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RESUMEN

El hongo Agaricus blazei Murill, es un macromiceto comestible utilizado en la cultura
oriental desde la antigliedad por sus propiedades fisiologicas. En el presente estudio se
busca ampliar los conocimientos sobre las moléculas bioactivas y actividades
bioldgicas de la seta.

A partir de una muestra de un hongo entero seco y molido de una cepa de A. blazei, se
evaluaron los pardmetros Optimos para el proceso de extraccién de componentes
bioactivos, los cuales fueron: agua como disolvente en proporcion 1:15 por 1 hora a
temperatura de ebullicién. Mediante métodos de espectrofotometria UV-VIS se
determinaron las concentraciones de los principales compuestos activos de 4 extractos,
destacandose T1, con las concentraciones: polifenoles 21,27 mg GAE/g, flavonoides
2,34 mg QE/g y polisacéridos 192,41 mg GLUC/g, tratamiento seleccionado para la
evaluacion de las actividades bioldgicas.

Se conoce que existe una estrecha relacién entre el metabolismo oxidativo, la respuesta
inmunitaria y el proceso de carcinogénesis, razon por la que se evaluaron tres de las
propiedades del hongo. Inicialmente la actividad antioxidante por ensayo de DPPH
con un consumo de 13,01 % de DPPH con 84,81 umol Trolox/g. La actividad
inmunomoduladora se cuantifico a través de la proliferacion celular de linfocitos
sanguineos, por la técnica colorimétrica MTT con ECsp igual a 0,30 mg/ml. Y la
actividad citotoxica se evalud a través de ensayos de MTT, para células HeLa (ATCC®
CCL-2TM) se obtuvo un ICso de 0,0024 mg/ml, y para MCF - 7 (ATCC® HTB-22™)
un I1Cso 0,0023 mg/ml. El andlisis de resultados evidencio que el extracto rico en

polisacaridos, polifenoles, flavonoides poseen las actividades bioldgicas en estudio.

Palabras clave: polifenoles, flavonoides  polisacaridos, antioxidante,

inmunomodulador, anticancerigeno.
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ABSTRACT

The Agaricus blazei Murill mushroom, is an edible macromycete used in the oriental
culture since ancient times for it’s physiological properties. The present study seeks to
expand knowledge on the bioactive molecules and biological activities of the
mushroom.

From a sample of a dry and ground whole fungus of a strain of A. blazei, the optimal
parameters for the extraction process of bioactive components were evaluated, What
were: water as solvent in a relation 1:15, during 1 hour at boiling temperature. Using
UV-VIS spectrophotometry methods, the concentrations of the main active
compounds of 4 extracts were determined, highlighting T1, concentrations:
polyphenols 21,27 mg GAE/g, flavonoids 2,34 mg QE/g and polysaccharides 192,41
mg GLUC/qg, treatment that was selected for the evaluation of biological activities.

It is known that there is a close relationship between oxidative metabolism, the immune
response and the carcinogenesis process, which is why the antioxidant,
immunomodulatory and cytotoxic properties of the ABM extract are evaluated. In the
case of antioxidant activity by the DPPH assay, it was identified that the aqueous
extract of ABM had the capacity to consume 13,01 % DPPH with 84,81 umol Trolox/g.
The immunomodulatory activity was quantified through the cell proliferation of blood
lymphocytes isolated by the MTT colorimetric technique with ECso equals to 0,30
mg/ml. For the cytotoxic activity the inhibition of cell growth in two cancer cell lines
was evaluated by MTT assay, for HelLa cells (ATCC® CCL-2TM) an ICso of 0,0024
mg/ml, and for MCF-7 cells (ATCC® HTB-22TM) an ICso 0,0023 mg/ml. The
analysis of results showed that the extract rich in polysaccharides, polyphenols,

flavonoids possess the biological activities under study.

Key  words: polyphenols,  flavonoids,  polysaccharides,  antioxidant,

immunomodulator, anticancer
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INTRODUCCION

El ritmo y condiciones de vida del mundo actual han llevado a las autoridades
sanitarias de todo el mundo a considerar el uso de alimentos funcionales y
nutracéuticos que promueven beneficios a la salud y contribuyen al tratamiento de

enfermedades cronicas (Figueiredo & Régis, 2017).

La medicina oriental se basa principalmente en la regulacion de la homeostasis del
organismo para encontrar una salud plena, sin embargo estos procesos se ven alterados
por la exposicion a ciertos factores ambientales estresantes, mala alimentacion,
patologias y acumulacion de radicales libres que llevan al estrés oxidativo, principal
causa de enfermedades cronicas y degenerativas como el cancer, enfermedad con altos
indices de muerte en la actualidad (Daba & Ezeronye, 2003). Segin Baena & Salinas
(2014) la dieta abarca hasta un 35 % de los factores de riesgo que conllevan su
desarrollo, lo que ha conducido a la busqueda de alimentos y sus componentes con un

alto potencial medicinal.

Existen diversos alimentos a los cuales se les ha atribuido propiedades terapéuticas, de
este grupo sobresalen las setas, las mismas que forman parte de la dieta humana desde
hace miles de afios hasta en las mas importantes civilizaciones especialmente del
continente asiatico, por sus propiedades y la enorme cantidad de moléculas con
actividades biologicas tanto en el micelio como en el cuerpo fructifero (Suérez
Arango & Nieto, 2013). Agaricus blazei contiene una amplia gama de compuestos
bioactivos con distintas actividades y propiedades destacdndose los B glucanos,
proteinas, compuestos enzimaticos, acidos grasos insaturados, fenoles, flavonoides y
terpenos, por ello para los cientificos es de suma importancia hallar los parametros de
extraccion para cada uno de sus metabolitos o su conjunto, para el desarrollo de
técnicas rentables y eficientes de aislamiento de compuestos bioactivos (Ma et al.,
2018).

Las moléculas antioxidantes naturales de A. blazei son los polifenoles y flavonoides,
los cuales son compuestos que por su naturaleza quimica mantienen el equilibrio
REDOX en los procesos celulares mediante la donacion de electrones para estabilizar
radicales libres (Carneiro et al., 2013, Sanchez, 2013). De igual manera se ha

encontrado que los polisacaridos presentes en los hongos influyen en el proceso de
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inmunomodulacion. Dichos polimeros pueden estimular el sistema inmunitario al
conectarse con receptores como Dectin, CR3, CD4, TLR mediante la induccién de la
proliferacion de macrofagos y células dendriticas (Abia Heras, 2015). Ademas se ha
descrito que estas moléculas poseen actividad antitumoral teniendo como mecanismo
principal la respuesta inmunitaria (Chatattiku & Choabchalard, 2013). Se ha
evidenciado que este hongo puede tener actividad antitumoral a través de la activacién
del sistema inmunitario del huésped y no Unicamente por citotoxicidad directa. Es por
ello que el sistema inmunitario y el desarrollo del cancer tienen una relacién directa,
debido a que la respuesta inmunitaria tiene la capacidad de destruir especificamente
células tumorales sin dafiar células y tejidos sanos, por lo que inhibe el crecimiento de
tumores malignos, misma propiedad empleada como fundamento para la
inmunoterapia oncoldgica (Velazquez, Lépez, & Quintana, 2017). Segun Daba &
Ezeronye (2003) este metabolito es compatible con la quimioterapia y la radioterapia,
por lo que ofrece altas esperanzas de vida para los pacientes de cancer y quienes
padecen enfermedades degenerativas o depresion del sistema inmunitario.

Patel & Goyal (2012), sugieren que el macromiceto acta como anticancerigeno
controlando la proliferacion de células malignas mediante la induccion de especies
reactivas de oxigeno, que conduce a la apoptosis de células malignas.

Por lo anteriormente mencionado y tomando en cuenta las caracteristicas y
propiedades que posee el ABM, las cuales brindan la oportunidad del desarrollo de
alimentos funcionales que ademéas de un alto potencial nutricional posean otras
propiedades bioldgicas que puedan ser estudiadas a profundidad, y que permitan en un
futuro desarrollar medicamentos alternativos con capacidad antioxidante,

anticancerigena, antitumoral e inmunopotenciadora.
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CAPITULO |

EL PROBLEMA

1.1 Tema

“Evaluacion de las actividades bioldgicas de compuestos bioactivos del hongo

Agaricus blazei”

1.2 Justificacion

En la actualidad los hongos son considerados muy importantes dentro de la industria
alimenticia por su alto contenido de minerales, aminoéacidos, fibra y baja cantidad de
calorias (Firenzuoli, Gori, & Lombardo, 2008), adicionalmente poseen una gran
variedad de biomoléculas con propiedades nutritivas y medicinales, dentro de las
cuales se han descrito compuestos fenolicos, polisacaridos, terpenos, proteinas y
esteroides (Orsine et al., 2012), su consumo es considerado beneficioso a la salud,
motivo por el cual han sido incluidos en la dieta desde tiempos inmemoriales
principalmente en paises orientales los cuales los han usado como alimento y como
parte importante de la medicina tradicional por mas de 2000 afios (Moradili,
Mostafavi, Ghods, & Hedjaroude, 2007), sin embargo en la ultima década se ha
incrementado su interés cientifico, convirtiéndolo en una fuente importante para el

desarrollo de nuevos productos en el ambito farmacéutico (Kalac, 2013).

Diversos estudios que han identificado y han dado a conocer los usos medicinales de
los hongos, dentro de los cuales se menciona su potencial como: antioxidantes,
antidiabéticos, antitumorales, inmunomoduladores, antialérgicos,
hipocolesterolémicos, antiinflamatorios, antibacterial y antiviral (Bederska-
Eojewska, Swiatkiewicz, & Muszynska, 2017). Asi mismo, es importante sefialar su
empleo en terapias contra el cancer en el que se destacan los hongos del género
Agaricus. Dentro de este género Agaricus Blazei Murill ha sido empleado

convencionalmente como un alimento saludable para la prevencién y tratamiento del
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cancer debido a sus propiedades inmunmoduladoras, anticancerigenas Yy
antimutagénicas (Delmanto et al., 2001), en esta especie se destaca el contenido de
polisacaridos, los cuales pudiesen tener una participacion importante en el tratamiento
y prevencion de algunas patologias y ha sido aprovechado en la industria alimenticia.
Si bien se ha mencionado su gran aporte nutritivo, el &mbito de mayor aplicacién de
esta especie es el medicinal, clinico y farmacéutico por su vasto espectro de actividades
bioldgicas, que se emplean en el tratamiento de enfermedades oncolégicas, algunos de
tipos de esclerosis, en las hiperlipemias, control de diabetes, coadyuvante en el
tratamiento de virus como el VIH y la estimulacion del sistema inmunitario (Dang et
al., 2013). Existen otras biomoléculas importantes como los &cidos fendlicos, los
cuales influyen en la actividad antiinflamatoria, antimicrobiana, antitumoral y se
destacan por su actividad antioxidante especificamente en la reduccién de especies
reactivas del oxigeno dentro del organismo tras su ingesta, actividad que deriva en
reducir el riesgo de muchas enfermedades incidentes en la actualidad como
enfermedades cardiovasculares, enfermedades degenerativas y oncoldgicas (Kumar
D., Arya, Kaur, Ali Bhat, & Gupta, 2012).

Segun estadisticas de la Organizacion Panamericana de Salud (OPS) y la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), el cancer constituye una de las principales causas de
muerte y morbilidad alrededor del mundo, en el afio 2012 se reportaron 14,1 millones
de nuevos casos de cancer, 8,2 millones de muertes por esta causa, para el afio 2016
aumentaron a 9 millones de muertes, sin embargo estas alarmantes cifras se estima
incrementaran para el afio 2030 hasta mas de 22 millones de nuevos casos Yy

4 millones de muertes (Bray, Jemal, Grey, Ferlay, & Forman, 2011).

En la mujer las enfermedades oncoldgicas de mas alta incidencia son el cancer de
mama (CaMa) y el cancer cervicouterino (CaCu). Se estima que en el mundo mas de
un millén de mujeres padecen de CaCu, de los cuales se ha proyectado que en 10 afios
se podran incrementar hasta un 25 % (Broutet, 2014). Segun el Ministerio de Salud
Publica del Ecuador (MSP) CaMa tiene incidencia de 23,5 por cada 100000 mujeres
de 20 a 59 afios, habiéndose reportado para el afio 2016, 638 muertes por este tipo de

cancer en el Ecuador.

El presente estudio esta enfocado en el analisis de Agaricus blazei como una fuente

importante de biomoléculas que sean capaces de estimular el sistema inmunitario, asi
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como inhibir la proliferacion de células cancerigenas en modelos in vitro, tomando en
cuenta la alta incidencia y las tasas elevadas de mortalidad ocasionadas por el cancer,
en gran parte inducido por la constante exposicion del hombre a numerosos agentes
toxicos o mutagénicos fisicos, quimicos y bioldgicos que pueden conducir al desarrollo
de dicha enfermedad (Bellini et al., 2006).

Por lo antes expuesto y tomando en consideracion la importancia de la busqueda de
nuevas fuentes alternativas para el tratamiento del cancer, aunado a que la magnitud
de los efectos bioldgicos del extracto difiere de su fuente y proceso de extraccion
(Hetland et al., 2008), un mayor conocimiento de los hongos aportaria informacion
valiosa de su utilizacion en el area médica como tratamiento para esta fatal enfermedad
y de esta manera reducir los niveles de incidencia de cancer de diversa indole, tomando
en consideracion estudios previos en los cuales se ha estudiado en vivo e in vitro en
ciertos tipos de cancer como el cancer de mama (Gu & Leonard, 2006; Standish et
al., 2008; Yang et al., 2011), leucemia linfocitica aguda (Akiyama et al., 2011 &
Jeong et al., 2011), leucemia mieloide aguda (J Kim et al., 2004), sin embargo es
necesario incrementar el nimero de investigaciones que tomen en consideracion no
solo diferentes lineas celulares como modelo cancerigeno, sino que incluyan otros
posibles efectos inmunomoduladores y especificos para otro tipo de patologias (Patel
& Goyal, 2012) para asi incrementar la evidencia cientifica de la efectividad de dichos
compuestos en el tratamiento de enfermedades humanas (Money, 2016).

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Evaluar las actividades bioldgicas de compuestos bioactivos del hongo Agaricus

blazei.



1.3.2 Objetivos Especificos

Determinar las condiciones éptimas del proceso de extraccion de compuestos bioactivos de

Agaricus blazei.

Cuantificar el contenido de polifenoles totales, flavonoides y polisacaridos del extracto.

Evaluar la actividad antioxidante, inmunomoduladora, y citotéxica de los compuestos

bioactivos del basidiomicete.



CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes investigativos

Se estima que el Reino Fungi consiste en 1,5 millones de especies de las cuales solo
se han descrito 70 000, de ellas 650 tienen propiedades farmacoldgicas (Blackwell,
2011). Dentro de este amplio grupo sobresalen los basidiomicetos (macromicetos) con
prometedores actividades bioldgicas, debido a una vasta gama de metabolitos
secundarios que actian como sustancias inmunomoduladoras, antitumorales,

citostaticos, antivirales, antimicrobianos y mas (Weis & Wasser, 1999).

Dentro de este amplio reino estan los hongos comestibles que en diversas regiones del
mundo son altamente consumidos por sus elevadas propiedades nutricionales y
medicinales especialmente en el continente asiatico, sin embargo, su popularidad los
ha llevado a difundirse mundialmente. Dentro de este grupo sobresale el shitake
(Lentinula edodes) empleado en sus inicios en la medicina tradicional asiatica como
tonico para contrarrestar dolores, enfermedades del corazon, enfermedades
pulmonares y lombrices intestinales (Money, 2016), Ganoderma lucidum, otro hongo
importante posee beneficios amplios para tratar el cancer, diabetes, convulsiones y
problemas cardiovasculares (Wachtel-Galor, Yuen, Buswell, & Benzie, 2011),
Hericium erinaceus conocido como melena de ledn se destaca por su utilizacion para
el tratamiento y prevencion de enfermedades neurodegenerativas (Ma et al., 2010), y
Agaricus blazei por sus propiedades anticancerigenas, antimutagénicas e

inmunoestimulantes (Delmanto et al., 2001).



