inmunomodulacion, ya que
este aspecto ha sido solamente evaluado en plantas. Con base en estos hechos es de suma
importancia el andlisis y estudio detenido de la posible actividad inmunomoduladora de
basidiomicetos comestibles, cultivados o silvestres y de facil obtencion en el territorio nacional.

Por su importancia y alto consumo, se evalud la actividad inmunomoduladora de los
basidiomicetos: Armillariella polymyces, Cantharellus lateritius, Laccaria amethystina,

Lactarius deliciosus y Pleurotus ostreatus.
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V. OBJETIVOS

A. GENERAL:

Determinar la actividad inmunomoduladora presentada por extractos de los hongos
comestibles Armillariella polymyces, Cantharellus lateritius, Laccaria amethystina,

Lactarius deliciosus y Pleurotus ostreatus.

B. ESPECIFICOS:

1.

Obtener extractos etandlicos y acuosos de las especies de basidiomicetos comestibles
Armillariella  polymyces, Cantharellus lateritius, Laccaria amethystina, Lactarius
deliciosus y Pleurotus ostreatus.

Medir la actividad linfoproliferativa presentada por los basidiomicetos comestibles
Armillariella polymyces, Cantharellus lateritius, Laccaria amethystina, Lactarius
deliciosus y Pleurotus ostreatus, por medio de un ensayo in vitro.

Medir la actividad sobre el sistema del complemento (via clasica y via alterna) presentada
por los basidiomicetos comestibles Armillariella polymyces, Cantharellus lateritius,
Laccaria amethystina, Lactarius deliciosus y Pleurotus ostreatus, por medio de un ensayo

in vitro.
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V1. HIPOTESIS

Por lo menos uno de los extractos de los basidiomicetos comestibles Armillariella
polymyces, Cantharellus lateritius, Laccaria amethystina, Lactarius deliciosus y Pleurotus

ostreatus presenta alguna actividad inmunomoduladora.
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VII. MATERIALES Y METODOS

A. UNIVERSO DE TRABAJO Y MUESTRA

El universo de trabajo estuvo constituido por los basidiomicetos comestibles nativos de
Guatemala. La muestra estuvo constituida por los extractos etandlico y acuoso de los
basidiomicetos Armillariella polymyces, Cantharellus lateritius, Laccaria amethystina, Lactarius
deliciosus 'y Pleurotus ostreatus; obtenidos por las técnicas de extraccion por percolacion e

infusion.

B. RECOLECCION Y DETERMINACION DEL HONGO

Se efectud la recoleccion de ejemplares de los basidiomicetos Laccaria amethystina 'y
Lactarius deliciosus, Cantharellus lateritius y Armillariella polymyces en los mercados
municipales de Tecpan Guatemala, Guatemala y Alta Verapaz, respectivamente. Pleurotus
ostreatus se obtuvo de cultivos artesanales en Tecpan Guatemala.  La identidad de los
basidiomicetos recolectados se aseguro6 a través de la identificacion taxonomica realizada por el
Licenciado Osberth Morales, experto en micologia y mediante la aplicacion de un procedimiento

estandar para la determinacion de macrohongos.

C. DESECACION DE HONGOS
1. Equipo
Desecadora para hongos
Congelador a -20° C
Balanza analitica
Lector de humedad
2. Materiales
Bisturi
Bolsas de polipapel
Papel encerado

Lata para almacenamiento
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3. Procedimiento
a) Desecacion de hongos comestibles

1) Pesar los hongos frescos en una balanza analitica.

i1) Cortar los hongos transversalmente con un bisturi.

ii1) Colocar los hongos ya cortados dentro de una desecadora, cuidando que no
estén unos sobre otros.

1v) Dejarlos secando por 72 horas, revisando que no se quemen.

v) Retirar los hongos de la desecadora.

vi) Determinar el porcentaje de humedad de los hongos secos en un lector de
humedad. (La humedad debe ser menor del 10%, si no es asi, secar
nuevamente).

vii) Pesar los hongos secos en una balanza analitica.

viil) Determinar el porcentaje de rendimiento:

% de rendimiento = (peso hongos secos/peso hongos frescos) x 100

ix) Guardar los hongos secos en una bolsa de polipapel.

b) Curacion de los hongos secos

1) Colocar la bolsa conteniendo los hongos secos en un congelador a -20° C.

i1) Congelar por dos semanas.

ii1) Retirar la bolsa del congelador.

iv) Secar nuevamente los hongos en una desecadora por 72 horas.

v) Determinar el porcentaje de humedad de los hongos secos en un lector de
humedad. (La humedad debe ser menor del 10%, si no es asi, secar
nuevamente).

vi) Guardar los hongos secos en una bolsa de polipapel.

c) Conservacion de los hongos secos
1) Guardar la bolsa de polipapel conteniendo los hongos en una lata. La lata

cerrada debe estar en un lugar fresco, sin luz del sol directa.
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D. EXTRACCION POR PERCOLACION

1. Equipo y Material

Percolador de vidrio o de acero inoxidable
Balanza

Algodon

Papel filtro

Vasos de precipitar

Erlenmeyers

2. Procedimiento

a)

b)
c)

d)

)

h)

3
k)

D

En un percolador previamente limpio y seco, colocar un poco de algodén en la parte
inferior y papel filtro de acuerdo al diametro del percolador.

Pesar la cantidad de sustrato fingico a utilizar de acuerdo al tamaio del percolador.
Humedecer la cantidad de material fungico con el disolvente adecuado para la
extraccion, utilizando un vaso de precipitar.

Transferir todo el material al percolador y agregar disolvente hasta cubrir el material
fungico.

Dejar reposar el tiempo necesario para llevar a cabo la extraccion, esto dependera del
material fingico, el solvente y la temperatura de trabajo.

