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RESUMEN

Las especies del género Pleurotus son conocidas como hongos comestibles, de las
cuales también se han reportado propiedades farmacoldgicas como anti-lipidémica y
antiinflamatoria, debido a la presencia de estatinas y otros metabolitos bioactivos. Sin
embargo, no todas las especies tienen estas propiedades y el potencial farmacologico
de cepas mexicanas no ha sido reportado. Es por ello que, en este estudio realizamos
el crecimiento biotecnolégico de Pleurotus ostreatus cepa CP-50, P. djamor cepa P-50
y P. agaves cepa P-52, utilizando un sustrato no convencional, con el objetivo de
evaluar la actividad antiinflamatoria de los metabolitos intracelulares y extracelulares,

en un modelo in vitro.

Los hongos fueron crecidos en medio de cultivo liqguido usando un sustrato no
convencional (BFL+C). Los pellets del cultivo fungico fueron separados por filtracion, la
biomasa fue liofilizada y el medio liquido fue utilizado directamente para la extraccion.
En estas condiciones de crecimiento, la produccion de biomasa seca fue 5.40, 4.94 y
4.27 g/L y la velocidad de crecimiento de 0.11, 0.13 y 0.10 horas-1, para P. ostreatus,
P. djamor y P. agaves, respectivamente. La biomasa seca y el medio liquido fueron
extraidos utilizando acetato de etilo como disolvente.

Los ensayos de citotoxicidad fueron realizados para determinar las
concentraciones seguras de los extractos, y se evalu6 el efecto en la produccion de
NO, TNF e IL-6 en macrofagos estimulados con LPS a diferentes concentraciones,
mediante la reaccion de Griess o ELISA. La activacion de NF-kB fue evaluada en los
macrofagos de la linea celular RAW-Blue™. Los resultados fueron comparados con las
células tratadas con indometacina. Finalmente, se realizé un perfil cromatogréfico y

analisis de RMN para comparar los metabolitos entre las diferentes cepas.

Nosotros observamos que el extracto del medio liquido (ELM) de las tres
especies fue citotdxico por arriba de los 50 pg/mL, mientras que el extracto del micelio
(EM) fue citotoxico por arriba de 25 pg/mL para P. ostreatus, y arriba de 50 pg/mL para
P. djamor y P. agaves. Por lo tanto, para los ensayos de actividad antiinflamatoria
utilizamos concentraciones menores a esas, donde el EM de las tres cepas tuvo mayor
efecto inhibitorio que ELM, en la produccion de mediadores pro-inflamatorios. En este
caso, las células tratadas con ELM de P. ostreatus y P. agaves redujeron la produccién

de NO, IL-6 y TNF a 50 pg/mL, pero los extractos de P. djamor no tuvieron efecto. Por
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otro lado, EM de las tres especies redujo la produccién de ON incluso a 3 pg/mL, y
para TNF a 125 y 25 ug/mL. Para IL-6 soOlo P. agaves redujo su secrecion.
Claramente, la activacion de NF-kB fue drasticamente inhibida con todas las cepas

evaluadas.

El perfil cromatogréfico de los extractos de acetato de etilo de P. ostreatus y P.
djamor mostraron mayor similitud que P. djamor y, el analisis preliminar de RMN sugirié
acidos grasos como metabolitos mayoritarios.

En conclusién, este trabajo confirmd el potencial uso de P. ostreatus como
fuente de metabolitos antiinflamatorios, y por primera vez para P. agaves.
Interesantemente, P. djamor presentd un diferente perfil metabdlico y tuvo menos

potencial antiinflamatorio.
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ABSTRACT

Species of the genus Pleurotus are known as edible mushrooms, but also it has been
reported to have pharmacological properties such as anti-lipidemic and anti-
inflammatory activities, associated to the presence of statins and other bioactive
metabolites. However, not all Pleurotus species has these activities, and the
pharmacological potential of Mexican strains has not been reported. Therefore, in this
study we perform the biotechnological growth of Pleurotus ostreatus strain CP-50, P.
djamor strain P-50 and P. agaves strain P-52, using a non-conventional source, with
the objective to evaluate the anti-inflammatory activity of intracellular and extracellular

secondary metabolites, in an in vitro model of macrophage activation.

The mushrooms were grown in liquid culture medium using a non-conventional
source (BFL+C). The pellets of the fungal culture were separated by filtration, the
biomass was lyophilized and the liquid medium was used directly for extraction. In this
conditions of growth, the production of dry biomass were 5.40, 4.94 and 4.27 g/L and
the speed of growth were 0.11, 0.13 and 0.10 hour™, for P. ostreatus, P. djamor and P.
agaves, respectively. The dry biomass and the liquid medium were extracted using

ethyl acetate as dissolvent.