2.1.1 Agaricus blazei Murill (ABM)

2.1.1.1 Historia y nomenclatura

Este hongo en sus inicios fue cultivado en América de Norte y descubierto por primera
vez en Florida, Estados Unidos en el afio 1944, con cultivos desde Florida hasta el sur
de California (Fukuda, Ohno, & Kato, 2003), sin embargo su habitat natural esta en
Brasil, en el area de Piedade en Séo Paulo. En 1960 Takatoshi Furomoto investigador
y observador noto0 la baja incidencia de enfermedades graves en adultos en esta region
por el consumo de dicho hongo y lo importd a Japon en 1965. En 1967 el botanico
Heinemann lo identifico6 como Agaricus blazei Murill (ABM) (T. Mizuno, 1995),
estudiando asi sus propiedades medicinales, posteriormente se expandio su consumo
hacia otros paises, en los afios 90 Corea, China, Taiwan y Estados Unidos empezaron
a producirlo de manera comercial (Therkelsen, Hetland, Lyberg, Lygren, &
Johnson, 2016) .

Es conocido tradicionalmente en Brasil como Cogmelo de Deus, "Seta de Dios",
Cogmelo do Sol, "Seta del sol", hongo de la almendra, en Japon como Himematsutake,
Kawarihiratake o como Agarikusutake, en China como Ji Song Rong (Tilmanis,
2010), también se le conoce como Agaricus brasiliensis (Kerrigan, 2005) ademas
nuevos datos indican que este hongo puede ser bioldgica y filogenéticamente la misma

especie Agaricus subfrufescens Peck de América del Norte (Firenzuoli et al., 2008).

2.1.1.2 Taxonomia

Es un hongo perteneciente a la division de los Basidiomycetes caracteristico por su
gran tamafio y produccion de basidios con basidiosporas (Lima, Gris, &
Karnikowski, 2016), de la familia Agaricaceae, orden Agaricales, cabe recalcar que
de las 918 especies de esta familia Gnicamente un reducido nimero ha sido evaluado
por sus aplicaciones en el ambito nutricional y medicinal, adicionalmente al pertenecer

al género Agaricus tiene la caracteristica de ser un hongo saprofito (Didukh, Wasser,



& Nevo, 2003; Geml, Geiser, & Royse, 2004). En la tabla 1 se puede observar la

clasificacion sistematica del hongo.

Tabla 1

Clasificacion sistematica de A. blazei

Clasificacion Descripcion

Reino Fungi

Division Basidiomycota

Clase Homobasidiomycetes
Orden Agaricales

Familia Agaricaceae

Género Agaricus

Especie blazei

Fuente: (Alave, 2008)

2.1.1.3 Caracteristicas morfoldgicas

Dentro de sus caracteristicas morfologicas se destacan 2 partes principales, el pilei
(sombrero) que corresponde al cuerpo fructifero con la lamela y las esporas; y el
estipite (pie) siendo este la parte inferior de la fruta formado por las hifas (Zied, Pardo,
Tomaz, Miasaki, & Pardo-Giménez, 2017). El sombrero o gorro color marrén oro
tiene una forma semiglobosa y truncada en la parte superior con un diametro entre
5a 11 cm, con pequefias escamas blancas de aproximadamente 3 mm que sobresalen
del mismo, cabe mencionar que durante sus etapas de madurez el gorro cambia su
estructura, en su fase inmadura el gorro esté cerrado y en su fase madura el mismo se
abre. El pie se va estrechando en la unién con el sombrero, con un didmetro de
1 a3 cmyuna longitud de 4 a 13 cm con una base bulbosa de color blanco (Figura 1)
(Cunha, Pardo, Pardo, & Teixeira, 2012). Su usual forma de reproduccion es la
sexual mediante esporas, posee basidios de tipo tetrasporico en forma de lanza, con
basidiosporas lisas de color marron chocolate con dimensiones de 5 por 10 pm

(Firenzuoli et al., 2008; Wisitrassameewong et al., 2012). Crecen en una variedad



de hébitats, regiones geograficas desde tropicos hasta regiones boreales, desde prados
alpinos hasta costas arenosas y bosques de coniferas (Geml et al., 2004).

(€

Figura 1. Fotografias del hongo Agaricus blazei. (A) hongo entero y fresco previo a
su cultivo, (B) setas secas, (C) setas secas y molidas. Fuente: (Tilmanis, 2010)

2.1.1.4 Composicién quimica:

Quimicamente el macromiceto estd conformado en su mayoria por agua,
aproximadamente el 90 %, mientras que su composicion en materia seca se distribuye
en: proteinas 40 - 45 %, carbohidratos 38 - 45 %, fibra 6 - 8 % y grasa 3 - 4 %. Ademas
posee pequefias cantidades de sales, metales, minerales como potasio, fosforo, calcio,
zinc, magnesio, cadmio, vitaminas Bi, Bz y ergosterol (precursor de la vitamina Dz)
(Firenzuoli et al., 2008; Gyorfi, Gedsel, & Janos, 2010; T. Mizuno, 1995)

2.1.2 Compuestos bioactivos de A. blazei

La seta también conocida como hongo del sol, tiene una abundante cantidad de
polisacaridos, ademas contiene otros compuestos bioactivos como compuestos
fendlicos, esteroides, tocoferoles, terpenos, derivados de acido benzoico, &cido
oxalico, péptidos, proteinas, alcaloides y quininas (Carvajal et al., 2012 & Lima et
al., 2016).



La concentracion de estos compuestos puede tener muchas variantes considerando la
cepa, el cultivo, la etapa de desarrollo del hongo, las condiciones de almacenamiento
y conservacion (Mishra et al., 2013), pero sobretodo el método de extraccion que
puede ir desde extraccion con disolventes como agua, alcohol, éter o compuestos
alcalinos hasta procedimientos mas especificos como columnas cromatogréficas,
Extraccion Asistida por Microondas (MAE ) o Extraccion Ultrasonica Asistida (UAE)
(Z.-Y. Zhu et al., 2016).

2.1.2.1 Polisacéaridos

Los polisacaridos son los principales componentes bioactivos de los hongos, cuya
actividad biologica varia en dependencia de sus monosacarido, su peso molecular, el
tipo y grado de ramificacion (Zhang et al., 2018), en su estructura posee glucosa,
galactosa, xilosa, manosa, fucosa, arabinosa, trehalosa, manitol (Valverde,

Hernandez-Pérez, & Paredes-Ldpez, 2015)

Sin embargo el grupo mas representativo de estos polimeros son los B — glucanos que
corresponden a carbohidratos de alto peso molecular presentes de manera natural en
las paredes celulares de hongos, bacterias, levaduras, en algunos cereales plantas y
algas (Rahar, Swami, Nagpal, Nagpal, & Singh, 2011), este polisacéarido esta
formado por monémeros de D— glucosa, unidos por enlaces glucosidicos beta, su
estructura difiere de su origen variando el grado de ramificacion y los tipos de enlace
entre los monomeros. En el caso de los hongos, los f — glucanos en su mayoria estan
conformados por una cadena principal lineal con enlaces B (1 — 3) y con
ramificaciones de tipo B (1 — 6), estructura que se puede observar en la Figura 2 (Abia
Heras, 2015).



Enlace
H
’ 0 B-(1-6)-D-glucosa

H,C

OH OH O
OH OH HO

[-(1-3)-D-glucosa B-(1-3)-D-glucosa B-(1-3)-D-glucosa

Figura 2. Estructura de B-glucanos en hongos. Monomeros de glucosa unidos por
enlaces beta. Fuente: (Volman, Ramakers, & Plat, 2008)

Actividad bioldgica de polisacaridos de AbM

Estos polisacaridos brindan la oportunidad de descubrir nuevos agentes terapéuticos
con beneficios a la salud del hombre, actuando como inmonomoduladores,
anticancerigenos, cardioprotectores, hepatoprotectores, y antimicrobianos. (Khan,
Gani, Khanday, & Masoodi, 2017). Una alta cantidad de estudios han demostrado
que esta molécula ha tenido actividades bioldgicas: en la reduccion de crecimiento
tumoral (Fukuda et al., 2003; Gonzaga, Ricardo, Heatley, & Soares, 2005; Kaneno
etal., 2004; 1. S. Kang et al., 2015; Xu, Yasuda, Mizuno, & Ashida, 2012; Ziliotto,
Pinheiro, Barbisan, & Rodrigues, 2009), actividad como antibacteriano (Hetland et
al., 2008) efectos inmunoestimulantes (Alzamora et al., 2007; Chan, WK, & Sze,
2009; Humberto et al., 1999; Kaneno et al., 2004; Kimura, Kido, Takaku,
Sumiyoshi, & Baba, 2004; Liu & Sun, 2011; M. Mizuno, Morimoto, Minato, &
Tsuchida, 1998; Sui et al., 2010; Tang et al., 2014), potencial antigenotoxico (Bellini
et al., 2006; R. Delmanto et al., 2001), y capacidad antioxidante (Ishii et al., 2011;
Muller, Gnoyke, Popken, & Bohm, 2010).

Los polisacaridos de las setas en estudio poseen una actividad antitumoral al activar la
respuesta inmunitaria del huésped mas no atacan las células cancerigenas directamente

(Therkelsen et al., 2016). Los B — glucanos extraidos de hongos o levaduras a
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diferencia de los contenidos en cereales, tienen la capacidad de regular el sistema
inmunitario estimulando receptores de membrana de células dendriticas, células M,
enterocitos y mejorando la actividad fagocitica de macrdfagos o la actividad
antimicrobiana de neutrofilos y células mononucleares mediante la secrecion de
citoquinas proinflamatorias y quimioquinas en una mayor proporcion (Pizarro C,
Ronco M, & Gotteland R, 2014; Wang, Zhang, Li, & Zeng, 2004; Xu et al., 2012),
es decir mejoran la respuesta inmunitaria innata y mediada por células (Khan et al.,
2017).

Pueden activar directamente los leucocitos, actividades fagociticas, citotdxicas y
antimicrobianas, en Japdn Lentinan es un - (1/3) -D-glucano en las paredes celulares
de las masas de hifas que forman la fruta shitake (Wang et al., 2004), un hongo
perteneciente a la misma familia de Agaricus fue aprobado para el tratamiento clinico
del cancer gastrico (Du, Lin, Bian, & Xu, 2015).

En el caso de accion a la presencia de beta glucanos en el organismo, se produce el
reconocimiento por el receptor de membrana Dectin -1, Receptor 3 de complemento
(CR3) y otros. Para Dectin — 1 los B — glucanos particulados son mas fuertes que los
solubles (Sahasrabudhe & Dokter-Fokkens, 2016). Después de su ingestion y
liberacion en la médula dsea esta sustancia es reconocida por células con CRS3,
monocitos granulocitos o macrofagos dicha unién produce respuesta inmunitaria:
secrecion de citoquinas o fagocitosis. Sin embargo, Dectin — 1 es el principal receptor
del polisacarido influenciando en el Sl innato y se expresa en células dendriticas,
eosinofilos, monacitos, asi como en linfocitos T y B (Kanjan, Sahasrabudhe, de
Haan, & de Vos, 2017)

Esta sustancia extrafia activa tanto al sistema inmunitario innato como al adaptativo,
en la activacion del Sl innato se genera fagocitosis y produccién de citoquinas, en
mayor proporcion TNFa (factor de necrosis tumoral) activando la secrecion de
interleuquinas, incrementando la liberacion de NO y aumentando las
inmunoglobulinas y la produccion de células T y B (Mizuno & Nishitani, 2013). La
activacion del sistema inmunitario adaptativo se da por el reconocimiento de  —
glucanos por las células presentadoras de antigenos y por linfocitos los cuales
reaccionan con MHC Il (Complejo de Histocompatibilidad 1) y la consecuente

secrecion de citoquinas que activan las células B, y macrofagos (Pérez-Guisado,
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2007). En estudios realizados se ha demostrado que los B - glucanos son un regulador
inmunitario para los receptores TLR2 y TLR4 (Kanjan et al., 2017). En la Figura 3

se esquematiza la accién del Sistema Inmunitario en contacto con los polisacaridos.

Digieren a los b-glucanos
en moléculas mas pequeiias

| Primera linea de defensa ,

m——
anticuerpo- patdgeno

> ;ﬁ,\neutréﬁlu Miscrélage

7

fagocitos T e N L o)
— ) . ¥ O @ )
Anticuerpos se unen a Receptores en su superficie

se unen al complemento

® la molécula, se forma
-;“ proteina de complemento

= ' - para atraer a las células
* del sistema inmune.

Se elimina la sustancia
extrana por fagocitosis.

Figura 3. Principio de accién de f3- glucanos en el sistema inmunoldgico. Una vez
ingerido los polisacaridos llegan al intestino delgado y de alli pasan a los 6rganos del
sistema inmunoldgico en donde son digeridos para formar moléculas mas pequefias las
que son reconocidas como patdgenos en donde el sistema inmunitario y adaptativo
actlan para eliminarlas. Fuente: (Abbas, Lichtman, & Pillai, 2015; Pizarro C et al.,
2014).

2.1.2.2 Compuestos fendlicos

También denominados polifenoles son compuestos aromaticos hidroxilados (Figura 4)
formado por uno o méas grupos hidroxilo y anillos aromaticos que representan un
extenso grupo de metabolitos secundarios con estructuras quimicas y actividades
diferentes, no son comunes en bacterias hongos y algas debido a los escasos esqueletos
hidroxilados de estos grupos al compararlo con las plantas en donde los compuestos
fenolicos son metabolitos esenciales para su crecimiento y reproduccion (Ferreira &
Barros, 2009; Maria et al., 2007).
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Figura 4. Estructura de polifenoles hidrobenzoicos. Formada por unidades fendlicas
metiladas o esterificadas. Fuente: (Ferreira & Barros, 2009).

Los polifenoles se clasifican y subclasifican dependiendo su nimero de anillos
fendlicos y los elementos estructurales asociados a este, destacan: &cidos fendlicos,
lignanos, estibenos, flavonoides y alcoholes fendlicos.(Quifiones, Miguel, &
Aleixandre, 2012).

En los hongos los acidos fendlicos representan el porcentaje mas alto de compuestos

fenolicos (Karaman, Jovin, Malbasa, Matavuly, & Popovic, 2010).

Actividad bioldgica de compuestos fendlicos de AbM

En los hongos se ha evidenciado la presencia de acido galico, acido protocatéquico, y
acido p-hidroxibenzoico a los que se le atribuyen propiedades antioxidantes,

antibacterianas, antivirales, y antiinflamatorias (Ferreira & Barros, 2009).

Una carga elevada de especies reactivas de oxigeno en el organismo puede generar una
iniciacion tumoral, los antioxidantes como los polifenoles en la etapa temprana de
desarrollo del cancer pueden evitar el dafio oxidativo al ADN por dichas especies
(Granado, 2010).

Es por ello que su actividad més importante radica en la actividad antioxidante,
mediante varios mecanismos. El primero se basa en la donacién de electrones para

neutralizar las especies reactivas de oxigeno ROS (ion oxigeno, radicales libres y
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peroxidos), el segundo mecanismo se basa en la capacidad de quelar los metales
generados por las especies reactivas del oxigeno (Bederska-Lojewska et al., 2017), y
por Gltimo mediante la modulacion de las enzimas relacionadas con el estrés oxidativo
en las células (Granado, 2010). En la Figura 5 se esquematiza como los polifenoles
con su capacidad antioxidante y antitumoral pueden inferir en distintas etapas del
proceso del cancer, ya sea inhibiendo la activacion metabdlica de los pro carcindgenos

0 su posterior interaccién con el ADN.
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Figura 5. Meétodo de polifenoles de bloqueo o supresion en diferentes etapas de
carcinogénesis. Fuente: (Surh, 2003).