Abrir la llave de la parte inferior y dejar gotear el liquido a una velocidad adecuada.
Recoger el liquido en un Erlenmeyer, afiadir suficiente disolvente extra, segin se
requiera, hasta obtener el volumen de disolvente agregado al inicio.

Presionar fuertemente el material s6lido que ha quedado.

Anadir el liquido obtenido al percolado obtenido anteriormente.

Colocar la solucion obtenida en un baldn, colocar el balon en un rotavapor.

Procesar la solucion obtenida en el rotavapor, con una temperatura de 45° C, hasta
obtener un extracto.

Repetir el procedimiento las veces que sea necesario.



E. COMPLEMENTO

1. Equipo
Autoclave
Balanza Analitica
Campana de flujo laminar
Congelador
Centrifuga
Centrifuga para microplacas
Hemocitometro de Neubauer
Incubadora
Lector de ELISA
Refrigeradora

Espectrofotometro

2. Materiales
Placas de microtitulacion estériles de 96 pozos, fondo en U con tapadera
Pipetas de 10ul, 50uL, 100uL, 200uL, 1000ulL
Pipetas Pasteur
Tubos de ensayo
Tubos de 50 mL
Tubos plasticos de 15 mL

Tips amarillos y azules

3. Reactivos
Mezcla de suero humano normal (MSH)
Mezcla de suero humano inactivado
Droga Patron (Ciclosporina, Levamisol o Difur)
Solucidn salina
Agua destilada

Agua desmineralizada
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Solucidon Alsever

Eritrocitos de conejo y de carnero

Anticuerpo contra eritrocitos de carnero (AMBOCEPTOR) Dilucién 1:100

Amortiguador salino de veronal concentrado 5 veces (VSB), como solucion madre
VSB” (no aditivos)

VSB+2 (0.5mM de Mg+2 y 0.15 mM de Ca+2)

EGTA-VB (2.5 mM de Mgt+2 y 8mM de etilenglicol-bis(beta-aminoetileter)-
N,N,N’,N’-4cido tetraacético (EGTA)).

Agua Milli-A

4. Procedimiento

a) Ensayo hemolitico para la actividad de la via clésica

1) Preparacion de los eritrocitos sensibilizados con el anticuerpo

Mezclar 2 mL de los eritrocitos con 8 mL de solucién salina en un
tubo de pléstico de 15 mL.

Centrifugar a 2500 rpm durante 5 minutos.

Eliminar el sobrenadante utilizando una pipeta, resuspender el boton
en 10 mL de solucion salina y volver a centrifugar a 2500 rpm
durante 5 minutos.

Repetir el proceso del paso c. Tras la tercera centrifugacion guardar

el botdn de células en hielo.

i1) Preparacion de la suspension de eritrocitos

Resuspender el botén de células (500 pL) en 9.5ml de VSB* en un
tubo de 50 mL, mantener en hielo.

Mezclar 100 pL de esta suspension con 4.9 mL de agua
desmineralizada en un tubo de 15 mL.

Determinar la densidad optica a 410 nm. La concentracién de
eritrocitos debe ser ajustada a 4 x 10® células/mL, cuya densidad

optica es de 0.522; utilizando la siguiente formula:
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Volumen de VSB™ = (V inicial) x [ (OD medida — 0.522) / 0.522]

Mantener la suspension eritrocitica en hielo.

iii) Sensibilizacion de los eritrocitos (ShEA)

Mezclar 1 mL de la diluciénl:100 Amboceptor con 7 ml de VSB*,
en un tubo de 50 ml.

Anadir 8 mL de la suspension de eritrocitos e incubar a temperatura
ambiente durante 10 minutos.

Centrifugar a 2500 rpm durante 5 minutos. Eliminar el sobrenadante
y resuspender el botén en 16 mL de VSB*™,

Mantener la solucidn en hielo.

1v) Dilucion de las muestras en placas de microtitulacion fondo U

Agregar 50 pL de VSB ™ a los pozos en las filas B a G.

Agregar 100 pL de muestra en solucion en triplicado a la fila A.
Transferir 50 pL de la solucién en la fila A a la fila B y después
mezclar.

Transferir 50 pL de la fila B a la siguiente fila. Repetir este
procedimiento hasta la fila G.

Descartar 50 pL de la mezcla final en la fila G.

V) Preparacion de controles de actividad hemolitica

Anadir 50 pL de VSB™ a los pocillos H; a H;. H;-Hj sera la
actividad del extracto. H4-Hg sera el blanco (suero inactivado).

Afiada 100 pL de VSB™ a los pocillos H7-Hy (0% de hemolisis).
Anadir 100 pL de agua Milli-A a los pocillos Hjp-Hi2 (100% de

hemolisis).
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vi) Preparacion de la dilucion del suero y preincubacion
e Afadir 50 pL de la solucién de suero inactivado (63 uL de suero
inactivado + 5 mL de VSB+2) a los pocillos Hy-Hg y blancos de las
muestras.
e Mezclar 125 uL de extracto con 10 mL de VSB™ y afiadir 50 pL a
los pocillos control y muestras problema (suero mas extracto).

e Cubrir la placa y preincubar a 37° C durante 30 minutos.

vii) Incubacion
e Afadir 50 pL de los eritrocitos sensibilizados (ShEA) a cada pocillo.

Incubar a 37° C durante 60 minutos.

viii))  Medicion de la hemolisis
e (Centrifugar las microplacas a 2500 rpm, durante 2 minutos.
e Anadir 200 pL de agua desmineralizada a los pocillos de otra placa
de fondo plano.
e Medir la densidad optica a 405 nm en un lector de ELISA.

b) Ensayo hemolitico de actividad sobre la via alternativa del complemento

1) Preparacion de la suspension de eritrocitos

e Mezclar 4 mL de los eritrocitos con 6 ml de solucion salina en un
tubo de pléstico de 15 mL.

e C(Centrifugar a 2500 rpm durante 5 minutos.