Cytotoxic assay were conducted to determine the safe concentrations of the
extracts and the effect on NO, TNF e IL-6 production was evaluated in LPS-stimulated-
macrophages at different concentrations by Griess reaction or ELISA. The activation of
NF-kB was evaluated in the murine macrophage cell line RAW-Blue™. The results
were compared with the cells treated with indomethacin. Finally, a chromatographic
profile and RMN analyses were realized to compare metabolites between different

strains.

We observed that the extract obtained from liquid medium (LME) of the three
strains were cytotoxic over 50 pg/mL, while the mycelium extracts (ME) were toxic over
25 pg/mL for P. ostreatus, and over 50 pg/mL for P. djamor and P. agaves. Thus, we
used concentrations lesser of these concentrations for anti-inflammatory activity
assays, where the ME of the three strains had more inhibitory effect than LME on
production of the pro-inflammatory mediator In this case, the cells treated with LME
from P. ostreatus and P. agaves reduced production of NO, IL-6 and TNF to 50 pg/mL,

but extracts of P. djamor has not effect. By other hand, ME of the three strains reduced
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ON even at 3 pg/mL and TNF production at 12.5 y 25 pg/mL. For IL-6 only P. agaves
reduced their secretion. Notoriously, NF-kB activation was drastically inhibited with all
strains tested.

Chromatographic profile from ethyl acetate extracts of P. ostreatus and P.
agaves showed more similarity than P. djamor, and the preliminary RMN assay suggest
lipid acids as majority metabolites.

In conclusion, this study confirmed the potential use of P. ostreatus as source of
anti-inflammatory metabolites and for the first time for P. agaves. Interestingly, P.
djamor presented a different metabolic profile and has a lesser anti-inflammatory

potential.
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1. INTRODUCCION
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La inflamacién es un mecanismo esencial para la supervivencia de los organismos ante
diversos factores de agresion, como son agentes patégenos, exposicion a agentes
nocivos ambientales, o fisicos como el calor o la radiacion, por mencionar algunos. Sin
embargo, en algunas situaciones esta reaccién puede estar descontrolada y sin un
aparente beneficio para el organismo, causando dafio al mismo. La inflamacion ocurre
cuando el cuerpo sufre agresioén ya sea por microorganismos, trauma o una variedad

de agentes fisicos (GOmez-Estrada et al., 2011).

Ademas, en algunos procesos la inflamacion aguda puede generar dafio
severo, como la sepsis, 0 una respuesta que incapacitan al paciente, como el caso de
alergias y asma. Es por ello que existen diversos grupos de farmacos antiinflamatorios
capaces de actuar sobre las células diana, bloquear las diferentes vias de sefializacion
y mediadores del proceso inflamatorio. A pesar de que son efectivos, varios de ellos
presentan el inconveniente de mostrar efectos indeseables y es preciso reunir
esfuerzos para contar con alternativas en el tratamiento de la inflamacion que sean

menos toxicas al organismo.

La inflamacion esta involucrada en la patogénesis de diversas enfermedades
agudas y crénicas de origen autoinmune como la artritis reumatoide, enfermedades
neurodegenerativas, cancer y muchas mas. Esto puede asociarse con el hecho de que
varias enfermedades son resultado de una respuesta inflamatoria mal regulada, esto
es, cuando la inflamacién aguda no logra mitigar el estimulo nocivo o la misma
respuesta inflamatoria se autoperpetia. En esas circunstancias, el papel protector de la
inflamacién se vuelve perjudicial cuando la respuesta se hace excesiva en magnitud y
duracién (Okin & Medzhitov, 2012).

Por otro lado, los hongos desde hace miles de afios han formado parte de la
historia en la civilizacion humana, jugando un papel importante en su alimentacién, y
aungue menos conocido, por ciertas propiedades medicinales. Particularmente, las
especies de Pleurotus se ha sugerido que producen sustancias bioactivas que se han
utilizado para el tratamiento de varias enfermedades crénicas (Ajith y Janardhanan,
2007).