La subclase méas abundante de los polifenoles son los flavonoides, estas moléculas de
peso molecular bajo estan constituidas por un esqueleto difenilpirano y dos anillos
fenilo unidos por un anillo de pirano heterociclico como se observa en la Figura 6.

Estos a su vez se subclasifican de acuerdo al nimero y posicion de grupos hidroxilo y
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pueden ser flavonas, isoflavonas, antocianidinas y flavanoles (Manach, Scalbert,
Morand, Rémésy, & Jiménez, 2004).

Este compuesto en el organismo acta como una sustancia tampon, capaz de capturar
radicales libres formando el radical flavinico el cual es menos reactivo, debido a que

los electrones desapareados estan mas deslocalizados (Quifiones et al., 2012).

Figura 6. Estructura bésica de flavonoides. Anillos aromaticos unidos por una
cadena carbonatada. Fuente: (Manach et al., 2004).

2.1.2.3 Relacion del cancer con ABM

La OMS define al cancer como “Un proceso de crecimiento y diseminacion
incontrolados de células que pueden aparecer en cualquier parte del cuerpo”,
provocado por modificaciones en los genes encargados de controlar el crecimiento,
division y otras funciones celulares. Existen mas de 100 tipos de cancer en base al
lugar donde se localizan. El cancer de cuello de utero o cervicouterino es una
enfermedad provocada por la formacion de células malignas en los tejidos del cuello
uterino, como el cancer de mama que es provocada por celulas cancerosas que
diseminan en los tejidos de la mama (Instituto Nacional del Cancer, 2017).

Los alimentos funcionales son una gran alternativa para contrarrestar enfermedades
oncologicas, se especula que los polisacaridos de hongos previenen el cancer y pueden

tratar este tipo de enfermedad, estudios realizados por Tang et al. (2014) sugieren que
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extractos de Agaricus llegan a ser citotdxicos para las células tumorales e inhiben el

crecimiento de células cancerigenas humanas.

La mayoria de los compuestos antitumorales en hongos se atribuyen generalmente a
sus polisacaridos (Yamanaka et al., 2012), se cree que un fitocomplejo de sus hidratos
de carbono es el responsable de sus propiedades inmunoestimulantes y antitumorales.
Smith, Rowan, & Sullivan, (2002) indican que la actividad anticancerigena puede
actuar por dos vias, bien por la accion directa sobre las células malignas o mediada por
el sistema inmunitario. En cuanto a su mecanismo citotoxico directo
Shimizu et al. (2016) propone que A. blazei induce la propiedad tumoricida por el
mecanismo apoptotico en las células cancerosas sin embargo el modo de accion del
hongo es poco conocido. En relacion a la actividad inmunomoduladora se considera a
los interferones como posibles agentes anticancerosos por su capacidad anti
proliferativa, citotoxica, y su eficacia para activar células del sistema inmunitario como

los linfocitos (Firenzuoli et al., 2008).

2.2 Hipdtesis

La concentracion de compuestos bioactivos incide en las actividades bioldgicas de A.

blazei.

2.2.1 Hipotesis Nula (Ho)

La concentracion de compuestos bioactivos no incide en las actividades bioldgicas de
A. blazei.

2.2.2 Hipotesis Alternativa (Hz)

La concentracion de compuestos bioactivos incide en las actividades bioldgicas de A.

blazei.
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2.3 Seflalamiento de variables de la hipédtesis

2.3.1 Variable Independiente

Concentracidn de compuestos bioactivos

2.3.2 Variable Dependiente

Actividades biologicas de A. blazei
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CAPITULO IlII

MATERIAL Y METODOS

3.1 Material

Reactivos

Agua destilada estéril, Etanol 96% (C2HsOH), Fenol (CsHsO), Acido sulfirico
(H2S04), Glucosa anhidra (CeH120¢), Folin-Ciocalteu’s phenol reagent (Merck,
Alemania), Carbonato de sodio (CNa»0s) (Merck, USA), Acido galico monohidratado
(C6H2(OH)3COOH.H20) (Fisher Scientific, USA), Cloruro de aluminio (AICl53),
Acetato de sodio (NaC:Hs0), Quercetina, DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo)
(Sigma- Aldrich, USA), Metanol (CH3OH) (Scharlab SL, Espafa), Trolox (Sigma-
Aldrich, Alemania), Methyl Green (Sigma Aldrich 198080-10G), CellROX®
Oxidative Stress Reagents (Life Technologies), Paraformaldehido 4%, Triton 100X,
DMSO (Invitrogen ™), SDS (Invitrogen ™), Aqueous Mounting (Ultra Cruz).

Material de cultivo celular

Histopaque® -1077 (Sigma- Aldrich, Alemania), azul tripdn (Invitrogen), PBS 1X,
FBS (Gibco ™), RPMI Roswell Park Memorial Institute (Gibco ™), Antibidtico
penicilina/estreptomicina, MTT bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il0)-2,5-
difeniltetrazolio, sal de tetrazolio (Invitrogen ™), Tripsina-EDTA 0,25% (Gibco ™),
DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium (Gibco ™)
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Material de laboratorio

Balones de aforo 10, 25, 100 ml, pipeta serolégica 5ml, tubos de vidrio de 10ml con
tapa, vasos de precipitacion 25, 50, 100 ml, platos de aluminio, matraces de 250 ml,
gradilla plastica, agitadores magnéticos. pipeta pasteur, microplacas 96 pocillos fondo
plano 400ul, microplacas 96 pocillos fondo redondo 200 pl, pipetas descartables 5, 10
y 25 ml, tubos EDTA (Vacuette ®), Jeringuilla 1, 5 y 10 ml, tubos conicos para
centrifuga Falcon 15, 50 ml, pipeta multicanal, micropipetas, puntas estériles para
micropipetas, tubos eppendorf 0,5, 1y 2 ml, filtro 0,22 micras (Thermofisher).

Equipos

Balanza analitica (Ohaus, México), plancha de calentamiento (Fisher Scientific, USA),
Rota evaporador (IKA RU8, USA), equipo de filtracidn al vacio, balanza de humedad
(Mettler Toledo, Espafia), espectrofotometro UV-VIS (HACH DR 5000, Germany),
vortex (Labnet, USA),espectrofotdbmetro UV-VIS para micro placas (accuSkan GO
UV/VIS Microplate Fisher Scientific, Finlandia), espectrofotometro IR (JASCO IR/
FT 3200), lector de micro placas (Victor X3, PerkinElmer), centrifuga (Hettich
Zentrifugen, Alemania), Bafio Maria (IKA, USA) Céamara de flujo (Thermo Fisher,
USA), Incubadora de CO> (Panasonic, Japon), Microscopio optico (SCOPE, USA),
camara de Neubauer, microscopio de fluorescencia Leica DMi8 (Leica Microsystems,

Alemania).

3.2 Métodos

3.2.1 Extraccion de compuestos bioactivos de Agaricus blazei

Se realizaron los estudios a partir del cuerpo fructifero seco y molido de Agaricus
blazei, adquirido como producto de una marca comercial, de un cultivo en Tabacundo,

provincia de Pichincha. La presentacion de la muestra no implico riesgo alguno de
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contaminacion al ser un producto seco y mantuvo de esta manera sus cualidades y

propiedades durante los ensayos.

Para la determinacion de las condiciones Optimas de extraccion con la mayor
concentracion de compuestos bioactivos, se evalu6 el tiempo de extraccion y el tipo de
disolvente manteniendo constante la proporcion materia-disolvente de 1/15, y
temperatura de ebullicién en base a datos de investigaciones anteriores (Camelini et
al., 2005; Carbonero et al., 2012; Y. W. Kim, Kim, Choi, & Lee, 2005).

En la Tabla 2 se muestran las condiciones de los 4 tratamientos en estudio para extraer

la mayor cantidad de compuestos bioactivos de Agaricus blazei.

Tabla 2

Condiciones de extraccion de compuestos activos de A. blazei

Variable Temperatura  Materia/  Tiempo

Tratamiento (°C) Disolvente  (min) Disolvente
Tl 100 1/15 60 Agua destilada
T2 100 1/15 120 Agua destilada
T3 100 1/15 60 Agua:Etanol (50 % v/v)
T4 100 1/15 120 Agua:Etanol (50 % v/v)

Para cada uno de los tratamientos se pesaron 10 g de hongo seco en polvo en una
balanza analitica (Ohaus, México), a los tratamientos 1 y 2 se mezclaron con 150 ml
de agua destilada, mientras que a los tratamientos 3 y 4 se los mezclaron con 150 ml
de una solucion agua etanol (50 % v/v) dentro de matraces de 250 ml. A estos se los
sometié a calor en una plancha de calentamiento (Fisher Scientific, USA) con una
temperatura interior de 100 °C + 5 °C, a los tratamientos 1 y 3 por 1 hora y a los

tratamientos 2 y 4 por dos horas.
Transcurrido el tiempo se filtraron al vacio para eliminar los residuos sélidos, y se

obtuvieron 4 soluciones liquidas, T1 y T2 con un disolvente acuoso y T3 y T4 con

disolvente etandlico.
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De las soluciones con etanol fue necesaria su eliminacion para evitar que intervengan
en los préximos analisis de cuantificacion de sus compuestos.

Este proceso se lo realiz6 colocando la muestra en un balén de 200 ml en un rota
evaporador (IKA RU8, USA), con una temperatura de 60 °C, y una rotacion de
100 rpm hasta la eliminacion del alcohol contenido en la muestra por aproximadamente

15 minutos.

3.2.2 Caracterizacion de compuestos bioactivos de ABM

3.2.2.1 Determinacion de solidos totales

Para determinar los solidos totales en las muestras, se midi6 el porcentaje de humedad
con una balanza de infrarrojo (Mettler Toledo, Espafa), una vez encendida la balanza
se colocd un plato de aluminio para medicion y se tar6 el peso de la misma, se
colocaron 3 g de muestra de cada uno de los tratamientos y por triplicado se midié la
humedad. Por diferencia se determind el porcentaje de sdlidos totales como lo muestra

la Ecuacién 1.

% SOLIDOS TOTALES = 100 — % HUMEDAD [Ec.1]

3.2.2.2 Cuantificacion de fenoles totales: Método Folin — Ciocalteu en microplato

El método se fundamenta en la reduccion del reactivo de Folin por los compuestos
fendlicos que llevan a la formacién de un complejo azulado capaz de ser detectado por
un espectrofotometro a una longitud de onda de 750 - 760 nm (Carvajal de Pabon et
al., 2011). En un pH basico los compuestos fendlicos reaccionaron con el wolframato
sodico y molibdato sodico en acido fosforico contenidos en el reactivo de Folin, esto
provocd el viraje de su caracteristico color amarillo a un color azul intenso, por la
reduccion de W y Mo®* a W% y Mo®* (Garcia, Fernandez, & Fuentes, 2015). Se
empled el método de Al-Duais, Muller, V, & G (2009) y Muller, Gnoyke, Popken,
& Bohm (2010) con modificaciones de Bobo-Garcia et al. ( 2015).
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En una placa de 96 pocillos de fondo plano de 400 ul se adicionaron 20 ul de cada
solucion diluida en proporcién 1:40 de los extractos T1, T2, T3 y T4 de manera
individual y de las soluciones estandar, a cada uno de estos se afiadieron 100 ul de
Folin-Ciocalteu’s phenol reagent (Merck, Alemania) en proporcion 1:4 y se agito por
60 segundos, se dejo en reposo por 240 segundos, transcurrido el tiempo se adicionaron
75 ul de una solucion de carbonato de sodio 100 g/l (Merck, USA) y nuevamente se
agito la placa por 60 s, se incubd a temperatura ambiente por 2 horas, y se midio su
absorbancia a 750 nm en un espectrofotometro para micro placas (accuSkan GO
UV/VIS Microplate Fisher Scientific, Finlandia) y se procesaron los datos con la ayuda
del software Skanit Software 4.1 for Microplate Readers.

Las soluciones estandar utilizadas para la elaboracion de la curva de calibracion se
realizaron en concentraciones de 10, 20, 50, 100 y 200 mg/L de &cido galico (Fisher
Scientific, USA).

3.2.2.3 Cuantificacion del contenido total de flavonoides: Ensayo colorimétrico

de cloruro de aluminio en microplato

La determinacion de la cantidad de flavonoides fue posible debido a la propiedad del
compuesto de formar complejos estables con el cation aluminio en una solucion de
metanol, intensificando la absorcion con un desplazamiento de longitudes de onda
mayores detectadas a 415 nm en un lector de micro placas. Se empled el método
establecido por Chatattikun, M, Choabchalard (2013) y Sandip, Shreewardhan,
Sandeephan, Abhay, & Debjani (2014) con modificaciones de Sembiring, Elya, &
Sauriasari (2018).

En una placa de 96 pocillos de fondo plano de 400 ul se colocaron 50 ul de los extractos
de los 4 tratamientos previamente diluidos en una relacion 1:40 en etanol 96 %,
soluciones estdndar de quercetina a diferentes concentraciones diluidos en etanol y
como blanco etanol al 96 %, sobre esto se colocaron 10 pl de cloruro de aluminio al
10 % y sobre esta 150 pl de etanol al 96 %, seguido de 10 ul acetato de sodio 1 mol/l,
a esta mezcla se la dejo en incubacion a temperatura ambiente por 40 minutos
protegido de la luz. Finalizada la incubacién se midio la absorbancia a 415 nm en un

espectrofotdmetro lector de micro placas (accuSkan GO UV/VIS Microplate Fisher
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Scientific, Finlandia) con ayuda del software Skanit Software 4.1 for Microplate

Readers.

La reaccién se provoco debido a que el cloruro de aluminio formé complejos acido
labiles con los grupos hidroxilo en el anillo de los flavonoides (Sembiring et al.,
2018). La curva de calibracion se realizd con concentraciones equivalentes de

quercetina en concentraciones de 30, 40, 50, 60 y 100 pg QE/ml.

3.2.2.4 Cuantificacion de polisacaridos: Método fenol — sulfurico

Para la cuantificacion de los polisacaridos en el extracto se aplicé el método
fenol — sulfurico establecido inicialmente por Taylor (1995), para la cuantificacién de
carbohidratos totales con modificaciones, para el ensayo se prepard una disolucién al
1 % de los extractos acuosos y etandlicos de A.blazei, en tubos de ensayo de 10 ml con
rosca, se agregd 1ml de la solucion a cada tubo, 1 ml de fenol 5 % v/v y 5 ml de H.S04
concentrado, se sometid a una agitacion vigorosa en un Vortex Mixer (Labnet, USA),
generando una reaccion exotérmica con un compuesto idoneo para ser leido por
triplicado en un espectrofotometro UV-VIS a 490 nm (As)(HACH DR 5000,
Alemania), en una cubeta de cuarzo de 3ml. Previamente bajo las mismas condiciones
de lectura se elabor6 una curva de calibracion con soluciones estandar de glucosa con

5 diferentes concentraciones: 10, 40, 60, 80 y 100 pg/ml.

3.2.2.5 Espectroscopia IR

Para la obtencidn de informacion de la composicion del extracto con la concentracion
mas alta de moléculas bioactivas mediante el analisis de los grupos funcionales se

empled espectroscopia IR por transformada de Fourier. (FTIR)

Previo al analisis de la muestra se limpio el cristal de Seleniuro de Zinc del ATR
(Attenuated Total Reflection) de un espectrofotémetro IR (JASCO IR/ FT 3200) con

alcohol antiséptico y se elimind el fondo con la ayuda del software Spectra Analysis
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Jasco, posteriormente con la ayuda de una pipeta Pasteur se colocé una gota de la
muestra y se observo el espectro con el software mencionado, con un intervalo de

frecuencia de barrido de 580 a 4150 nm.