¢ Eliminar el sobrenadante utilizando una pipeta, resuspender el boton
en 10 mL de solucion salina y volver a centrifugar a 2500 rpm
durante 5 minutos.

e Repetir el proceso del paso c. Tras la tercera centrifugacion guardar

el botdn de células en hielo.
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i1)  Preparacion de la suspension de eritrocitos
e Resuspender el boton de células (500 puL) en 9.5ml de EGTA-VB en
un tubo de 50 mL, mantener en hielo.
e Mezclar 100 pL de esta suspension con 4.9 ml de agua
desmineralizada en un tubo de 15 mL.
e Determinar la densidad optica a 410 nm. La concentracion de
eritrocitos debe ser ajustada a 4 x 10® células/mL, cuya densidad

optica es de 0.522; utilizando la siguiente formula:

Volumen de EGTA-VB = (V inicial) x [(OD medida — 0.522) / 0.522]

e Mantener la suspension eritrocitica en hielo.
ii1) Dilucion de las muestras en placas de microtitulacion en U

o Agregar 50 pL de EGTA-VB a los pozos en las filas B a G.

e Agregar 100 uL de muestra en solucién en triplicado a la fila A.

e Transferir 50 pL de la solucién en la fila A a la fila B y después
mezclar.

e Transferir 50 pL de la fila B a la siguiente fila. Repetir este
procedimiento hasta la fila G.

e Descartar 50 pL de la mezcla final en la fila G.

iv) Preparacion de controles de actividad hemolitica
e Afadir 50 pL de EGTA-VB a los pocillos H; a H;. H;-Hj; sera la
actividad del extracto. H4-Hg sera el blanco (suero inactivado).
e Afadir 100 uL de EGTA-VB a los pocillos H;-Hg (0% de hemolisis).
e Anadir 100 pL de agua desionizada a los pocillos Hjo-H;, (100% de

hemolisis).

v) Preparacion de la dilucion del suero y preincubacion
e Afiadir 500 pL de la solucion de suero inactivado con 500 pl de
EGTA-VB. Agregar 25 uL de esta solucion a A3-G3, A6-G6,A9-
G9,A12-G12 y H4-H6.
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¢ Mezclar 1 mL de suero humano con 1 mL de EGTA-VB. Agregar 25
pL de esta solucion a A1-H1, A2-H2, H3, A4-G4, A5-GS5, A7-G7,
A8-G8, A10-G10y A11-G11.

e (Cubrir la placa y preincubar a 37° C durante 30 minutos.

vi) Incubacion
e Anadir 25 pL de la suspension de eritrocitos de conejo a cada pozo.

e Incubar a 37° C durante 30 minutos.

vii) Medicion de la hemolisis
e (Centrifugar las microplacas a 2500 rpm, durante 2 minutos.
e Afiadir 200 pL de agua desmineralizada a los pocillos de otra placa
de fondo plano.
e Maedir la densidad optica a 405 nm en un lector de ELISA.

F. LINFOPROLIFERACION

1. Equipo y Material
Campana de Flujo laminar
Centrifuga
Espectofotometro de placas o lector de ELISA
Hemocitometro de Neubauer
Incubadora 37°C
Placas estériles de 96 pozos, de fondo plano, con tapadera
Pipetas de, 50 uL, 100 uL, 200 uL
Pipetas Pasteur
Tubos de ensayo
Tubos Vacutainer con EDTA de 5 mL
Tubos de 50 mL
Sangre o suspension de linfocitos

Histopaque
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Sal de tetrazolio (XTT o6 Hidrato acido de 3°-[1-(fenilaminocarbonil)-3,4-tetrazolio]-

bis (4-metoxi-6nitro(bencen-sulfonico de sodio)
Lectinas de Con A y PHA
Metosulfato de phenacina (PMS)

Dimetil formamida

Solucidn de Tiirk

Acido acético

Cristal violeta

Medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
RPMI-FBS (medio de cultivo més 10 % de suero fetal bovino)
Buffer Salino de Fosfatos (PBS)

Gentamicina

EDTA (sal disodica o tripotasica del 4cido etilendiaminotetraacético)

2. Procedimiento

a) Aislamiento y preparacion de linfocitos

1.

il.
1il.

1v.

V1.
Vii.
Viil.

iX.

Agregar sobre 5 mL de Histopaque un volumen de 5 mL de sangre
periférica con anticoagulante EDTA, con una pipeta estéril.

Centrifugar en frio a 2400 rpm por 20 minutos.

Aspirar con cuidado la capa de linfocitos

Transferir la capa de linfocitos a un tubo de centrifuga, agregar 10 mL
de PBS y mezclar cuidadosamente.

Centrifugar a 1400 rpm por 5 minutos

Aspirar el sobrenadante y descartarlo.

Resuspender las células en 2 mL de RPMI, y aforar hasta 15 mL.
Centrifugar la suspension a 1400 rpm por 5 minutos

Aspirar el sobrenadante y descartarlo.

Resuspender las células en 2 mL de RPMI-FBS, y aforar a 10 mL.
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b) Conteo celular y medicion espectrofotométrica

1.

1i.

1il.

Para calcular la concentracion celular, mezclar 10 pL de la suspension
celular con 90 pL de la solucion de Tiirk (factor de dilucion 1:10).
Sumergir la pipeta dentro de la mezcla, permitiendo la formacion de
una pequefia gota en la punta de la pipeta, colocarla cuidadosamente en
la superficie periférica de la cubierta de la cdmara de Neubauer.