Por lo tanto, reconociendo que los hongos del género Pleurotus constituyen una
fuente de metabolitos de gran interés con propositos terapéuticos, en el presente

estudio, se pretende evaluar la actividad antiinflamatoria in vitro de los metabolitos
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intracelulares y extracelulares de tres especies de Pleurotus, dos de las cuales son

nativas de Morelos.
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2. ANTECEDENTES
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2.1. Inflamacién

La inflamaciébn se describe como un mecanismo de defensa del organismo en
respuesta al dafio causado a sus células y tejidos vascularizados por estimulos
exégenos o enddgenos, de cualquier naturaleza ya sea fisica, quimica, biolégica o
mecanica. Este proceso implica una serie de eventos moleculares, celulares y
vasculares muy heterogéneo, cuyo objetivo es liberar al organismo del agente causal y
restablecer la homeostasis del tejido. Usualmente estd acompafiada por los signos
clinicos conocidos como edema, rubor, calor, dolor espontaneo y pérdida de la funcion
tisular (Garcia Barreno, 2008; Okin & Medzhitov, 2012).

De acuerdo al tiempo de duracién la inflamacion puede clasificarse como aguda
o crénica, y dependiendo de su evolucion tanto la respuesta inmune innata como la
adaptativa estan involucradas (Abdullatif, 2016). La inflamacién aguda es la respuesta
a corto plazo que se produce frente a un agente nocivo y presenta una evolucion breve
que se caracteriza por vasodilatacion, pérdida de la vascularidad y la migracién de
leucocitos al sitio de la lesion para controlar la agresion y finalmente reparar el tejido
dafiado (Joydeb et al., 2012). En esta etapa la magnitud de la respuesta inflamatoria es
crucial, pues una respuesta no controlada puede llevar a un estado de choque, o bien
una resolucion inadecuada puede conducir a un estado crénico, donde la inflamacién
tiene mayor duracion y se caracteriza basicamente por la presencia de linfocitos y

macroéfagos, proliferacion de vasos sanguineos, fibrosis y necrosis tisular.

Cuando se ocasiona dafio al tejido, el sistema inmune se activa y desencadena
una serie de eventos relacionados con la respuesta inflamatoria. En este proceso se
muestran cuatro componentes principales que participan de manera organizada: a)
inductores inflamatorios (sefiales exdgenas o enddgenas, que informan del mal
funcionamiento del tejido); b) células sensoras (macréfagos residentes de tejido y
células cebadas, inductores que detectan receptores especificos y responden
produciendo mediadores inflamatorios); ¢) mediadores inflamatorios (actian en los
tejidos diana y alteran su estado funcional, promoviendo mas inductores o
eliminandolos); y, por ultimo, d) mecanismos de reparacion de tejido, cuya funcién

principal es la restauracion de la homeostasis del tejido (Okin y Medzhitov, 2012).

El sistema inmune innato es el principal mecanismo de defensa de nuestros

organismos e involucra la actividad de diversas células, incluidos los neutrdfilos,
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macroéfagos, las células cebadas y las células dendriticas, entre otras. Por otro lado, el
sistema inmune adaptativo implica la actividad de células més especializadas como las
células B y T, que son responsables de erradicar los patdgenos invasores mediante la
produccién de receptores y anticuerpos especificos.

2.1.1. Proceso inflamatorio

En las etapas tempranas de la inflamacion hay un incremento en el tamafio de los
vasos alrededor del foco inflamatorio, y la liberacion de liquido. Ante este evento,
distintas células son reclutadas al sitio lesionado, en primer lugar, los neutréfilos vy,
posteriormente, los macréfagos; es hasta varios dias después que llegan los linfocitos.
Los neutrdfilos liberan proteinas a través de un proceso de degranulacion, creando un
ambiente citotéxico que incluye especies reactivas de oxigeno y proteasas. A su vez,
los macréfagos son primordiales en el inicio del proceso de inflamacion, ya que poseen
receptores especificos capaces de reconocer elementos extrafios, y cuando eso
sucede producen citocinas como IL-18 y TNF que desencadenan la inflamacién y

promueven la produccion de mas mediadores quimicos (Noah et al., 2012).

Los mediadores quimicos a su vez alteran los estados funcionales de las
células, tejidos y oOrganos, de manera que permiten, primero su adaptacién v,
posteriormente la reparacion. Estas moléculas pertenecen a distintas clases quimicas
entre las que se encuentran aminas vasoactivas (histamina y serotonina), proteinas
(citocinas, factores de crecimiento, factores de complemento, anticuerpos vy
quimiocinas), especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, asi como mediadores lipidicos
(factores activadores de plaguetas, prostanoides, leucotrienos) (Gomez Estrada et al.,
2011).