3.2.3 Evaluacion de las actividades bioldgicas de los compuestos bioactivos de A.

blazei

3.2.3.1 Evaluacion de la actividad antioxidante: DPPH Método en microplaca

El método se baso en el procedimiento establecido por Brand-Williams, Cuvelier, &
Berset (1995). Se disolvieron 1,15 mg de DPPH (Sigma- Aldrich, USA) en 100 ml de
metanol (Scharlab SL, Espafia) al 80 % y se aford a 100 ml con el mismo disolvente
para la solucion de DPPH. En una placa de 96 pocillos de fondo plano con capacidad
de 400 ul primero se afiadieron para el blanco, y el blanco reactivo 20 pl de agua y
para la muestra 20 pl de cada tratamiento diluido en agua/etanol (50:50), sobre el
blanco se agregaron 180 pl de metanol al 80 % mientras que para el blanco reactivo y
las muestras se afiadieron 180 pl de DPPH en el menor tiempo posible, se realiz6 una
agitacion media y se incub6 en oscuridad por 40 minutos. Después de la reaccion se
midid la absorbancia a 515 nm en un lector de micro placas (accuSkan GO UV/VIS
Microplate Fisher Scientific, Finlandia) con el software Skanit Software 4.1 for
Microplate Readers. Para la curva de calibracion se emple6 como solucion estandar de
Trolox (Sigma- Aldrich, Alemania) en concentraciones de 50, 100, 200 y 400 pumol/l.

Para determinar el porcentaje de inhibicion de DPPH se aplico la Ecuacion 2.

A bS muestra

% Inhibicién de DPPH = (1 — ( ) x 100  [Ec.2]

Absblanco reactivo

Previo a la evaluacion inmunomoduladora y citotoxica de ABM fue necesario
resuspender al tratamiento 1 en una solucion de buffer debido a que el medio acuoso

lisa las células eucariotas al ser aplicado directamente, para ello se eliminé el agua de
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T1 mediante evaporacion en un rota evaporador (IKA RUS8, USA), con una
temperatura de 60 ° C y 100 rpm y se resuspendié en PBS 1X (Gibco TM).

3.2.3.2 Evaluacion de la actividad inmunomoduladora: Ensayo de viabilidad

celular en linfocitos de sangre periférica humana

Aislamiento de linfocitos: El aislamiento de linfocitos se realizé mediante separacion
por gradientes de densidad empleando Histopaque® -1077 (Sigma- Aldrich) para la
segregacion de las células sanguineas aplicando la metodologia de la casa comercial
del producto Sigma-Aldrich (2002) e indicaciones complementarias de
Alzamora et al. (2007) y Juarez Vazquez, Josabad, & Castro (2013)

Se recolectaron 10 ml de sangre periférica humana de un paciente sano, y se los colocé
en tubos de 4 ml con EDTA (Vacuette ®) con una suave agitacion para evitar la

coagulacién de la sangre.

El volumen de 10 ml de sangre se mezclaron con 10 ml de PBS 1X (Gibco TM) para
formar una solucion menos densa dentro de un tubo FALCON de 50 ml. Alavez en 4
tubos FALCON de 15 ml se colocaron sin tocar las paredes 5 ml de Histopaque® -
1077, y sobre estos con mucho cuidado se vertieron 5ml de sangre diluida en PBS 1X
en proporcion 1:1, evitando que se mezclen ambas fases. A los cuatro tubos se los
centrifugd por 30 minutos a 1500 rpm para separar por densidad las células
mononucleares, en cada tubo se observé la formacion de 4 fases, en la parte inferior
del tubo precipitaron las celulas de mayor densidad sobre esta capa se suspendieron
restos del reactivo y después un halo opaco con las células mononucleares, y en la

parte superior de un color amarillento se separo el plasma sanguineo

Después de la centrifugacion se separaron 4 fases: el precipitado estaba compuesto por
las células mas densas los granulocitos de 1,087 - 1,092 g/ml y eritrocitos 1,092 a
1,093 g/ml en color rojo, sobre esta el reactivo Hystopaque con una densidad de
1,077 g/ml, en color marron se observé un pequefio halo con las células mononucleares
monocitos y linfocitos con una densidad en poco superior a 1,077 g/ml y finalmente la
fase menos densa el plasma 1,025 a 1,029 g/ml. Se separ6 el halo con los linfocitos y

se resupendieron en PBS 1X para realizar dos lavados con centrifugacion de
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10 minutos a 1200 rpm. Al eliminar las células o particulas no deseadas se resuspendid
a las células en medio RPMI 1640 (Gibco ™) con glutamina, rojo fenol y enriquecido

con FBS 10 % y P/S 1 %. El procedimiento se resume en la Figura 7 a continuacion.
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Histopaque® -1077
Histopaque@ -1077 e
Entrocitos, BE r PBs

granulocitos a2
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Figura 7. Diagrama de aislamiento de linfocitos con Histopaque® -1077.
(Hidalgo, 2018).

Del volumen resuspendido se tomaron 50 pl que se mezclaron con 50 pl de azul tripan
diluido (Invitrogen), en un eppendorf, para ser observados y contabilizados en la cAmara

de Neubauer.

Crecimiento de células en micro placa de 96 pocillos 200 ul: Una vez determinada
la densidad celular se sembré una placa de 96 pocillos con una concentracion de 1x10°
células por pozo y se la dejo en incubacion por 72 horas en incubadora (Panasonic,
USA), de CO2 15 %, 37 ° C y atmosfera himeda para que proliferen y se adhieran a la

superficie de la placa.
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Preparacion y aplicacion de tratamientos: Al igual que en la determinacion de la
actividad citotdxica se emple6 el ensayo de MTT para verificar la proliferacion celular,
por ello transcurridas las 72 horas se aplicaron las diluciones seriadas de 1x10* a
1x107 de manera descendente del extracto de ABM suspendido en PBS previamente

esterilizado por filtracién con micro filtro de 0,22 um (Thermofisher),

Método colorimétrico MTT: Después de la exposicion de los linfocitos a los
tratamientos con el hongo se realizé el mismo procedimiento descrito en el método

colorimétrico de la actividad citotoxica.

Coloracion de Methyl Green para Linfocitos: Con el fin de evidenciar la morfologia
celular se subcultivaron linfocitos obtenidos por aislamiento con Histopaque® -1077
(Sigma Aldrich) en una placa de 6 pocillos con medio RPMI 1640 (Gibco ™)
suplementado con 10 % FBS (Gibco ™), 100 upg/ml penicilina y 100 U/ml
estreptomicina a 37 °C, 5 % de CO; y atmdsfera himeda por 24 horas sobre cubre
objetos, transcurridas las 24 horas se aplico el tratamiento en una concentracion 5 mg
en 2 ml por 48 horas. Para el control se realiz6 el mismo procedimiento sin la adicion
del tratamiento, seguidamente se fijaron con Paraformaldehido al 4 % por 15 minutos
a temperatura ambiente, se lavd con PBS 1X vy se tifieron con Methyl Green (Sigma
Aldrich 198080-10G) al 2 % diluido en agua destilada.

3.2.3.3 Evaluacion de actividad citotoxica: Método colorimétrico MTT en lineas
celulares de cancer.

Para detectar la accion citotoxica del extracto de Agaricus blazei en células
cancerigenas se empled el ensayo de MTT, mediante la cuantificacion de la
proliferacion celular, el ensayo se basé en la reduccion del MTT (bromuro de 3 - (4,5
— dimetiltiazol — 2 - il) - 2,5 - difeniltetrazolio), una sal de tetrazolio (amarilla) soluble
en agua en un formazano insoluble (azul), cambio producido por la actividad de la

succinato deshidrogenasa mitocondrial de las células vivas que para ser detectados a
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una longitud de onda de 570 nm requieren disolverse en un disolvente orgénico
(Berridge & Tan, 1993; Van Meerloo, Kaspers, & Cloos, 2011).

El ensayo consta principalmente de: la siembra y crecimiento de células en microplacas
de 96 pocillos, la aplicacién de tratamientos y la reacciéon con MTT. La metodologia
se baso en las especificaciones de la casa comercial del producto y protocolos de
Vaikundamoorthy, Krishnamoorthy, Vilwanathan, & Rajendran (2018) y
Sathishkumar et al. (2015) con modificaciones.

Descongelacion de células: Se descongelaron 2 tipos de lineas celulares de cancer:
células HeLa (ATCC® CCL-2™), y células MCF - 7 (ATCC® HTB-22™), las cuales
se conservaban en FBS (Gibco ™) con DMSO (Invitrogen ™) al 10% en un criovial

dentro de una atmdsfera de nitrégeno liquido con una temperatura de -196<C.

Para el proceso de descongelacion se resuspendieron a las células de cada linea celular
individualmente en 5 ml de medio DMEM (Gibco ™) suplementado con
FBS (Gibco ™) 5 % y 1 % antibidtico P/S, a 37<C dentro de un tubo cdnico para
centrifuga (Falcon ™), el mismo que se centrifugd a 500 rpm durante 5 minutos, se
elimind el sobrenadante y nuevamente se resuspendio el botdn celular obtenido en
medio DMEM, completando un volumen aproximado de 12 ml se transfirieron las
células a una frasca de 75 ml para que las células puedan crecer adheridas al fondo de
la misma por 48 horas dentro de una Incubadora (Panasonic, USA), con una atmdsfera
himeda, 5 % de CO2 y una temperatura de 37 C.

Recuperacion y crecimiento de células en placa de 96 pocillos: A las células de
HelLa y de MCF - 7 se las sometieron a un proceso de tripsinizacion para desprender
las células de cada frasca, para ello se agregaron 3 - 4 ml de Tripsina EDTA 0,25 %
con rojo fenol (Gibco ™), se incubaron por 5 min, se agregaron inmediatamente de 6
a 8 ml de medio DMEM vy se centrifugaron bajo las condiciones mencionadas

anteriormente, se recogieron los pellets y a cada uno se resuspendi6 en 3 ml de medio.

Para determinar el ndmero de células viables se emple6 el método de

Louis & Siegel, (2011), de cada suspension celular se tomaron 50 ul y se mezclaron
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con 50 pl de azul tripan (Invitrogen), de la mezcla se tomd 10 ul para cargar cada pozo
del hemocitdmetro y se contabilizé por triplicado el numero de células viables (células
no tefiidas del colorante azul) en el microscopio optico (SCOPE, USA)con el objetivo
40x.

Una vez conocida la cantidad de células por mililitro de cada suspension celular, se
cargaron 100 pl con una proporcion de 1x10%células en cada pozo de las micro placas
de 96 pocillos con la ayuda de una micropipeta multicanal. Se dejaron las placas con
cada tipo celular en incubacion por 24 horas bajo las mismas condiciones mencionadas

para que se adhieran a la superficie de la placa.

Preparacion y aplicacion de tratamientos: Para eliminar sustancias extrafias y
esterilizar el extracto de ABM diluido en PBS 1X, se difundio a través de un filtro
estéril de 0,22 um (Thermofisher), ejerciendo presion con una jeringa de 5 ml. Una
vez estéril se realizaron diluciones seriadas de 1x107! a 1x10!, empleando como
disolvente medio DMEM suplementado. Se elimina el medio de las placas de 96
pocillos manteniendo adheridas las células, se realizaron 2 lavados con PBS y se
afadieron los tratamientos de ABM previamente diluidos a partir de la segunda
columna con un volumen de 100 ul por pocillo, mientras que en la primera columna
se coloc6 como control negativo 100 ul de medio DMEM suplementado. Con los

tratamientos afiadidos se dejaron las placas en incubacion por 48 horas.

Método colorimétrico MTT: Tras la incubacién de células y aplicacion de
tratamientos se aplic6 MTT (Invitrogen ™), para determinar cuantitativamente la

proliferacion celular.

Inicialmente se retird el medio con los tratamientos de ambas placas y se las lavo por
duplicado con PBS 1X para eliminar interferencias durante la lectura de resultados. Se
diluyeron 5 mg de MTT (Invitrogen ™) en 1 ml de PBS 1X, y se agregaron 10 ml de
medio DMEM suplementado y sin rojo fenol, de esta solucién se afiadié en cada
pocillo de la placa de HeLa y MCF - 7 110 ul y se las dejé incubar por 4 horas, una
vez transcurrido el tiempo se agregaron 100 pl de SDS (Invitrogen ™) 10 % - HCI

0,01 %, nuevamente se incubaron las microplacas toda la noche y al dia siguiente en
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un lector de microplacas (Perkin Elmer Victor X3), se determind su absorbancia a
570 nm.

3.2.3.4 Pruebas Inmunocitoquimicas

Para la expresion de ROS se subcultivaron 5x10° células HeLa (ATCC® CCL-2™),
células MCF7 (ATCC® HTB-22™) y linfocitos aislados de sangre periférica humana,
por pozo en placa de 6 pocillos con medio DMEM para HeLa, MCF-7, RPMI para
linfocitos, suplementados con 10 % FBS, 100 pg/ml Penicilina y 100 U/ml
estreptomicina a 37 °C, 5 % de CO> en atmosfera himeda sobre cubre objetos; una vez
transcurrido el tiempo de incubacidn de 24 horas se aplicé el tratamiento en diferentes
concentraciones, durante 48 horas. Para el control se realizd el mismo procedimiento
sin la adicion del tratamiento, seguidamente se fijaron con Paraformaldehido al 4 %
por 15 minutos a temperatura ambiente, se lavaron 2 veces con PBS 1X y se
permeabilizaron con una solucién de TRITON 100X. (Buffer 1X PBS 20mM Glicina
0,5 % Triton 100X) se empled la técnica inmunocitoquimica para el marcaje de ROS
mediante el kit CellROX® Oxidative Stress Reagents (Life Technologies). Con una
concentracion final de 5 pmol/l, se incubd durante 30 minutos a 37 °C y se lavo con
PBS 1X transcurrido el tiempo de incubacidn, posteriormente se secaron y fueron
montadas sobre un portaobjetos con Aqueous Mounting (Ultra Cruz). Para su
visualizacion se empled un microscopio de fluorescencia Leica DMi8 (Leica
Microsystems, Alemania) empleando los filtros DAPI (358-461 nm) y GFP
(475-509 nm) con una magnificacion de 630X.

Las imagenes microscopicas se capturaron en fotografias digitales a través del software
Leica Application Suite (LAS X) y se cuantifico la intensidad de la fluorescencia de
células positivas a través de un valor que se obtiene en relacion a los pixeles de la

fotografia y los que son considerados positivos.
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3.3 Disefio experimental

Para la determinacion de las condiciones dptimas de extraccion se aplicé un disefio
factorial 22, siendo los 2 factores de estudio tiempo de extraccion y tipo de disolvente.
Adicionalmente se empled el programa Instat y Prisma Graphpad Version 6, para
realizar un analisis de varianza (ANOVA) entre los diferentes tratamientos aplicados
con Post Test de Tukey, se consideré como nivel de confianza un 95 % y significativo
todo valor p < 0,05.

Para el analisis de la actividad inmunomoduladora se emple6 ECso (Mitad de la
Concentracién Efectiva Maxima) y para la actividad citotoxica se emple6 ICso (Mitad

de la Concentracion Inhibitoria Méaxima) con el software Prisma Graphpad Versién 6.

Para el analisis estadistico de la Inmunocitoquimica se cuantifico la intensidad para
cell ROX y los resultados se presentaron como promedio + 1 desviacion estandar y se

realizo el andlisis estadistico comparando Control vs. Tratamiento.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Anélisis y discusion de los resultados

4.1.1 Caracterizacién de compuestos bioactivos de A. blazei

Una vez obtenidos los extractos acuosos e hidroetandlicos del hongo Agaricus blazei
en el cual se aplicaron 4 métodos diferentes de extraccion denominados con las siglas
T1 a T4 (Tabla 2) y previo a la cuantificacién de los compuestos bioactivos se
determind la humedad y solidos totales. Los ensayos para cada uno de los extractos se

realizaron por triplicado.