Contar microscopicamente 4 cuadrantes de la cdmara y calcular la

concentracion celular de la siguiente manera:

Numero total de células/mL =numero total de células en 4 cuadrantes x 10 (factor de

1v.

dilucién) x 1x10°.
Ajustar la concentraciéon de linfocitos a 5 x 10° células/ml con RPMI-
FBS
Incubandose 7 dias a 37°C con 5% de CO?, después agregar 50 uL de
la solucion de XTT, incubandose nuevamente a 37°C por 4 horas,
posteriormente se lee espectrofotométricamente a 450 nm,

comparandose la viabilidad con el aumento de absorbancia.

G. DISENO ESTADISTICO

1. Tipo de Estudio

Cuasi- experimental.

2. Variables

a) Dependiente

Extractos acuosos y etanolicos de los basidiomicetos comestibles: Cantharellus

lateritius, Pleurotus ostreatus, Laccaria amethystina, Lactarius deliciosus y

Armillariella polymyces.
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b) Independiente

Actividad inmunomoduladora in vitro de los extractos acuosos y etanolicos de los

basidiomicetos estudiados.

3. Validacion de los métodos

a) Ensayo hemolitico para la evaluacion de la actividad del complemento

1.

il.

Validacion del método

Realizar una curva mostrando la actividad sérica del pool del suero humano
normal a emplear.

Elegir la concentraciéon que demuestre una actividad entre 30 — 70 % como
control para demostrar que todos los componentes del sistema del complemento
presentes en el suero son funcionales.

Control positivo: Agua desmineralizada (100 % de hemdlisis).

Control negativo: Amortiguador PBS (0 % de hemolisis)

Ensayo de evaluacion de la actividad del complemento

Numero de réplicas: Cinco, para obtener un nivel a = 0.05 (Segln la tabla de la
distribucion binomial) y rechazar o aceptar la hipotesis.

La respuesta a medir es la concentracion de hemoglobina liberada por la lisis
eritrocitaria.

Determinar la concentracion efectiva minima a los extractos que demuestren
efecto inmunomodulador, utilizando diferentes concentraciones: 1000, 333.3,
111.1,37.0,12.3,4.11 y 1.4 pg/ml.

La metodologia se acepta si los resultados obtenidos tienen un rango de error de
+ 10% en la repetibilidad.

No existid aleatorizacion por razones técnicas.

b) Ensayo linfoproliferativo

L.

Fase I: Eleccion de control positivo
. Controles positivos: Lectina de Phytolacca americana (PWM), lectina de

Phaseolus vulgaris (PHA) y lectina Concavalina A (ConA).
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. Control negativo: Blanco.

. Numero de grupos: 3 grupos con dosis Unica de 1 mg/ml de lectinas,
siendo los siguientes, grupo A=PWM, B=PHA y C=Con A. Y el control
negativo, correspondiente a un blanco (medio y linfocitos sin lectina).

Se repitid 12 veces cada lectina y la que presentd mayor actividad se utilizo en la

siguiente fase (Evaluacion de la linfoproliferacion).

ii. Fase II: Evaluacion de la estimulacion o inhibicion de la linfoproliferacion
Las unidades experimentales son los linfocitos y la respuesta a medir, el
recuento linfocitario.
Numero de réplicas: Cinco, para obtener un nivel a = 0.05 (Segln la tabla de la
distribucion binomial) y rechazar o aceptar la hipotesis.
Grupo A: Lectina (control positivo)
Grupo B: Blanco o control negativo
Grupo C: Extracto etanolico de Cantharellus lateritius
Grupo D: Extracto acuosos de Cantharellus lateritius
Grupo E: Extracto etandlico de Pleurotus ostreatus
Grupo F: Extracto acuoso de Pleurotus ostreatus
Grupo G: Extracto etandlico de Laccaria amethystina
Grupo H: Extracto acuoso de Laccaria amethystina
Grupo I: Extracto etandlico de Lactarius deliciosus
Grupo J: Extracto acuoso de Lactarius deliciosus
Grupo K: Extracto etanolico de Armillariella polymyces
Grupo L: Extracto acuoso de Armillariella polymyces
Se determindé la concentracion efectiva minima a los extractos, realizando
diluciones de 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.2 y 15.6 pg/ml. No hubo

aleatorizacién por razones técnicas.

3. Analisis de Datos
Los datos fueron analizados con estadistica descriptiva, ANOVA y una prueba

multiple de medias (Prueba de Tukey con un nivel de confianza de 95 %) y la
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comparacion entre hongos se realizo con una prueba de hipotesis binomial con un nivel de

confianza de 95 %; las respuestas a medir fueron:

a) Ensayo hemolitico para la evaluacion de la actividad del complemento
Los resultados a medir fueron POSITIVOS si el extracto aumentd o disminuy6 en un
50 % la concentracion de hemoglobina comparado frente al resultado de la actividad
sérica y si la concentracion de la muestra para obtener la CI s, fue menor a 15 ug/ml.
Si la concentracion de hemoglobina liberada comparada con la actividad sérica y el

control negativo se mantuvo inalterada, el resultado fue NEGATIVO.

b) Ensayo linfoproliferativo
Los resultados se evaluaron de acuerdo a la siguiente escala:
Porcentaje de estimulacion entre 25 — 30 %=E +
Porcentaje de estimulacion entre 31-100 % = E+
Porcentaje de estimulacion entre 101-200 %= E++
Porcentaje de estimulacién mayor de 201 %= E+++
Porcentaje de Inhibicion de 25-30 % =1+
Porcentaje de Inhibicion de 31 — 100 % = I+
Porcentaje de Inhibicion de 101-200 % = I++

Porcentaje de Inhibiciéon mayor de 201 = I +++

Los resultados a medir fueron POSITIVO si el extracto aumento (estimula) o disminuy6
(inhibe) la proliferacion de linfocitos y NEGATIVO si no existio alteracion de la
proliferacion de los mismos. Es decir
Ho: p < q (no efecto p) = frecuencia de respuesta positiva 'y

Ha: p >q (Si efecto q) = Frecuencia de respuesta negativa

Si en las cinco réplicas se obtuvo una frecuencia total de resultados positivos (cinco

éxitos) se rechaza la Hipotesis nula (Ho: p< 0.5 y Ha: p >0.5).
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Para la evaluacion de la actividad inmunomoduladora de extractos acuosos y etandlicos de

basidiomicetos comestibles, se realizaron tres bioensayos y los resultados obtenidos se muestran

en la tabla 1:

Tabla 1. Resultados de actividad inmunomoduladora presentada por basidiomicetos comestibles

en tres diferentes bioensayos.