En la etapa de resolucién de la inflamacion se lleva a cabo la eliminacion de los
agentes patdgenos, desechos pro-inflamatorios, macréfagos, la activacion de
receptores anti-inflamatorios y de reparacion que normalizan la homeostasis tisular.
Entre los principales factores que median la resolucion se incluyen IL-10, TGF-f y
mediadores lipidicos como lipoxinas, resolvinas y protectinas (Kowalewska et al.,
2010).
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2.1.2. Macrofagos

Los macréfagos son un componente principal del sistema de fagocitos mononucleares
que engloba un conjunto de células estrechamente relacionadas y originarias de la
médula 6sea, que incluyen monocitos sanguineos y macréfagos tisulares. Junto con
los neutrdéfilos constituyen el principal mecanismo de defensa del organismo frente a
agentes extrafios. Desde la sangre, los monocitos migran a varios tejidos y se
diferencian en macréfagos. En condiciones basales los macréfagos tienden a estar en
reposo pero cuando se presenta un estimulo, son capaces de proliferar o bien se
activan y pasan a ejercer funciones especificas. De lo contrario, en ausencia de
estimulos que los induzca a proliferar o activarse, los macr6fagos permanecen en
estado de reposo durante corto tiempo y luego mueren por procesos de apoptosis
(Varol et al., 2015).

Estas células poseen una gran diversidad de receptores de membrana que
reconocen cualquier tipo de agresion. Entre las sefiales que pueden activar a los
macrofagos se incluyen las citocinas (INF-y, GM-CSF y TNF), lipopolisacaridos
bacterianos, proteinas de la matriz extracelular, complejos antigeno-anticuerpo, entre

muchos otros (Oneissi Martinez et al., 2008).

2.1.2.1. Funcion de los macréfagos

Estas células desempefian un papel clave en la respuesta inmune ya que forman un
puente entre la respuesta inmune innata y la adquirida. En el contexto de inmunidad
innata, los macrofagos fagocitan y eliminan particulas extrafias como bacterias,
macromoléculas y células apoptéticas, impidiendo que éstas puedan verter su
contenido potencialmente téxico al medio extracelular y evitar posibles procesos
inflamatorios. Una vez que los macréfagos procesan el material fagocitado, presentan
el antigeno a los linfocitos T, donde se inicia el mecanismo de inmunidad adquirida,
gue implica la actividad de células mas especializadas, la cual finaliza con la
produccion de anticuerpos u otros mediadores especificos como IFN-y, IL-10, etc.
(Fujiwara & Kobayashi, 2005). Asimismo, los macréfagos pueden inducir la muerte
extracelular de microorganismos mediante la secrecion de enzimas, metabolitos
reactivos de oxigeno y nitrégeno e intermediarios del metabolismo lipidico, por ejemplo

prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos.

Pagina | 7



En la inflamacion, los macréfagos cumplen cuatro funciones principales: 1)
reconocimiento, fagocitosis y liberaciobn de moléculas pro-inflamatorias, como NO vy
citocinas, de las cuales TNF, IL-1B3 e IL-6 promueven el reclutamiento de otras células
inflamatorias en los puntos de inflamacién y son responsables en mayor parte de los
efectos sistémicos de la inflamacién; 2) presentacion del antigeno e
inmunomodulacion, en este caso los macréfagos procesan antigenos extrafios y los
presentan en su superficie para que puedan ser reconocidos por los linfocitos T y
promuevan su activaciéon, los cuales producirdn otros mediadores que, de manera
reciproca, activaran a su vez a los macréfagos aumentando su eficiencia en la
presentaciéon de antigeno; 3) regulacién negativa de la inflamacion a través de la

secrecion de IL-10, TGF-B y resolvinas y 4) reparacion de tejido (Labonte et al., 2014).

2.2. Agentes antiinflamatorios

La inflamacién que involucra el sistema inmune innato y adaptativo es una respuesta
autolimitada y normal, sin embargo, cuando se pierde su control y continua por
periodos largos, se desarrolla un proceso de inflamacion crénica que no sélo implica la
presencia de ciclos de retroalimentacion positiva, la generacién de destruccion tisular
(mas que su reparacion) y, eventualmente, esto puede llevar a la disfuncion tisular
(Garcia Barreno, 2008).