La Tabla 3 muestra los porcentajes correspondientes a solidos totales para los cuatro

tratamientos.

Tabla 3
Porcentaje de solidos totales

%ST

Tratamiento X) DS
T1 3,63 0,15
T2 5,71 0,02
T3 15,24 0,22
T4 22,60 0,22

El promedio del porcentaje de solidos totales se representa como % ST, junto con su respectiva
desviacion estandar DS.

En la Tabla 3 se evidencia menor cantidad de sélidos totales en T1y T2 por lo que los
extractos estdn menos concentrados que los extractos T3y T4 de los cuales se elimind

por evaporacion el etanol del medio de extraccion.

Para la caracterizacion de los extractos se tomo en cuenta tres de las moléculas
descritas con mayor actividad bioldgica: los fenoles totales, los flavonoides y los
polisacaridos, aplicando  protocolos con  UV-VIS  por triplicado.
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La determinacién de la concentracion de fenoles totales por el método de Folin —
Ciocalteu se calculd a partir de la ecuacion de regresion lineal de una curva de
calibracién con acido galico en concentraciones en un intervalo de 10 a 200 mg/I
(Anexo B). Mientras que la determinacion de la cantidad de flavonoides presentes en
los extractos se realiz por el método colorimétrico de cloruro de aluminio, al igual
que las otras biomoléculas se determin6 su concentracion partiendo de la ecuacién de
regresion lineal de una curva de calibracion con quercetina en un intervalo de 30 a 100
mg/ml (Anexo C). Se cuantificd la concentracion de polisacaridos por el Método Fenol
Sulfdrico, la determinacién de su concentracion se realizé a partir de la ecuacion de
regresion lineal con una curva de calibracion elaborada a partir de estandares de
glucosa con concentraciones en un rango de 20 a 100 pg/ml (Anexo D). Cabe
mencionar que para analisis posteriores se estandarizaron todas las concentraciones de
las moléculas bioactivas a una sola unidad de expresién, en mg/g de materia seca

mediante la relacion con el porcentaje de sélidos totales (Anexo E).

En la Tabla 4 se muestran las medias de las concentraciones halladas para cada uno de

los compuestos bioactivos de los 4 tratamientos aplicados.

Tabla 4

Concentracion de compuestos bioactivos

Compuestos Tratamientos X DS
Bioactivos

Fenoles Totales T1 21,27 0,28
(mg GAE / g) T2 16,67 0,06
T3 14,84 0,19
T4 16,23 0,02
Flavonoides T1 2,34 0,11
(mg QE / g) T2 2,21 0,07
T3 1,50 0,04
T4 1,85 0,01
Polisacaridos T1 192,41 0,53
mg GLUC / g T2 133,38 0,33
T3 82,09 0,73
T4 59,73 0,53

Contiene las medias (X) y desviacion estandar (DS) de las concentraciones en mg/g de materia
seca de los 3 componentes bioactivos evaluados en los extractos de A. blazei: fenoles totales,
flavonoides y polisacéridos, para los 4 tratamientos cuyos valores resaltados son los de mas
alta concentracion en cada grupo.
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Se encontrd una mayor cantidad de polisacéaridos en todos los procesos de extraccion
mientras que los flavonoides se encontraron en menor proporcién en los 4 tratamientos,
en cuanto a los hidratos de carbono es importante sefialar que la mayor concentracion
se registré en T1 con un valor de 192,41 + 0,53 mg GLUC/g, al igual que las otras dos
moléculas, en fenoles totales una concentracion de 21,27 + 0,28 mg GAE/g y en
flavonoides una media de 2,34 £ 0,11 mg QE/g.

Se compararon los valores de la concentracion de polifenoles en los tratamientos
analizados con investigaciones previas bajo diferentes condiciones de extraccion y en
otras especies de hongos, en donde se observa que los valores obtenidos en el estudio
son similares a otro tipo de extracciones. Cabe destacar el trabajo de Boonsong,
Klaypradit, & Wilaipun (2016) quien analiz6 el contenido de polifenoles de Shitake,
un hongo ampliamente estudiado, en la extraccion acuosa se obtuvo una concentracion
de 36,19 mg GAE/g un valor mas elevado que los encontrados en el presente estudio
de 21,27 y 16,67 GAE/g, en el caso de la extraccion con etanol al 50 % una
concentracion de 24,25 mg GAE/g en comparacién a las concentraciones obtenidas de
14,84 y 16,23 GAE/g. Estudios a partir de la misma especie A. blazei como los de
Ferreira & Barros (2009) obtuvieron concentraciones inferiores de 8,95 mg GAE/g,
mientras que Carneiro et al. (2013) y A. Carvajal, Koehnlein, Soares, Eler, &
Nakashima, (2012) obtuvieron valores superiores de concentracion de polifenoles,
31,98 mg GAE/g y 20.00 mg GAE/g respectivamente. Las variaciones considerables se
pudieron haber generado por distintos factores especialmente por las condiciones de
extraccion, purificacion, cuantificacion, sin dejar de lado la fuente del material

fungico.

En cuanto a la cantidad de flavonoides de los extractos con los tratamientos aplicados
se obtuvieron valores de 2,34 y 2,21 mg QE/g para extractos acuosos y 1,50 y
1,85 mg QE/g para extractos con etanol (50 %). Como en el caso de polifenoles se
comparé con estudios previos con valores cercanos a los encontrados, en este caso la
extraccion en disolventes acuosos brinda un mayor porcentaje de la molécula en la
muestra en relacién a disolventes como el etanol. A. Carvajal, Koehnlein, Soares,
Eler, & Nakashima, ( 2012) hallé6 un valor de 1,8 mg QE/g en extractos
hidroalcohdlicos al igual que en el ensayo realizado. Boonsong, Klaypradit, &
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Wilaipun, (2016) para Lentinus edodes en agua caliente obtuvo una concentracion de
3,75 mg QE/g y en etanol 50 % 1,64 mg QE/qg.

El metabolito con mayor concentracion al ser parte constitutiva de los hongos fueron
los polisacaridos con concentraciones entre 50 y 200 mg/g, con mayores
concentraciones en extracciones con agua caliente que extracciones etandlicas 50 %.
En el caso de las cuantificaciones de polisacaridos de ABM realizadas por Jia et al.
(2013) se hallaron concentraciones elevadas de carbohidratos debido a que se
cuantificaron sustancias concentradas de polisacaridos a partir de procesos de
purificacidn, no extractos semipuros, con un valor de 452,50 mg/g para una extraccion
con agua caliente cuantificado por el método fenol-sulfarico valores ain mayores se
evidenciaron en experimentaciones realizadas por Liu & Sun, (2011), Wu, Cui,
Zhang, & Li, (2012) y Ferreira & Barros, (2009) con concnetraciones de 934 mg/g,
946 mg/g y 949 mg/g en extractos puros de polisacaridos de ABM respectivamente.
Sin embargo Carvajal et al., (2012) obtuvo valores dentro del rango hallado enla
presente evaluacion 121,20 mg/g para extraccion hidroetandlica y Gonzaga, Ricardo,
Heatley, & Soares, (2005) obtuvo una concentracion en agua caliente inicamente de
47 mglg.

Para la comparaciéon de las concentraciones por moléculas en cada tratamiento, a
continuacion, se muestran las figuras obtenidas a través del analisis de varianza con
Post Test de Tukey, tomando en cuenta un nivel de confianza del 95 % y se considerd

significativo todo valor p < 0,05.
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Figura 8. Comparacién de la concentracion de compuestos bioactivos. La Figura
contiene las concentraciones de los extractos de ABM para los 4 tratamientos
aplicados: (A) Fenoles Totales expresado en mg GAE/qg, cuantificado por el método
Folin — Ciocalteu en microplato, (B) Flavonoides por el método colorimétrico de
cloruro de aluminio en microplato expresado en mg QE/g, (C) Polisacaridos por el
método fenol-sulfurico expresado en mg GLUC/qg.

En la Figura 8, panel A se observa la concentracion de fenoles totales para cada uno
de los tratamientos, encontrdndose diferencias significativas p > 0,001 entre T1 vs T2
T3Y T4 yentre T3y T4. En el panel B se expresa la concentracion de flavonoides
para los 4 tratamientos, se evidencio diferencias significativas p > 0,001 entre de T1

con T3, T4, deT2 con T3, T4y finalmente T3 con T4. En el apartado C se expresa la
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concentracion de polisacéridos, hallandose diferencias significativas p > 0,001 entre
T1 con todos los demas tratamientos, T2 con T3y T4,y T3 con T4.

4.1.2 Optimizacion del proceso de extraccion de componentes bioactivos de A.

blazei

Para la optimizacion del proceso de extraccion de los metabolitos secundarios de A.
blazei con actividad bioldgica se evalu un disefio factorial 2", especificamente 22, los
factores analizados fueron: FACTOR A el tiempo con nivel bajo (-) 60 min y nivel
alto (+) 120 min y FACTOR B: disolvente con nivel bajo (-) agua, y nivel alto (+)
agua:etanol 50%. A través de diagrama de Pareto estandarizado y diagrama de
superficie de respuesta estimada se analizaron los dos factores con sus dos niveles en

las figuras a continuacion para cada uno de los componentes bioactivos de ABM.
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Figura 9. Analisis de los factores 6ptimos para el proceso de extraccion de fenoles
totales de A. blazei. (A) Diagrama de Pareto estandarizado para Fenoles Totales, en
donde A corresponde al tiempo, B simboliza el disolvente y AB representa la
interaccion tiempo y disolvente de la extraccion. (B) Superficie de respuesta estimada
compara en 2 niveles los 2 factores analizados Tiempo (60 y 120 min) y Disolvente
(Agua, Etanol 50 %) en base a la concentracion de fenoles totales (polifenoles), ademas
contiene el coeficiente de correlacion (**) y la ecuacion del modelo ajustado para
fenoles totales (***).

El diagrama de Pareto estandarizado a partir de la tabla ANOVA de fenoles totales

(Anexo F, Tabla F1) de la Figura 9, panel A indica una diferencia significativa,

p < 0,05 con un 95 % de confianza entre los factores de extraccion: tiempo (60 min,

120 min), y disolvente (Agua, Etanol 50 %) y su interaccion, asi como una diferencia

significativa entre los niveles de los factores en andlisis en relacion a la concentracion

de polifenoles de los extractos, cuyo grafico de superficie de respuesta estimada
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(Figura 9B) corrobora que los niveles bajos 60 minutos en tiempo de extraccion y agua
como disolvente son los que dan mejores resultados para extraccion de fenoles totales

del macromiceto.
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Figura 10. Analisis de los factores optimos para el proceso de extraccién de
flavonoides de A. blazei. (A) Diagrama de Pareto estandarizada para Flavonoides, en
donde A corresponde al tiempo, B simboliza el disolvente y AB representa la
interaccion tiempo y disolvente de la extraccion. (B) Superficie de respuesta estimada
compara en 2 niveles los 2 factores analizados Tiempo (60 y 120 min) y Disolvente
(Agua, Etanol 50%) en base a la concentracion de flavonoides, ademas contiene el

coeficiente de correlacion (**) y la ecuacion del modelo ajustado para flavonoides
(***).

El diagrama de Pareto estandarizado para flavonoides muestra diferencia significativa,
p < 0,05 con un 95 % de confianza entre los factores tiempo y disolvente de extraccion

(Anexo F, Tabla F2) asi como su interaccion, demostrando que el disolvente con mayor
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influencia sobre la cantidad de flavonoides es el agua mientras que el factor tiempo
influye de manera negativa, asi como la interaccion de sus factores y se puede observar
en el diagrama de superficie de respuesta como 60 minutos y disolvente agua son los

niveles que se destacan para la extraccion.

Generalmente para extraccion de compuestos fenolicos polifenoles y flavonoides se
emplean soluciones acuosas de acetona, metanol o etanol (Pilar-Rojas & Martimez,
2014), sin embargo la polaridad del agua también permite la extraccion de este tipo de
moléculas. Paladino & Zuritz,(2011) asegura que el agua tiene la capacidad de extraer
con mayor eficiencia en relacion a soluciones de acetonas una mayor concentracion de
compuestos fendlicos, la influencia del disolvente es crucial asi como la eleccion del
tiempo de extraccion que varia en respecto al disolvente y la fuente.
Ferreira & Barros (2009) menciona que pese a que un tratamiento térmico puede
influenciar en las propiedades de los polifenoles, el incremento de temperatura puede
lograr que estos metabolitos puedan liberarse de su materia prima de una forma mas

eficaz.
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Figura 11. Analisis de los factores optimos para el proceso de extraccién de
polisacaridos de A. blazei. (A)Diagrama de Pareto estandarizada para Carbohidratos
totales (polisacaridos), en donde A corresponde al tiempo, B simboliza el disolvente y
AB representa la interaccion tiempo y disolvente de la extraccion. (B) Superficie de
respuesta estimada compara en 2 niveles los 2 factores analizados Tiempo (60 y 120
min) y Disolvente (Agua, Etanol 50%) en base a la concentracion de polisacaridos,
ademas contiene el coeficiente de correlacion (**) y la ecuacién del modelo ajustado
para polisacaridos (***).

Segun el Diagrama de Pareto a partir de tabla de analisis de varianza para polisacaridos
(Anexo F, Tabla F3), existio una diferencia significativa p < 0,05 y 95% de confianza
entre los factores tiempo, disolvente e interaccion tiempo disolvente, Pareto y
Superficie de respuesta estimada evidencian que el nivel (-), de ambos factores son los
que dieron mejores resultados para concentracion de carbohidratos en los extractos.
Varios autores (Carbonero et al., 2012; Jaecheol Kim, Lee, Hwang, & Yoo, 2004;
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Y. W. Kim et al., 2005; Santos-Neves et al., 2008) establecen que el agua es el mejor
disolvente para extraccion de polisacaridos de hongos, caracteristica atribuible a la

naturaleza hidrofilica de los glucanos.

A Superficie de Respuesta Estimada

Deseabilidad

0 70 80 90 190

Tiempo

0 Disolvente

Optimizar Deseabilidad
Valor 6ptimo = 0,986484
Factor Bajo |Alto |Optimo

Tiempo 60,0 {120,0 [60,0

(min)
Disolvente 0,0 |50,0 |0,0
(% etanol)

Respuesta Optimo
Fenoles Totales 21,2712

Flavonoides 2,34087
Polisacaridos 192,413

Figura 12. Condiciones éptimas de extraccion en funcion de la concentracién de
fenoles totales, flavonoides y polisacaridos. (A) Superficie de respuesta estimada
compara en 2 niveles los 2 factores analizados Tiempo (60 y 120 min) y Disolvente
(Agua, Etanol 50%) en base a la concentracion de los tres compuestos bioactivos
analizados. (B) Valores éptimos de extraccion de los factores A y B y mejores
concentraciones de compuestos bioactivos para dichos parametros.
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Mediante el grafico de superficie de respuesta del panel A, de la Figura 12 se determind

que las mejores condiciones de extraccion en base a las concentraciones de las tres

biomoléculas en analisis corresponden a los niveles inferiores de los 2 factores de

extraccion como lo indica el panel B de la Figura 12 el tiempo de extraccion optimo

fue 60 minutos y el disolvente efectivo para los tres casos fue el agua, parametros que

corresponden al tratamiento 1, por ello se seleccioné dicho extracto para la evaluacion

de las actividades bioldgicas.