Via clasica del

Via alterna del

Linfoproliferacion
. complemento complemento
Basidiomiceto
Extracto Extracto Extracto Extracto Extracto Extracto
etandlico acuoso etanolico acuoso etanodlico acuoso
Armillariella polymyces - - +/1 +/1 +/1 +/1
Cantharellus lateritius +/1 - +/1 +/1 - +/1
Laccaria amethystina - - - +/1 +/1 +/1
Lactarius deliciosus - - - +/1 - -
Pleurotus ostreatus +/1 +/1 +/1 - - -

Resultado negativo: -

Resultado positivo/Inhibicion:+/1

Fuente: Datos experimentales

Todos los resultados obtenidos fueron evaluados estadisticamente para determinar si la

actividad inmunomoduladora obtenida fue significativa, utilizdndose como punto de corte un

valor F >2.57 y un valor p <0.05 (Tabla 2).

Tabla 2. Valores de F y valores P obtenidos para los diferentes ensayos realizados.

Linfoproliferacion Via Clésica del Complemento Via Alterna del Complemento
Basidiomiceto Acuoso Etandlico Acuoso Etandlico Acuoso Etandlico
Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor  Valor
F P F P F P F P F P F P
A. polymyces 1.50 0.21 0.89 0.51 382.19 1.62E-25 11.75 145E-6 3230 244E-11 59.71 1.15E-14
L. deliciosus 0.67 0.67 1.63  0.18 9.43 1.09 E-5 1.13 0.37 0.56 0.76 0.90 0.51
L. amethystina 1.34  0.27 1.76 ~ 0.14 130.98 3.66 E-19 0.99 0.45 16.65 4.40 E-8 12.31 9.37E-7
P. ostreatus 2.80 0.03 3.05 0.02 1.07 0.40 2526 4.40E-10 2.06 0.09 1.73 0.15
C. lateritius 1.77 0.14 646 0.00 1933 889E-9 576 S528E-4 9.04 158E-5 042 0.86

Fuente: Datos experimentales
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En la etapa inicial de recoleccion de muestras, se calculo el porcentaje de recuperacion o
rendimiento de cada basidiomiceto, obteniéndose los siguientes resultados:

Tabla 3. Porcentajes de recuperacion obtenidos.

Basidiomiceto Porcentaje de recuperacion (%)
Armillariella polymyces 6.4
Cantharellus lateritius 2.9
Laccaria amethystina 4.3
Lactarius deliciosus 12.3
Pleurotus ostreatus 7.8

Fuente: Datos experimentales

En la via clasica del complemento se observé actividad inhibitoria por parte de los cinco
basidiomicetos estudiados: Armillariella polymyces, Cantharellus lateritius, Laccaria
amethystina, Lactarius deliciosus y Pleurotus ostreatus. Los resultados de la actividad fueron
interpretados como positivos cuando el porcentaje de inhibicion fue mayor de 50 % y ademas
mostraron diferencia estadisticamente significativa al ser analizados con la prueba de Tukey
(Tablas 4 y 5). Solamente los extractos acuosos de Laccaria amethystina, Armillariella
polymyces y Lactarius deliciosus mostraron actividad inhibitoria con efecto dosis-respuesta
(Graficas 1, 2 y 3).

Tabla 4. Actividad inmunomoduladora de extractos de basidiomicetos sobre la via clasica del

complemento.
Armillariella polymyces Laccaria amethystina  Lactarius deliciosus
extracto acuoso extracto etanolico extracto acuoso extracto acuoso
% % %
Inhibicion % Inhibicién Inhibicion Inhibicion
Concentracion Media +
(mg/mL) Media £ DS Actividad* Media+ DS Actividad* Media+ DS Actividad* DS Actividad*
1000.0 102+2 + 82 +3 + 9 +3 + 101 £3 +
3333 101 £2 + 72 +1 A 98 +5 + 96+ 5 +
111.1 100 +2 + 69 +2 - 81 +7 + 87+9 !
37.0 78+5 + 68 +4 . 60 +2 ! 81+12 !
12.3 38+4 - 65+5 A 46+ 6 - 78+ 11 A
4.1 24+5 - 68 + 3 - 35+4 - 71+3 !
1.4 16+ 5 - 66 + 4 . 28+6 - 71+4 !
* (+) =POSITIVA con un % hemolisis > 50% (p < 0.05) Fuente: Datos Experimentales

(-) =NEGATIVA con un % hemdlisis < 50% (p < 0.05)
DS = Desviacion estandar

Resultados interpretados como negativo porque a pesar de tener un % de inhibicién mayor de 50 %, no mostraron diferencia significativa con la
prueba de Tukey.
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Tabla 5. Actividad inmunomoduladora de extractos de basidiomicetos sobre la via clasica del

complemento.

Cantharellus lateritius Pleurotus ostreatus

extracto etanolico
%
Inhibicién

extracto acuoso extracto etanolico

Concentracion 0 Inhibicion % Inhibicion

(mg/mL) Media £ DS Actividad* Media+ DS Actividad* Media + DS Actividad*
1000.0 94 +£2 + 106 + 7 + 100 =2

333.3 87+5 - 100 + 5 - 88 +5

111.1 82 +4 - 98 + 7 - 78 +2

37.0 7345 ! 95+9 - 74+ 4

12.3 71+4 ! 87+9 - 73+4

4.1 69 +5 ! 80+ 4 - 73+4

1.4 70+ 6 ! 86 + 11 . 73+6

* (+) =POSITIVA con un % hemolisis > 50% (p < 0.05)
(-) =NEGATIVA con un % hemdlisis < 50% (p < 0.05)
....................... DS = Desviacion estandar

Fuente: Datos Experimentales

Resultados interpretados como negativo porque a pesar de tener un % de inhibicion mayor de 50 %, no mostraron diferencia
significativa con la  prueba de Tukey.

Grafica 1. Efecto dosis respuesta del extracto acuoso del basidiomiceto Laccaria amethystina

sobre la via clésica del complemento.
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Grafica 2. Efecto dosis respuesta del extracto acuoso del basidiomiceto Armillariella polymyces

sobre la via clasica del complemento.
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Fuente: Datos Experimentales

Grafica 3. Efecto dosis respuesta del extracto acuoso del basidiomiceto Lactarius deliciosus

sobre la via clasica del complemento.
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De la misma forma, los extractos acuoso y etandlico de Armillariella polymyces y
Laccaria amethystina  mostraron efecto inhibitorio sobre la via alterna del complemento, el
extracto acuoso de Cantharellus lateritius también mostro actividad inhibitoria (Tablas 6 y 7). Al
igual que para la via clasica del complemento, los resultados de la actividad solamente fueron
interpretados como positivos cuando el porcentaje de inhibicion fue mayor de 50 % y la prueba
de Tukey demostrd que existia diferencia significativa respecto a las otras concentraciones. Al
igual que en la via clasica del complemento, Unicamente los extractos acuosos de Laccaria

amethystina y Armillariella polymyces mostraron actividad inhibitoria con efecto dosis-respuesta

(Graficas 4 y 5).

Tabla 6. Actividad inmunomoduladora de extractos de basidiomicetos sobre la via alterna del

complemento.
Armillariella polymyces Cantharellus lateritius
extracto acuoso extracto etanolico extracto acuoso
% Inhibicion % Inhibicion % Inhibicion
Concentracion
(mg/mL) Media = DS Actividad* Media+ DS Actividad* Media £+ DS Actividad*

1000.0 99 +7 + 87+3 + 80 +2 +
333.3 97+8 + 84 £2 + 86+ 5 +
111.1 98 +3 + 62 +3 ! 73+9 +
37.0 96+ 8 + 60 +5 ! 58+9 !
12.3 63 +21 - 56+3 - 58+ 13 -
4.1 38+15 - 58+2 - 50+7 -
1.4 24+5 - 56 +4 - 57 +13 !

.............. * (+) =POSITIVA con un % hemolisis > 50% (p < 0.05) Fuente: Datos Experimentales

............ (-) =NEGATIVA con un % hemolisis < 50% (p < 0.05)
AAAAAAAAAAAAAAAA DS = Desviacion estandar

Resultados interpretados como negativo porque a pesar de tener un % de inhibicion mayor de 50 %, no mostraron diferencia
significativa con la  prueba de Tukey.
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Tabla 7. Actividad inmunomoduladora de extractos de basidiomicetos sobre la via alterna del

complemento.
Laccaria amethystina
extracto acuoso extracto etandlico
%
Concentracién 7o Inhibicion Inhibicion
(mg/mL) Media = DS Actividad* Media + DS Actividad*
1000 92+1 + 99+ 6 +
3333 94+6 + 92 +4 +
111.1 86+4 - 87+5 -
37.0 74+7 ! 80+9 -
12.3 67+6 ! 73+3 !
4.11 3622 - 7343 -
1.4 37 20 - 80+ 5 -
(+) =POSITIVA con un % hemolisis > 50% (p < 0.05) Fuente: Datos Experimentales

............ (-) =NEGATIVA con un % hemolisis < 50% (p < 0.05)
................ DS = Desviacion estandar

Resultados interpretados como negativo porque a pesar de tener un % de inhibicion mayor de 50 %, no mostraron diferencia
significativa con la  prueba de Tukey.

Grafica 4. Efecto dosis respuesta del extracto acuoso del basidiomiceto Laccaria amethystina

sobre la via alterna del complemento.
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Grafica 5. Efecto dosis respuesta del extracto acuoso del basidiomiceto Armillariella polymyces

sobre la via alterna del complemento.
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Tabla 8. Actividad inmunomoduladora de extractos de basidiomicetos sobre la proliferacion de
linfocitos.

Pleurotus ostreatus Pleurotus ostreatus Cantharellus lateritius
extracto acuoso extracto etanolico extracto etandlico
Concentracion Yo Inhibicion % Inhibicion % Inhibicion
(ug/mL) Media = DS Actividad * Media £ DS Actividad* Media+ DS Actividad*
1000 38t 14 I+ 98 +3 I+ 119+13 I+
500 52t 14 I+ 808 I+ 119+13 I+
250 28+ 15 I+ 72 £ 11 I+ 9110 I+
125 28 £ 18 I+ 797 I+ 92+10 I+
62.5 20+ 18 - 78+ 13 I+ 81+ 11 I+
31.2 2718 I+ 65 £25 I+ 97 £8 I+
15.6 9+17 - 6619 I+ 94 12 I+
*Porcentaje de Inhibicion de 25-30 % = I+ Fuente: Datos experimentales

Porcentaje de Inhibicion de 31-100 % = I+
Porcentaje de Inhibicion de 101 - 200 % = I++
Porcentaje de Inhibicion mayor de 201= I+++
DS: Desviacion estandar.
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Como puede observarse en la tabla 8, los extractos acuoso y etanolico de Pleurotus
ostreatus y el extracto etanolico de Cantharellus lateritius mostraron actividad inhibitoria sobre
la proliferacion de linfocitos, pero no se observa un efecto de dosis respuesta, razon por la cual no

es posible calcular la concentracion inhibitoria media (Clsy).