4.1.3 Anélisis espectro FTIR

Mediante espectrofotometria infrarroja se evaluaron los grupos funcionales relevantes

de los componentes del extracto acuoso de A. blazei obteniendo el espectro

representado en la Figura 13.
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Figura 13. Espectro FT/IR del extracto acuoso (T1) de Agaricus blazei. Representa
la extraccion realizada con agua en proporcion 1:15 a una temperatura de 100 °C por
60 min, en el eje de las abscisas se indica el nimero de onda en cm™ y en el eje de las
ordenadas el porcentaje de transmitancia, en un intervalo de frecuencia de barrido de
580 a 4180 cm™,
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Debido a que en mayor proporcion la concentracion de polisacéridos sobresale sobre
fenoles totales y flavonoides se consideré dicha molécula para el analisis el espectro
de un polisacarido. La banda mas representativa con un pico ancho e intenso esta en
nimero de onda 3310,21 cm, seguido de una banda a 2356,59 cm™y otro en 2345,98
cm?, se pueden observar picos con nimero de onda 1637,27 cm?, 1236,15 cm?,
1085,73 cm™ y 1236,15 cm™, cada banda evidencia la presencia de distintos grupos

funcionales.

Como se observa en la Figura 13 varios son los picos que sobresalen en el espectro sin
embargo en el rango de 3000- 3600 cm™* observa una banda intensa la cual corresponde
a grupos hidroxilo (OH), por el gran nimero de OH en los residuos de azucar (Khan,
Gani, Masoodi, Kousar, & Ahmad, 2014) y las vibraciones causadas por las fuertes
interacciones OH entre los polisacaridos,(Maja Kozarski et al., 2015). Junto a esta
banda aproximadamente a una longitud de onda de 2900- 3000 cm™ se observa una
banda pequefia generada por la vibracion del estiramiento de C-H (Ahmad, Gani,
Shah, Gani, & Masoodi, 2016). Los valores entre 2300 a 3000 cm™ representan el
estiramiento C-H del anillo de azucar (Khan et al., 2015). Los enlaces en la zona de
1600 a 1650 cm™ indican la presencia de enlace Carbono Oxigeno C-O, mientras que
los picos entre 1200 y 950 cm™ se relacionan a la presencia de enlaces C-O-C y
C-O-H (Jia et al., 2013), ademas Y. Zhu et al., (2016) sugiere la presencia de
monosacaridos en el rango de 1000 a 1200 cm™,

Pese a que las ultimas bandas del espectro no se expresan en alta intensidad, tienen
suma importancia para la determinacion de polisacaridos y el tipo de los mismos en el
extracto acuoso analizado. El valor de 1085,73 cm™ propone la presencia de enlaces
glucosidicos de tipo B al compararlo con el valor de 1079 hallado por Maja Kozarski
et al. (2011) y de 1080 cm™ de la experimentacion de (Kozarski, Klaus, & Niksic,
2009).

Por otro lado Pereira et al. (2015) mantiene que valores cercanos a 1242 cm™ sugieren
la presencia de complejos proteina- glucano y Ren et al. (2014) que las bandas
cercanas a 920 y 1032 cm™ son indicativas del enlace tanto o. como B. Analogamente
otros autores proponen que los enlaces glucosidicos o se expresan en una banda
alrededor de 1024 cm™ y los enlaces B-glicosidicos a 890 cm™(Gonzaga, Menezes,
De Souza, Ricardo, & Soares, 2013; Khan et al., 2017; Li et al., 2016)
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Al analizar el espectro se observd que contiene las bandas representativas de un
polisacarido por lo que tomando en consideracién lo propuesto por Kozarski se sugiere
la presencia de glucanos con enlaces glucosidicos de tipo a y B en el extracto acuosos
T1, basandose en el hecho que no se analiz6é un concentrado puro sino un extracto con

varios tipos de moléculas.

4.1.4 Actividad Antioxidante de extracto acuoso (T1) de ABM

Se considerd de gran importancia la determinacion de la propiedad antioxidante, la
cual se realizé a partir de la determinacion de la capacidad del extracto acuoso de ABM
para eliminar radicales libres por donacion de protones en el radical libre DPPH para
formar moléculas estables. Dicha reaccion generd una disminucion en la absorbancia
cuantificada a 515 nm, valores que se compararon con la curva de calibracién (Anexo
G) con relacién directamente proporcional en pumol Trolox/lI con el porcentaje de

DPPH a partir de la una ecuacion de la recta y un coeficiente de correlacion 0,9952.

El extracto acuoso de ABM presentd menores resultados en su capacidad antioxidante
a los esperados, con 84,81 + 16,49 umol Trolox/g de materia seca Unicamente se
elimino el 13,01% de radicales de DPPH.

Estudios similares en extractos acuosos de A.blazei evidenciaron una mayor propiedad
antioxidante, Oliveiraet al. (2007) secuestro6 el 50 % de radicales libres con 2,53 pmol
Trolox/g , los extractos de Kozarski et al. (2011) lograron eliminar de un 80-90 %
DPPH. Mientras que Jia et al. (2013) ensay0 en extractos hidroalcoholicos con una
capacidad de barrido de 94 — 97 % en concentraciones de 5 -20 mg/ml y en extractos

acuosos calientes un 45,6 a 52,6 % con el mismo intervalo de concentracion.

4.1.5 Actividad inmunomoduladora de ABM

Una vez analizadas las condiciones de extraccion se determind que el T1 contenia la

mayor cantidad de compuestos bioactivos, motivo por el cual se empled para evaluar
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la capacidad inmunomoduladora que poseen los metabolitos en linfocitos extraidos a

partir de sangre periférica humana.

Previo a la evaluacion de la actividad inmunomoduladora y citotdxica se eliming el
disolvente de T1 y se resuspendi6 en PBS 1X, con lo que se obtuvo la disolucién de
concentracion 10°, la Tabla 5 muestra las cantidades de compuestos bioactivos en

dicha solucidn.

Tabla 5

Concentraciones de compuestos bioactivos de extracto diluido

Ex_trqcto Concentracion Polifenoles Flavonoides Polisacaridos
Diluido total
10° 483 mg/ml 10,27 mg/ml 1,13 mg/ml 92,93 mg/ml

La tabla contiene la concentracion general de gramos sobre mililitros de PBS 1X del extracto
concentrado del extracto acuoso T1 de ABM, junto con sus concentraciones de compuestos
bioactivos.

Diversas investigaciones han establecido que los metabolitos secundarios de ABM
actlan sobre diferentes receptores bioldgicos del sistema inmunitario (SI), sin embargo
Firenzuoli et al. (2008), establece que la modulacion del Sl, se genera con la
activacion de linfocitos macréfagos y neutrofilos, de alli la importancia de evaluar la
proliferacion de dichas células sanguineas (Kakuta, Tanigawa, Kikuzaki, & Misaki,
2002).

A través del ensayo de MTT se evalud la viabilidad celular de linfocitos de sangre
periférica humana para determinar si estimula o inhibe el crecimiento de células
inmunitarias. A continuacién en la Figura 14 a partir de los datos de Anexo H, se puede
evidenciar el incremento del porcentaje celular a medida que se aumenta la
concentracion del compuesto, el incremento celular fue de un 41,25 %, expresada
mediante una curva de viabilidad celular directamente proporcional a la concentracion
del tratamiento empleado en diluciones seriadas de 10 a 107! en logso siendo la
dilucion de 10 la que eleva en una mayor proporcion la proliferacion de células de
linfocitos, se obtuvo un valor de ECso de 0,30 + 0,088 mg/ml, sin descartar la
efectividad del extracto en un rango de 0,18 a 0,47 mg/ml.
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Figura 14. Ensayo de proliferacion celular de linfocitos de sangre periférica
humana con extracto de ABM

Los valores demostraron que A. blazei tiene la capacidad de estimular el crecimiento
de linfocitos por lo tanto estimula la actividad del sistema inmunitario, no inhibe el
crecimiento de este tipo celular, como lo asegura Tangen, Holien, Mirlashari,
Misund, & Hetland (2017), demostrando que los extractos de ABM no tienen efecto
toxico sobre células mononucleares periféricas humanas (PMNC). adicionalmente
Takimoto, Wakita, Kawaguchi, & Kumazawa (2004) hall6 que extractos de A.
blazei incrementaban el crecimiento de linfocitos T citotdxicos y células NK lo que
indica que la estimulacion del Sl se da tanto en el Sistema inmunitario innato como en

el adaptativo.

Pese a que no se encontraron experimentaciones bajo las mismas condiciones y
ensayos que evallen la proliferacion de linfocitos, es bien conocido que los
polisacaridos son el ingrediente biol6gicamente activo principal de la seta los cuales
poseen la capacidad de estimular los linfocitos T (Mizuno et al., 1998). Willment,
Gordon, & Brown (2001) indican que los polisacaridos pueden tener diferentes

estructuras quimicas sin embargo en sSu mayoria poseen actividades
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inmunomoduladora. Yamanaka et al., (2012) identificoé que para B — glucanos
derivados de hongos Agaricus las células dendriticas son las encargadas de realizar la
funcién efectora especifica para la modulacién del SI, mientras que Mendiola, (2017)
realizO extracciones sucesivas con agua caliente a Pleurotos sajor- caju un tipo de
hongo altamente consumido al igual que ABM por sus propiedades empleadas en la
medicina tradicional el cual sugiere que los glucanos del hongo tienen un efecto

inmunoestimulador.

La estimulacion de las células del SI por polisacaridos de hongos se genera
basicamente porque estas moléculas forman parte de ciertas bacterias y hongos
patogenos que cuando entran en contacto con el organismo este genera el incremento
de la defensa inmune mediante la activacion de los sistemas de complemento,
fagocitosis o la produccién de citoquinas (Akramien, Kondrotas, Did, & Egidijus;
Yamanaka et al., 2012). Reportes han demostrado uniones de los azucares a sus
receptores especificos se dan en Dectin - 1 del complemento tipo 3 (CR3) o bien en
Lactoceramida. (Huang et al., 2012). ABM incrementa la produccion de citoquinas
proinflamatorias y quimiocitocinas (Fgrland, Johnson, Tryggestad, Lyberg, &
Hetland, 2010; Wisitrassameewong et al., 2012).

Morfoldgicamente se hallaron cambios en la estructura de los linfocitos después de la
exposicion al tratamiento con ABM, mediante la tincion con Methyl Green observados
en un microscopio optico (SCOPE, USA), con un aumento 100X las fotografias a

continuacion muestran células de linfocitos aislados con y sin tratamiento aplicado.

48



Figura 15. Linfocitos tratados con ABM, tefiidos con MethylGreen observados al
microscopio (100x). Se observan linfocitos aislados y tefiidos con MethylGreen:
observados en un microscopio optico (100X): (A, B) linfocitos sin tratamiento. (C, D)
linfocitos tratados con ABM.

El apartado A y B de la Figura 15 contienen la fotografia de un linfocito sin aplicacion
de ABM con una morfologia esférica caracteristica con su nucleo definido, mientras
que en las células tratadas con 5 pl de ABM por 24 horas del panel C y D se observan
cambios morfolégicos de los linfocitos, con una superficie y la presencia de cimulos

irregulares en su estructura.

4.1.6 Actividad citotoxica de ABM en células cancerigenas

Se empleo el ensayo de MTT para determinar la Mitad de la Concentracion Inhibitoria
Méaxima denominada ICso, parametro que indica la capacidad de inhibir la

proliferacion de las células cancerigenas.

En la medicina tradicional se ha considerado que los polisacaridos de A. blazei son los
encargados de la prevencién de la oncogénesis, por su actividad antitumoral directa o
mediante la prevencidn de metastasis tumoral (Wisitrassameewong et al., 2012), esta

actividad antitumoral de los polisacaridos estd estrechamente relacionada con su
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actividad inmunomoduladora e inmunoestimulante (He, Zhang, Ru, Dong, & Sun,
2014), factores que permiten la eliminacion de células con alteraciones del ADN
funcionando también como una sustancia preneoplasica (Ishii et al., 2011).
posiblemente por el control de la inflamacion a través de patrones

inmunoestimuladores (Mo et al., 2017).

En la Figura 16 se muestran los resultados obtenidos del ensayo de citotoxicidad
realizado en cultivo de células HeLa (ATCC® CCL-2™), tratadas con el tratamiento

T1 del basidiomiceto resuspendido en PBS 1X.
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Figura 16. Ensayo de citotoxicidad en células HeLa (ATCC® CCL-2™) tratadas
con ABM.

Se gener6 una curva de viabilidad celular inversamente proporcional a la
concentracion del tratamiento a partir de los datos del Anexo I, empleado en diluciones
seriadas de 10t a 10! en logso, cabe destacar que en la concentracion de 107 ocurrié
una modificacién drastica en la concentracion celular reduciendo la poblacion de un
100 % a un 9,93 %. El ICs obtenido fue de 0,0024 mg/ml, con capacidad anti

proliferativa en células HeLa en un rango de 0,0013 a 0,0047 mg/ml.
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Otros hongos brasilefios distintivos como Lentinula edodes y Pleurotus sajor-caju
fueron evaluados por su capacidad antitumoral en células de carcinoma de cérvix , los
extractos acuosos de dichos hongos en células HeLa demostraron un ICsg equivalente
a 0,0078 mg/ml y 0,0025 mg/ml respectivamente (Finimundy et al., 2013). En la
misma linea celular otro tipo de polisacéridos de la cepa de Fusarium mostré un 1Cso
de 0,0019mg/ml por ello el autor sugirié adicion en la dieta como alternativa para
combatir la generacién tumoral (Salehi, Bayat, Dezfulian, Sabokbar, & Tabaraie,
2016). Es de relevancia mencionar uno de los hongos de elevado consumo mundial,
Agaricus bisporus conocido también como hongo blanco, cuyo extracto acuoso
expresé un valor de ICsq de 0,037 mg/ml, la misma investigacién mostrd para extractos
en agua caliente de los hogos Lentinula edodes Pleurotus ostreatus un ICso de 0,0179
y ICs0 0,0391 (Younis et al., 2014).

Al comparar los valores de ICso de la exposicion de L. edodes con extractos acuosos
de la seta en estudio se observaron valores muy alejados, al igual que en experimentos
similares de exposicién de células HeLa a extractos acuosos de ABM, se sugiere que
grandes variaciones en los datos se pueden producir por los cambios en la variacion
del tipo de hongo, las condiciones de extraccion, y el tiempo de exposicion de las
células al tratamiento, cabe recalcar que para esta experimentacion se mantuvo la
exposicién por 48 horas. Sin embargo, el bajo valor obtenido de 1Cso sugiere un alto
potencial citotéxico de ABM en células de cancer cérvico uterino.

Se analiz6 ademas la capacidad antiproliferativa en células de cancer de mama, en la
Figura 17 se muestran los resultados obtenidos del ensayo de citotoxicidad evaluado
en cultivo de células MCF - 7 (ATCC® HTB-22™) tratadas con el extracto acuoso de

ABM (T1) resuspendido en PBS 1X.
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Figura 17. Ensayo de citotoxicidad en células MCF - 7 (ATCC® HTB-22TM)
tratado con ABM.

A partir del ensayo de MTT (Anexo J) se gener0 una curva de viabilidad celular
inversamente proporcional a la concentracién del tratamiento empleado en diluciones
seriadas de 10 a 10" en logio, cabe destacar que en la concentracion de 107 se
evidencié un cambio dréstico con una disminucion en la concentracion celular del
100% a un 7,72 %. El ICsp para esta linea celular fue de 0,0023 mg/ml, con capacidad
citotoxica de ABM en células de cancer de mama en un intervalo de 0,00092 a 0,0057

mg/ml.

En estudios similares de A.blazei, testeado in vitro en células de MCF-7 su capacidad
anticancerigena Widyawaruyanti (2017) demostr6 un ICso de 0,024717 mg/ml para
extractos con metabolitos de ABM en hexano y 0,21564 mg/ml empleando como
disolvente de extraccion el cloroformo. Del mismo modo Ziliotto et al. (2009) en
extractos de ABM en hexano obtuvieron un ICso DE 0,250 mg/ml. Para ambos casos
resulto nula la actividad de extractos acuosos a diferencia de los resultados hallados en

el presente estudio.