Los basidiomicetos Laccaria amethystina y Armillariella polymyces, presentaron
actividad inhibitoria y efecto dosis respuesta y se les calculo la concentracion inhibitoria media
(Clsp) (Tabla 9), mientras que a pesar de que Cantharellus lateritius, Pleurotus ostreatus 'y
Lactarius deliciosus presentaron actividad inmunomoduladora, no se les calculd Clsy ya que su

efecto no fue dependiente de la dosis.

Tabla 9. Concentracion inhibitoria media (Clsp) de los extractos etanolicos y acuosos de

basidiomicetos que presentaron actividad inmunomoduladora.

Basidiomiceto Tipo de extracto Bioensayo Clsg
(ng/mL)

Laccaria amethystina Acuoso VCC 12
Laccaria amethystina Acuoso VAC 5
Laccaria amethystina Etandlico VAC -
Armillariella polymyces Acuoso VCC 14
Armillariella polymyces Etandlico VCC -
Armillariella polymyces Acuoso VAC 5
Armillariella polymyces Etanolico VAC -
Cantharellus lateritius Acuoso VCC -
Cantharellus lateritius Etandlico VCC -
Cantharellus lateritius Etandlico Linfoproliferacion -
Pleurotus ostreatus Etanolico VCC -
Pleurotus ostreatus Etanolico Linfoproliferacion -
Pleurotus ostreatus Acuoso Linfoproliferacion -
Lactarius deliciosus Acuoso VCC 0.04

*
Los resultados de actividad inmunomoduladora no presentan un efecto dosis-respuesta por lo cual no es posible calcular la concentracion

inhibitoria media.

VCC = Via del complemento clasica

VAC = Via del complemento alterna
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Se ha referido el uso de hongos comestibles con fines terapéuticos en paises asiaticos, y
como ejemplo de ello se puede mencionar Ganoderma lucidum, Lentinula edodes y Grifola
frondosa. Se ha reportado que los principales componentes biologicos presentes en
basidiomicetos que pueden ser utilizados como agentes terapéuticos son glucanos, polisacaridos
y triterpenos; los cuales pueden actuar sobre la inmunidad inespecifica y sobre la proliferacion

de linfocitos (6, 8, 19, 23).

Los principales mecanismos de defensa inmunitaria incluyen la activacion del
complemento y de los linfocitos T y B. Para la evaluacion de dichos mecanismos, se realizaron
tres bioensayos diferentes: actividad linfoproliferativa y activacion de la via clasica y via alterna
de complemento; utilizando extractos acuosos y etanolicos de los basidiomicetos incluidos en la
investigacion. Se calculo el porcentaje de recuperacion obteniéndose valores bastante bajos, esto
principalmente se debe a que los basidiomicetos estdn conformados por un alto porcentaje de

agua, el cual se perdi6 durante el proceso de desecacion.

La evaluacion del sistema de complemento se realizo con el ensayo descrito por Klerx et
al., que se basa en la hemolisis de los eritrocitos por el complejo de ataque a la membrana (CAM)

generado al activarse el complemento (35).

Los cinco basidiomicetos estudiados: Pleurotus ostreatus, Cantharellus lateritius,
Armillariella polymyces, Laccaria amethystina y Lactarius deliciosus presentaron actividad

inmunomoduladora inhibitoria (Tabla 1).

En el ensayo linfoproliferativo del presente estudio, fue encontrada actividad inhibitoria
en los extractos etanolico y acuoso de Pleurotus ostreatus y el extracto etandlico de Cantharellus
lateritius. En contraste no fue observada ninguna actividad en Lactarius deliciosus, Armillariella

polymyces y Laccaria amethystina (Tabla 1).

Asi mismo, los cinco basidiomicetos mostraron actividad inhibitoria sobre la activacion de

via del complemento. En lo que respecta a la via clasica, los extractos acuoso y etandlico de A.
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polymyces y C. lateritius y los extractos acuosos de L. amethystina y L. deliciosus presentaron
actividad inhibitoria (Tablas 4 y 5); sin embargo, solamente se observo efecto dosis respuesta
para los extractos acuosos de 4. polymyces, L. amethystina y L. deliciosus (Graficas 1, 2 y 3). Se
obtuvo una concentracion inhibitoria minima (CIM) de 111.1 pg/mL y un Clsy de 12 pg/mL
para L. amethystina, por lo cual a pesar de existir actividad dosis-respuesta, la concentracion de
extracto a la cual todavia presenta actividad inhibitoria, sobrepasa aproximadamente diez veces la
concentracion a la cual presenta el 50% de inhibicion (Clsg). De forma similar, para Armillariella
polymyces, en el ensayo de activacion de la via clasica, se obtuvo una concentracion inhibitoria
minima de 37.0 ug/mL y un Clso de 14 ug/mL y para L. deliciosus se obtuvo Clsy de 0.04
pg/mL y una CIM de 333.3 pg/mL. Para ambos hongos, a pesar de existir actividad y dosis-
respuesta, la concentracion de extracto a la cual todavia presenta actividad inhibitoria, sobrepasa
la concentracion a la cual hay 50% de inhibicion (Clsp) (Tabla 9).

En el caso de la via alterna del complemento, los extractos acuosos de Laccaria
amethystina 'y Armillariella polymyces exhibieron una actividad inhibitoria (Tablas 6 y 7),
obteniéndose una CIM de 333.33 pg/mL y 37.0 ug/mL, respectivamente; ambos mostraron un
efecto dosis respuesta (Graficas 4 y 5) y una Clsy de 5 pug/mL (Tabla 9). El extracto acuoso de

C. lateritius también mostro actividad inhibitoria, pero sin efecto dosis-respuesta.

Schepetkin y colaboradores encontraron una actividad estimuladora en macrofagos
peritoneales y células asesinas naturales por Pleurotus ostreatus (10), y en la presente
investigacion fue encontrada una accion de tipo inhibitorio para la poblacion linfocitica (Tabla 8).
Esto reafirma la influencia que presenta este basidiomiceto en la inmunomodulacion en diferentes
tipos de células inmunes, aunque queda por determinarse el tipo de compuestos responsables. En
los estudios mencionados se utilizaron porciones derivadas de proteoglicanos y en el presente
estudio se emplearon extractos crudos. Sin embargo, no se observa ninguna tendencia o un efecto

dosis-respuesta.

El extracto etandlico de Cantharellus lateritius presentd actividad inhibitoria sobre la
proliferacion de linfocitos sin observacion de efecto dosis-respuesta. Al no existir efecto dosis-
respuesta en las diferentes concentraciones de los extractos antes mencionados, no es posible

calcular un Clsp (Tabla 9), pudiendo inferir que no es segura su utilizacion como
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inmunomodulador; del mismo modo tampoco puede asegurarse que el extracto etandlico sea

mejor que el acuoso o viceversa.

Los resultados obtenidos, aunados al bajo porcentaje de recuperacion resultan en efectos
inmunomoduladores dificilmente aplicables, ya que se requieren elevadas cantidades de los
basidiomicetos estudiados para lograr un efecto considerable. Sin embargo, es probable que
mediante el aislamiento de los compuestos responsables de las actividades observadas, se puedan

obtener mejores resultados.
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X. CONCLUSIONES
. Los basidiomicetos Pleurotus ostreatus, Armillariella polymyces, Cantharellus lateritius,
Laccaria amethystina y Lactarius deliciosus presentan actividad inmunomoduladora

significativa (p < 0.05).

. Los extractos acuoso y etanolico del basidiomiceto Pleurotus ostreatus y el extracto
etandlico de Cantharellus lateritius, exhibieron actividad inhibitoria significativa

(p<0.05) de la linfoproliferacion sin efecto dosis-respuesta.

. Los extractos acuoso y etanolico de Armillariella polymyces mostraron actividad
inhibitoria significativa (p<0.05) sobre la accion del complemento tanto en la via clasica

como en la via alterna.

. Los extractos acuoso y etanolico de Cantharellus lateritius y los extractos acuosos de
Laccaria amethystina y Lactarius deliciosus exhibieron actividad inhibitoria significativa

(p<0.05) sobre la via clasica del sistema de complemento.

. Los extractos acuosos de Cantharellus lateritius y Laccaria amethystina mostraron

actividad inhibitoria significativa (p<0.05) sobre la via alterna del complemento.

. El extracto acuoso de Armillariella polymyces posee actividad inhibitoria sobre las via
clasica y alterna del complemento con efecto dosis-respuesta y una concentracion

inhibitoria minima de 37.0 ug/mL.

. El extracto acuoso de Laccaria amethystina posee actividad inhibitoria sobre la via clasica
del complemento con efecto dosis-respuesta y una concentracion inhibitoria minima de

111.1 pug/mL y sobre la via alterna con una concentracion inhibitoria minima de 333.33

pg/mL.

. El extracto acuoso de Lactarius deliciosus posee actividad inhibitoria sobre la via clasica
del complemento con efecto dosis-respuesta y una concentracion inhibitoria minima de

333.3 pug/mL.
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XI. RECOMENDACIONES

Realizar la busqueda de actividad inmunomoduladora sobre otros mecanismos y células

inmunes, tales como la respuesta inmune humoral, macrofagos y fagocitosis, entre otros.

Realizar los mismos bioensayos con compuestos aislados de los extractos de los hongos y

demostrar una mejor actividad inmunomoduladora.

Establecer controles celulares de los donantes de linfocitos, ya que es un factor que varia cada

vez que se realiza el bioensayo de linfoproliferacion.

Crear un pool de sueros y conservarlo bajo condiciones controladas para su uso periddico

como fuente de complemento en los ensayos hemoliticos.

Controlar las condiciones de cautiverio de los donantes animales, siguiendo los estandares

recomendados para bioterios.

Realizar los ensayos en condiciones ambientales similares durante todo el proceso

(temperatura y humedad).
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ANEXOS

Anexo 1: Fotografias de hongos comestibles captadas durante su recolecta.

Lactarius deliciosus. Cortesia de Roberto Céceres.

Cantharellus lateritius. Fuente: www.mushroomexpert.com




Anexo 2: Nombres comunes de los basidiomicetos comestibles estudiados.

Nombre cientifico

Nombre Comun

Localidad donde recibe

Xara Amarilla

ese nombre
Lactarius deliciosus | Amacaria Chipoton (Sumpango)
Cabeza de Xara Guatemala
Kaqix (Kaqchikel) Tecpan, Guatemala
Mancel (Chuj) San Mateo Ixtatan
Xara Guatemala, Salama, Coban,

Totonicapan
Chimaltenango

Cantharellus lateritius Anacate Mixco, Guatemala, Antigua,
Chimaltenango, Santa Cruz
del Quiché, Solola, Cuilapa,
Jalapa, Jutiapa.

Laccaria amethystina | Jolon Xar (Kaqchikel) Tecpan, Guatemala

Pawi' Xar (Kaqchikel)
Monja
Sombrerito
Pleurotus ostreatus Saq Itzaj (Mam) Todos Santos Cuchumatan
Armillariella polymyces Silip (Q'eqchi') Coban
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Fuente: Bran Gonzélez, MC. Hongos comestibles de Guatemala: diversidad, cultivo y nomenclatura vernacula. Direccién
General de Investigacion. Instituto de Investigaciones Quimicas y Bioldgicas. Universidad de San Carlos de Guatemala,

Enero 2002. 77p.