En contraste se han analizado los valores de I1Cso para otros tipos de hongos con

actividades biologicas en células de MCF-7 como en el caso de hongos degradantes de
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madera con valor inhibitorio medio de 0,002 mg/ml (Matuszewska, Jaszek, Stefaniuk,
Ciszewski, & Matuszewski, 2018).

Al igual que en las células HeLa existen reportes sobre extractos acuosos de Agaricus
bisporus sobre células de CaMa por ser uno de los hongos mas consumidos a nivel
mundial seguido de Pleurotus ostreatus, en MCF-7 mostraron una alta capacidad
antiproliferativa en células cancerigenas lo que sugiere que dichas especies de hongos
pueden actuar como quimiprotectores en este tipo de cancer (Martin & Brophy,
2010).

Al igual que en células HelLa, al analizar los datos se observaron variaciones
significativas entre los valores hallados y los reportados en literatura, estas diferencias
pueden sugerir que en distintas condiciones de extraccion y variaciones en tiempo y
reactivos de MTT, sin embargo los valores de la concentracion inhibitoria media
méaxima hallada para células MCF — 7 y células HelLa indican una alta capacidad
antiproliferativa en células malignas para el organismo debido a que requieren menos

cantidad de extracto para dar un resultado eficiente.

Cabe recalcar que fracciones de ABM han sido evaluadas en otro tipo de lineas
celulares cancerigenas por ejemplo Tung, Su, Kuo, & Sheen (2012) mostro que ABM
inhibid el crecimiento de en lineas celulares de adenocarcinoma hepatico humano SK-
Hep-1y HA22T/VVGH con ICsode 0,026 y 0,028 mg/ml respectivamente mediante una
via apopt6tica en tratamientos de 48 horas. Wu et al. (2012) evalu el efecto inhibidor
en el crecimiento de células de osteosarcoma humano en células HOS tratadas con
ABM mientras que Gao et al. (2007) demostro efectos antiproliferativos en células
humanas de leucemia promielocitica aguda HL-60. Dichos estudios evidencian la
elevada capacidad citotdxica de ABM en células cancerigenas con un amplio espectro

de tipo de enfermedades oncologicas.

4.1.7 Pruebas inmunocitoquimicas de cuantificacion de estrés oxidativo

Se evalud la produccion de ROS total a través de un ensayo inmunocitoquimico el cual
se analizd de acuerdo a la cuantificacion de la intensidad de expresion en tres lineas

celulares: Linfocitos, HeLa y MCF-7. Como se observa en la figura a continuacion.

53
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Figura 18. Expresién de especies reactivas de oxigeno de acuerdo a la
concentracion de ros en funcién de la intensidad de fluorescencia por campo 630X
en lineas celulares tratadas con ABM a diferentes concentraciones mediante
CellRox® oxidative stress reagents.

Los datos obtenidos a través de microscopia de fluorescencia fueron analizados a
través de test de varianza con post test de TUKEY. En la Figura 18, se observa la
expresion de ROS entres lineas celulares con variaciones en la concentracion de ABM,
encontrandose diferencias significativas p < 0,05 entre control MCF -7 con células del
mismo tipo con tratamiento (5 ul ABM) y linfocitos con tratamiento (6,5 pl), ademas
entre el control de células HelLa vs. control linfocitos. Se hallaron diferencia
significativa p < 0,01 entre control de linfocitos con control de MCF — 7 y control de
células HeLa vs la misma linea celular con las 2 concentraciones de tratamiento (2y 5
ul ABM). Mientras que se identificaron diferencias significativas p < 0,001 entre
MCF — 7 con celulas HeLa en sus 2 concentraciones de tratamiento (2 y 5 ul ABM) y
linfocitos con ABM (5 ul), MCF -7 en su Unica concentracion de ABM vs el control

de HeLa y HelLa con tratamientos y control linfocitos vs. linfocitos con tratamiento.
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En resumen, se obtuvieron altas diferencias significativas entre las diversas lineas
celulares al comparar los controles y células con tratamiento y diferentes tipos de
células. Demostrandose que mediante la evaluacion con CellRox® oxidative stress
reagents, las células cancerigenas y ceélulas mononucleares del sistema inmunitario
tratadas con ABM incrementan la concentracion de especies reactivas del oxigeno en
relacion a las que no fueron tratadas con el extracto del hongo en estudio.

Se relacionaron los tres tipos de células en la Figura 19, mediante la comparacion de
la concentracidn del extracto con el promedio de la intensidad de expresion de ROS,
se obtuvo un incremento representativo en células Hela tratadas con 5 pl de ABM,

mientras que en las células MCF7 y linfocitos se mantuvo lineal.
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Figura 19. Correlacion en la produccion de ROS de acuerdo a las diferentes
concentraciones de ABM aplicadas en lineas celulares.

Adicionalmente se obtuvieron fotografias de las células con el Microscopio de
fluorescencia Leica DMi8 (Leica Microsystems, Alemania), evaluadas a traves de la
tincion con CellRox® oxidative stress reagents empleando los filtros DAPI (358-461
nm) y GFP (475-509 nm) con una magnificacion de 630X.
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Figura 20. Fotos microscopia de fluorescencia para la expresion de ROS a traves
de la tincion con CellRox® oxidative stress reagents empleando los filtros DAPI
(358-461 nm) y GFP (475-509 nm) con una magnificacion de 630X en linfocitos
humanos. Se observan células de linfocitos con tincion con CellRox® oxidative stress
reagents (A) Células de control: Linfocitos. (B, C) Células con tratamiento: Linfocitos
con 5 uLABM. (D, E) Células con tratamiento: Linfocitos con 6,5 uL ABM.

En la Figura 20A, se observan linfocitos aislados de sangre periférica humana,
incubados por 24 horas en medio RPMI sin tratamiento adicionado, en donde se
observa claramente con DAPI sus nucleos con una baja poblacion celular, de las cuales
se distingue su estructura, nucleo definido y minima expresion de ROS en coloracion
verde, en los apartados B y C se observa de manera clara la expresion de ROS cercana
al nucleo ademas de ver un incremento en la poblacién celular en los linfocitos tratados
con 5 pl de ABM. En las células tratadas con 6,5 pl correspondientes a D y E de la
Figura 20 se observa mayor intensidad de expresion de ROS y elevado incremento

celular.
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Figura 21. Fotos microscopia de fluorescencia para la expresion de ROS a través
de la tincion con CellRox® oxidative stress reagents empleando los DAPI (358-
461 nm) y GFP (475-509 nm) con una magnificacion de 630X en células de HeLa
(ATCC® CCL-2TM). (A) Células de control: HeLa. (B, C) Células con tratamiento:
HelLa con 2 uL ABM. (B, C) Células con tratamiento: HeLa con 5 uL ABM. La flecha
roja indica nucleo apoptético y la flecha blanca expresion de ROS.

En la Figura 21A, se observan células HeLa (ATCC® CCL-2TM) cultivadas por 24
horas en medio DMEM sin tratamiento adicionado, de las cuales se ve su estructura 'y
nucleo definido, en B y C de la Figura 21 se observa de manera clara la expresion de

ROS en mayor intensidad en la parte externa de la célula sin embargo hay gran
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expresion de ROS por la coloracion verdosa en todas las células, mientras en los
apartados D con aproximacién de la imagen en E de la Figura 21 se observan

claramente ndcleos apoptdticos en las celulas tratadas con 5uL de la solucién de A.

blazei.
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Figura 22. Fotos microscopia de fluorescencia para la expresién de ROS a través
de la tincion con CellRox® oxidative stress reagents empleando los DAPI (358-
461 nm) y GFP (475-509 nm) con una magnificacion de 630X en células MCF - 7
(ATCC® HTB-22TM). (A, B) Células de control: MCF - 7. (C, D, E, F) Células con
tratamiento: MCF - 7 con 5 uLABM. La flecha roja indica nucleo apoptotico y la flecha
blanca expresion de ROS
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En la Figuras 22A y 22B, se observan células MCF - 7 (ATCC® HTB-22TM)
cultivadas por 24 horas en medio DMEM sin tratamiento, de las cuales se observa
claramente su estructura celular y expresion de ROS en color verde, en C, D, E, F de
la Figura 22 se muestran las células de cancer de mama tratadas 5uL de la solucion de
A. blazei, las imégenes evidencian la alta expresion de ROS en la célula, asi como

nacleos en procesos de apoptosis.

Con el analisis de MTT se demostré la propiedad antiproliferativa en células del tipo
cancerigeno, mientras que las Figuras 21 y 22 con fotografias obtenidas en el
microscopio Leica DMi8 (Leica Microsystems, Alemania), se mostro el efecto
apoptotico en las 2 lineas celulares de cancer al aplicar el extracto con compuestos
bioactivos (polifenoles, polisacaridos, flavonoides) de Agaricus blazei. Pese a la
capacidad antioxidante del extracto en estudio demostrada por el anélisis de DPPH y
el contenido de polifenoles y flavonoides, el incremento de la generacion de especies
reactivas del oxigeno puede estar asociada a que ABM para la induccion de apoptosis

se asocia con la via mitocondrial mediada por la generacion de ROS.

Kim et al. (2011) evaluo los efectos apoptéticos en células leucémicas humanas y
relacioné las elevadas produccion de ROS por la via mitocondrial mediada por la

generacion de ROS y activacion prolongada de quimiocinas.

Al igual que Pires et al. (2013) determin6 que los azlcares de los macro hongos
comestibles son toxicos para una linea celular de cancer de hepatocitos por muerte
apoptotica. Otros estudios realizados por Kawamura & Kasai, (2007) mostraron que
los micelios y cuerpo fructifero del basidiomicete induce la via apoptotica en diferentes
lineas celulares tales como leucemia, linfoma, carcinoma cervical uterino, melanoma
y cancer de mama. Este proceso fisiolodgico de muerte celular, estd programada y
acompafiada por respuesta no inflamatoria (Schultz & Harringto, 2003). Es
importante sefialar que en las figuras anteriormente expuestas se observan cambios
morfoldgicos a nivel del nucleo en las células que fueron sometidas a tratamiento
posiblemente debido a la condensacion de la heterocromatina nuclear, contraccion
celular, formacion de cuerpos apoptéticos y la fragmentacion del ADN (Samejima &
Earnshaw, 2005), lo que sugiere que pueden estar en un proceso apoptético ademas

estos cambios morfologicos incluyen cromatina condensada, formacion de ampollas
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en la membrana , pérdida de la disposicion del citoesqueleto y del redondeo de las

células. (Boukes, Koekemoer, van de Venter, & Govender, 2017)

4.1.8 Discusién general

El cancer representa un problema de salud publica a nivel mundial, cifras alarmantes
de incidencia de cancer han demostrado que para el 2030 seran diagnosticados 22
millones de casos nuevos alrededor del mundo (Boukes et al., 2017), es por tal motivo
que la industria farmacéutica actual ha centrado su atencién en productos o derivados
naturales especialmente en hongos medicinales por su amplia gama de compuestos
bioactivos Utiles para el tratamiento de enfermedades oncolégicas, dentro de los
macromicetos sobresale Agaricus blazei principalmente por su capacidad
inmunomoduladora y antitumoral, sus actividades bioldgicas han sido atribuidas a sus
polisacaridos (glucanos), vitaminas, aminoacidos esenciales, &cido linoleico,
compuestos fenolicos y otros (Bellini et al., 2006). Por este motivo el presente estudio
pretende aportar informacion para evidenciar las actividades bioldgicas de A. blazei en
lineas celulares humanas de diferentes tipos de carcinoma, asi como el incremento de

las células del sistema inmunitario.

En primera estancia fue necesario reconocer las condiciones optimas de extraccion
(temperatura, tiempo de extraccién, tipo de disolvente y proporcion muestra
disolvente) valorando tres de sus componentes principales, fenoles totales,
polisacaridos y flavonoides; mediante un analisis estadistico de superficie de respuesta
estimada para optimizacién de procesos, se lleg6é a la conclusién que las mejores
condiciones de extraccion fueron: agua destilada como disolvente, tiempo de
extraccion 60 minutos con las condiciones ya fijadas de temperatura 100 ° C y relacion

muestra disolvente 1:15.

En cuanto a la determinacion del disolvente se considero la extraccion en agua y en
etanol 50 % debido a su alta polaridad para la separacién de polisacaridos y
compuestos fendlicos, en su bajo costo y la facilidad de adquisicion del mercado en
relacion a otro tipo de disolventes apolares como éter, cloroformo, hexano; soluciones

alcalinas o métodos enzimaticos que representan un costo elevado. A partir de los
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conocimientos de solubilidad de los polisacaridos en agua caliente y en soluciones
alcalinas (Y. W. Kim et al., 2005), e investigaciones que demostraron la gran
polaridad de los compuestos fendlicos (Jayakumar, Philip, Sheu, & Pitchairaj,
2011; Lung & Chang, 2011).

Como se ha mencionado Agaricus blazei se destaca por sus propiedades de
inmunomodulacién, sin embargo, la estrecha relacién de esta propiedad con su
capacidad antioxidante, antitumoral y la relacién de esta enfermedad con el estrés

oxidativo, llevaron a la evaluacién conjunta de dichas propiedades.

Debido a que el estrés oxidativo conduce al incremento del riesgo de enfermedades
cronicas, es un factor clave la determinacion componentes naturales que inhiban dicho
proceso, los hongos comestibles por su contenido de polifenoles polisacéridos
vitaminas y minerales actlan como captadores de ROS en reacciones de Oxido-
reduccion reversibles, (Maja Kozarski et al., 2015). La capacidad de reduccion de
radicales libres fue evaluado en el extracto acuoso de ABM (T1) por el método de
DPPH el cual insinuo la capacidad de los componentes bioactivos del hongo de actuar
como antioxidante, propiedad atribuida principalmente a los compuestos fenolicos
incluido los flavonoides por su potencia de neutralizar especies reactivas del oxigeno
(M. Kang, Zhai, Li, Cao, & Han, 2017), se ha demostrado que los flavonoides poseen
una amplia variedad de efectos anticancerigenos y antienvejecimiento mediadas por la
reduccion del estrés oxidativo a traves de la regulacion del estado REDOX (Pantavos
et al., 2014).

Por otro lado se ha conferido la capacidad inmunomoduladora y antitumoral a los
polisacaridos que conforman la pared celular de basidiomicetes superiores (N. Mizuno
& Nishitani, 2013), tras la cuantificacion de carbohidratos totales se hall6 una elevada
concentracion de los mismos los cuales engloban gran variedad de monosacaridos y
polisacaridos del hongo, lo que se confirmd por un analisis FTIR cuyas bandas
evidenciaron la presencia de azlcares en la solucion, con enlaces o y B glucosidicos,
factor que sugiere la presencia de B - glucanos en la muestra con una posible
interaccion con proteinas, como menciona Akiyama et al. (2011) la actividad indirecta

de supresion de tumores por activacion inmunologica lo generan los ingredientes
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activos de A. blazei, los que pueden ser tanto polisacaridos como complejos proteina-

polisacarido .

El ensayo de MTT permitié determinar mediante ECso la capacidad de proliferacion
de los linfocitos con tratamiento, mientras que mediante 1Cso Se determind la capacidad
citotoxica del extracto rico en polisacaridos en lineas celulares cancerigenas HelLa y
MCF-7. El incremento de la poblacion de células mononucleares de sangre periférica
humana permiti6 corroborar la capacidad de inmunomodulacion el extracto de la seta,
la inmunomodulacion puede ser positiva al estimular o negativa al suprimir una
actividad sin embargo la propiedad actu6 como inmunoestimulador por su capacidad
de promover la actividad del sistema inmunitario al proliferar linfocitos en una
concentracion efectiva maxima de 0,30 mg/ml de la solucion 10°. Muy al contrario de
la accion de estimulacion en el crecimiento celular, el extracto actu6 como un inhibidor
del crecimiento y multiplicacion de células de carcinoma, en el caso de cancer cérvico
uterino mediante las células HelLa se determino un valor medio inhibitorio 0,0024
mg/ml y para las células de cancer de mama de MCF-7 se obtuvo un ICsp de 0,0023
mg/ml. Dichos valores con minima variacion expresan un comportamiento parecido
del extracto de ABM como antiproliferador en células cancerigenas de los 2 tipos,
hecho del cual se puede inferir que la capacidad antitumoral y anticancerigena de
extractos acuosos de la seta podrian emplearse para el tratamiento de ambas
enfermedades con una amplia efectividad.

En la actualidad existe un auge de la medicina alternativa, el cual busca dar un valor a
las platas nativas y hongos de cada localidad para aprovechar sus quimicos medicinales
y de esta manera trascender a nivel mundial en la optimizacion de terapéuticas que
generen calidad de vida y salud, los estudios acerca de las propiedades
anticancerigenas de los hongos abren una ventana para el desarrollo de medicamentos
alternativos (Ramberg, Nelson, & Sinnott, 2010) y su consumo como alimentos
funcionales fresco o procesado (Palencia Mendoza, 2011) que ya han sido
aprovechados desde afios atrds por la medicina tradicional de paises tanto asiaticos
como del continente occidental. Por ello se ha desarrollado una nueva disciplina en la
medicina denominada sintergética la cual se basa en la medicina, tradicional y

ancestral conjugada con la ciencia actual cuya vision objetiva tiene como principal fin
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integrar estos campos para el desarrollo de herramientas y método en las ciencias

bil6gicas méas especificamente en las ciencias de la salud (AlS, 2018).

Pese a estudios previos sobre la capacidad citotdxica de Agaricus blazei Murill en
células cancerigenas en varias de sus etapas (Patel & Goyal, 2012), aun es necesario
de un mayor conocimiento cientifico sobre el hongo principalmente en su empleo en
la prevencion y el tratamiento de enfermedades oncoldgicas, cabe mencionar que
pacientes con CaMa y Cacu Yy otros tipos de cancer sufren de deplexion del sistema
inmunitario por lo cual la administracién de alimentos funcionales capaces de elevar
los niveles de actividad del sistema inmunitario, influir en las funciones biolégicas
internas de células malignas para que ellas induzcan su propia muerte, y reducir los
niveles de radicales libres en funciones normales, convierten a ABM en una fuente de
compuestos fisioldgicamente beneficiosos. Por lo que el incluir en la dieta esta especie
de seta permitiria que este actle como un agente quimiopreventivo sin embargo es
poco conocido su mecanismo de accién por lo que la exploracion de nuevas especies
y conocidas permitiria mejorar la incidencia de cancer en varias de sus etapas
Delmanto et al., (2001). Ishii et al. (2011) sugiere que A.blazei puede ser un método
eficiente como tratamiento coadyuvante en la quimioterapia, de la misma manera
C. F. Kim, Jiang, Leung, Fung, & Lau, (2009) promueve la utilizacién del hongo
como coadyuvante por la variedad de componentes bioactivos. EI empleo como
coadyuvante ofrece la posibilidad de una alternativa para apaciguar una gama de
efectos secundarios de la quimioterapia como la, alopecia, la astenia, la flebitis, y las
fuertes deshidrataciones deterioran la calidad de fisica y emocional de los pacientes

paciente (Santos et al., 2018).

Los resultados obtenidos sobre la capacidad de proliferacion de linfocitos y anti
proliferacion de células HeLa y MCF7 in vitro sugieren la elevada eficiencia de
extractos acuosos de ABM en el tratamiento contra estos dos tipos de cancer a traves
de la activacion del Sistema Inmunitario Innato y Adaptativo, asi como mediante su
capacidad citotoxica en células de cancer de mama y de cérvix lo que conllevaria a una

notable reduccidon de células malignas tras su administracion.
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4.2 Verificacion de hipdtesis

Una vez analizados los resultados se determino que el extracto acuoso de A. blazei fue
positivo para las tres actividades bioldgicas en evaluacion, es decir tiene propiedad
antioxidante, citotoxica contra células cancerigenas y es inmunomoduladora al influir
en la proliferacion de linfocitos sanguineos de sangre periférica humana, en el caso de
la actividad antioxidante la concentracion de compuestos activos especialmente de
polifenoles influy6 en el consumo del radical libre estable DPPH, en cuanto a los
métodos de cuantificacién demostraron que al variar la concentracion de la solucion
inicial (10°) de ABM y por lo tanto variar la concentracién de fenoles totales,
flavonoides y polisacaridos para los ensayos de MTT de viabilidad celular el
comportamiento de la poblacién celular cambid, por lo que por los parametros ICso
para células HeLa y MCF-7 y ECso para linfocitos permitieron demostrar la
concentracion éptima del extracto para ser activa en las distintas lineas humanas
celulares. Por lo tanto, se acepto la hipétesis alternativa que indica que la concentracion

de compuestos bioactivos incide en las actividades bioldgicas de A. blazei.

64



CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Se evaluaron las actividades biolégicas de compuestos bioactivos (polifenoles,
flavonoides y polisacaridos) del hongo Agaricus blazei con ensayos quimicos y
bioldgicos in vitro en lineas celulares humanas, con ello se demostrd que los extractos
acuosos del hongo poseen propiedades antioxidantes, citotdxicas en células de cancer
cervicouterino y cancer de mama y la mas relevante, que actia como

inmunoestimulador.

Se cuantific6 el contenido de moléculas bioactivas a través de ensayos
espectrofotométricos UV-VIS para los 4 tratamientos evaluados, sin embargo, destaco
el tratamiento uno por sus contenidos mas altos de polifenoles, flavonoides y
polisacaridos, para T1 se hallaron concentraciones de polifenoles 21,27 mg GAE/g, de
flavonoides 2,34 mg QE/g y de polisacaridos 192,41 mg GLUC/g.

Se determinaron las condiciones Optimas del proceso de extraccion de fenoles totales,
flavonoides y polisacaridos de ABM, para la extraccion de los tres metabolitos se
identificd que los mejores pardmetros fueron: disolvente agua, relacion materia-
disolvente 1:15, temperatura de ebullicion (100 ° C £ 5) y tiempo de extraccion 60

minutos.

Se evaluaron las actividades como antioxidante, inmunomodulador, y citotdxico de los
compuestos bioactivos del extracto T1 del basidiomicete. La actividad antioxidante se
expresd como la cantidad de Trolox necesaria para reaccionar con el radical libre 2,2-
Difenil-1-Picrilhidrazilo, se obtuvo un valor de 84,81 pumol Trolox/g para consumir el

13,01 % DPPH. En cuanto la actividad inmunomoduladora se obtuvo un ECsg igual a
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0,3000+ 0,08822 mg/ml con una proliferacion celular de 41,25 %, al aplicar el
tratamiento rico en polisacaridos de A.blazei. Para la actividad citotdxica, en células
HelLa (ATCC® CCL-2TM) se obtuvo un ICso de 0,0024 mg/ml con una reduccion del
total de la poblacion celular a 9,93 %, mientras que en cultivo de células MCF - 7
(ATCC® HTB-22™) el extracto con polifenoles, flavonoides y polisacaridos de ABM
inhibio su crecimiento del 100 al 7,72 %. Con un El ICso 0,0023 mg/ml.

5.2 Recomendaciones

Evaluar la actividad biologica in vitro de ABM mediante ensayos en linfocitos aislados
de pacientes con deficiencias del sistema inmunitario, cancer, procesos de
quimioterapia para evaluar el poder de ABM como coadyuvante para el posible

tratamiento de enfermedades

Identificar de manera més especifica los tipos de polisacéaridos, como sus monémeros

y fenoles de los extractos de ABM mediante métodos cromatograficos.

Valorar la actividad bioldgica de ABM extraidos con disolventes alcalinos o métodos

enzimaticos para comparar su efecto en relacion a los disolventes utilizados.

Realizar ensayos de apoptosis tardia en lineas células cancerigenas para aclarar el

mecanismo de ABM para inducir la muerte celular.
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ANEXOS

ANEXO A. Fotografias de extractos con los cuatro tratamientos

‘-

EXTRACTO CON TRATAMIENTO 1 EXTRACTO CON TRATAMIENTO 2

EXTRACTO CON TRATAMIENTO 3 EXTRACTO CON TRATAMIENTO 4
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ANEXO B. Curva de calibracion de fenoles totales

1,40000

1,20000

,0066 FT mgGAE/I + 0,0099

1,00000 R? = 0,9998
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< 0,60000
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mg GAE/I

Curva de calibracion para determinacion de fenoles totales, el eje de las abscisas representa la
concentracion de fenoles totales expresado en mg Equivalentes de acido galico por litro (mg
GAE/l) y en eje de las ordenadas el valor de la absorbancia a 750 nm (Asg) con una relacion
directamente proporcional. La cuantificacion de las moléculas se realiz6 por el Método Folin-

Ciocalteu, con 3 réplicas para los 4 tratamientos.

Ecuacion de regresion lineal:

As50 — 0,0099
[FT]mg GAE/l = 0,0066 R? = 0,9998
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ANEXO C. Curva de calibracion de flavonoides

0,9
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Curva de calibracion para determinacion de flavonoides a partir del ensayo colorimétrico de

AICl; en microplato, el eje de las abscisas representa la concentracion de flavonoides en mg

de quercetina por gramo (mg QE/g) y en eje de las ordenadas el valor de la absorbancia a 415

nm (As1s) con una relacion directamente proporcional.

Ecuacion de regresion lineal:

[FL]mg QE/ml =

Ayys — 0,0401

R? = 0,9985

0,0077
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ANEXO D. Curva de calibracion de polisacéridos

1,4
Age0= 0,0108 PLSC ug/ml +0,0116
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Curva de calibracion para determinacion de polisacaridos por el Método Fenol-Sulfurico, el
eje de las abscisas representa la concentracion de polisacaridos en pg por ml relacionado

proporcionalmente con valor de la absorbancia a 490 nm (Aug).

Ecuacion de regresion lineal:

Ayoo — 0,0116
0,0108

[PLSClyg/mi = R? = 0,9897
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ANEXO E. Concentracion de compuestos bioactivos de los 4 tratamientos de A.
blazei

T1 Muestra agua R1 21,4382  2,2739  191,8190
1:15, T
ebullicion; 60
min
R2 20,9371 2,4748  192,5829
R3 21,4382 2,2739 192,8375
T2 Muestra agua R1 16,7082  2,3029  132,9509
1:15, T
ebullicion: 120 R2 16,7082  2,1752  133,5984
min R3 16,6020 2,1570  133,4365
T3 Muestra etanol R1 14,6944 1,5531 81,8330
50% 1:15, T
min
! R3 150525 14711 82,9246
T4 Muestra etanol R1 16,2404 1,8446 57,2849
50% 1:15, T
ebullicién; 120 R2 16,2136 1,8584 56,7124
min
R3 16,2404  1,8631 56,2217
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ANEXO F. Tablas ANOVA de concentraciones de compuestos bioactivos de

extractos de A. blazei

Tabla F1

Andlisis de Varianza para concentracion de fenoles totales de extractos de A. blazei

A:Tiempo 64,9366 1 64,9366 1745,38 0,0000
B:Disolvente 147,201 1 147,201 3956,48 0,0000
AB 0,988118 1 0,988118 26,56 0,0021
Bloques 0,0963182 2 0,0481591 1,29 0,3409
Error total 0,22323 6 0,037205

Total (corr.) 213,445 11

Tabla F2.

Andlisis de Varianza para concentracion de flavonoides de extractos de A. blazei

A:Tiempo 0,0373637 1 0,0373637 6,05 0,0491
B:Disolvente 1,06959 1 1,06959 173,25 0,0000
AB 0,173906 1 0,173906 28,17 0,0018
Bloques 0,00655033 2 0,00327517 0,53 0,6136
Error total 0,0370424 6 0,00617374

Total (corr.) 1,32445 11

Tabla F3.

Analisis de Varianza para concentracién de polisacéaridos de extractos de A. blazei

A:Tiempo 5347,67 1 5347,67 17328,41  0,0000
B:Disolvente 26200,5 1 26200,5 84899,13  0,0000
AB 853,204 1 853,204 2764,69 0,0000
Bloques 0,579994 2 0,289997 0,94 0,4415
Error total 1,85164 6 0,308607

Total (corr.) 32403,8 11



ANEXO G. Datos y Curva de calibracion para evaluacion de Actividad
Antioxidante (AA)

T1 R1 0,579 10,64 65,07 2602,97

71,707

13,01 84,81 16,49

R2 0,542 16,36 93,77 3750,96

103,33

R3 0,57 12,04 72,06 288221

79,4

90 -

80 - y-=0,199%-2,2986

70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

%dpph consumido

R? =0,9946

0 T T T T T T
0,000 50,000

TROLOX umol/L

100,000 150,000 200,000 250,000 300,000 350,000 400,000 450,000

Curva de calibracion para determinacion de la actividad antioxidante por el método de DPPH

en microplaca con una relacion directamente proporcional entre concentracion de pumol/l en

relacion al porcentaje de DPPH consumido, valor determinado con la ecuacion a partir de la

determinacion de la absorbancia a 515nm.
Ecuacion de regresion lineal:

%DPPHconsumido —1,3217

[AA] mor Trolox/l = 0,1955
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ANEXO H. Datos MTT de Linfocitos

rR1 0,077 0,076 0,077 0,079 0,082 0,08 0078 0,082 0,084 0,089 0,093 0,104
R2 0,081 0,080 0,08 0,080 0,080 0,082 0,082 0,083 0085 0,092 0,105 0,105
R3 0,079 0,082 0,08 0,08 0,080 0,081 0,080 0,090 0,08 0088 0,097 0,121
R4 0079 0,082 0,082 0,081 0,080 008 008 0079 0,084 0,08 0102 0,115
R5 0081 0,080 0,082 0081 0081 0081 0084 0,08 0,084 0,08 0101 0,115
x 0079 o008 0,08 008 0081 0,081 0,082 0083 0,084 0088 0100 0,112
% 0,00 1,03 1,31 1,32 1,74 1,80 3,27 4,54 6,62 1134 2580 41,25
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ANEXO I. Datos MTT de células HeLa.

R1 1531 1474 1,498 1454 1526 1495 1,462 1462 1,260 1,242

R2 1509 1488 1475 1471 1,467 1448 1455 1431 1451 1,239

R3 1618 1505 1555 1488 1,483 1468 1,399 1411 1,440 1251 0,160 0,193

R4 1583 1502 1501 1530 1,454 1435 1507 1,428 1,468 1,272 0,150 0,146

R5 1,527 1586 1467 1509 1511 1,483 1422 1,443 1485 1274 0,190 0,136
x 1554 1511 1499 1490 1488 1,466 1449 1428 1421 1,256 0,167 0,158
% 100 94,84 9410 9356 9340 9201 90,97 89,65 89,19 7882 10,46 9,93

95



ANEXO J. Datos MTT de células MCF -7

R1 1,850 1,849 1860 1,657 1615 1,669 1,680 1,629 1,562 1,472 0,229 0,139

R2 1,803 1,846 1,875 1,792 1615 1619 1656 1,629 1,602 1,445 0,153 0,154

R3 1,892 1857 1603 1,871 1615 1619 1680 1573 1,602 1,489 0,152 0,153

R4 1922 1816 1808 1674 1615 1669 1656- 1573 1562 1,485 0,166 0,138
x

1,889 1842 1,787 1,749 1615 1644 1668 1601 1582 1473 0,175 0,146

% 100 97,49 9457 9255 8546 87,01 8831 84,73 83,74 77,95 9,26 7,72
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