Se ha observado que la inflamacion crénica esta intimamente asociada con
enfermedades de alta morbilidad y mortalidad como las enfermedades metabdlicas, las
enfermedades neurodegenerativas, las enfermedades musculo-esqueléticas, las
enfermedades cardiovasculares y el cancer (Okin & Medzhitov, 2012). En éstas y en
otras enfermedades, la respuesta inflamatoria puede ocasionar mas dafio que las
causas de la enfermedad y sus efectos se generalizan, desembocando incluso en la
muerte del individuo (Garcia Barreno, 2008). Es por ello que actualmente existen una
amplia variedad de agentes antiinflamatorios para intentar regular de manera negativa
la respuesta inflamatoria, reduciendo el dolor, la inflamacion, la fiebre y limitando su

cronicidad.
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2.2.1. Antiinflamatorios no esteroideos (AINE)

Los AINEs constituyen uno de los grupos de farmacos mas prescritos a nivel mundial
en virtud de que tienen en comun un efecto antiinflamatorio, analgésico, antipirético vy,
para el caso del &cido acetilsalicilico, también cuenta con un efecto anti-agregante
plaquetario (Dinarello, 2010). La inhibicién de la enzima ciclooxigenasa (COX) es la
propiedad farmacoldgica fundamental de la mayoria de estos medicamentos ya que
bloquean la sintesis de prostaglandinas, las cuales funcionan como mediadores de la
respuesta inflamatoria (Ungprasert et al., 2016). Existen dos isoformas de la
ciclooxigenasa, las cuales son similares y ambas catalizan la sintesis de
prostaglandinas a partir del acido araquidénico. La diferencia mas importante entre
ellas es su patron de regulacion y expresion tisular: mientras que COX-1 esta
expresada constitutivamente bajo condiciones fisiolégicas normales en las células y
lleva a la produccion de bajos niveles de PGE, y regula la homeostasis, la COX-2 es
inducida por varios estimulos y es responsable de la produccion de una gran cantidad

de prostaglandinas en escenarios inflamatorios (Agarwal et al., 2009).

Los AINEs convencionales se han utilizado durante décadas en una gran
variedad de indicaciones terapéuticas, sin embargo, su utilidad se ha visto limitada por
la presencia de efectos adversos significativos en el tracto gastrointestinal, los cuales
incluyen lesiones en la mucosa, hemorragias, Ulceras, perforacion intestinal o
insuficiencia renal. Incluso algunos estudios indican que también pueden repercutir en
otros sistemas u 6rganos (Salido et al., 2001). Se ha sugerido que parte de estos
efectos adversos puede ser debido a la inhibicién de la isoforma COX-1, pues se cree
que la actividad antiinflamatoria de los AINEs estd dada por la inhibicibn de COX-2
(Agarwal et al., 2009)

Los inhibidores altamente selectivos de la COX-2 (coxib) son un subgrupo de
AINE de nueva generacion, utilizados como alternativas mas seguras a los AINE
convencionales. En su mayor parte, los inhibidores selectivos de COX-2 tienen efectos
secundarios gastrointestinales significativamente reducidos en comparacion con los
inhibidores de la COX-1. Sin embargo, en el caso del rofecoxib, se encontré que su
consumo a largo plazo causaba efectos adversos cardiovasculares, razén por la cual

fue retirado voluntariamente del mercado. Originalmente se asumié que el uso crénico
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de inhibidores coxibs se asociaba con un aumento de eventos cardiovasculares y
cerebrovasculares, posiblemente porque afectan la produccion de prostaciclina (PGl,)
en células endoteliales, un inhibidor de la agregacién plaquetaria (Dinarello, 2010;
Ungprasert et al., 2016). Sin embargo en el 2017, la FDA reconocié que también los
inhibidores no selectivos de COX-2 presentan este potencial de asociarse a eventos

cerebrovasculares.

2.2.2. Antiinflamatorios esteroideos o glucocorticoides

Los glucocorticoides son un grupo de farmacos que incluyen formas sintéticas
derivadas del cortisol o hidrocortisona, y son ampliamente utilizados en el tratamiento
de muchas enfermedades inflamatorias, principalmente enfermedades crénicas como

el asma, osteoartritis y enfermedades autoinmunes (Gomez-Estrada et al., 2011).

Los glucocorticoides ejercen su efecto farmacologico al entrar a la célula y
unirse al receptor esteroide citoplasmatico. A continuacién, este complejo se transloca
al nucleo donde se une a secuencias especificas del ADN dentro de las regiones
promotoras de genes blanco y compitiendo con factores de transcripcion, como AP-1y
NF-kB, los cuales incrementan la expresién de genes que codifican citocinas pro-
inflamatorias. Los glucocorticoides también suprimen la expresiébn de genes que
codifican factores de crecimiento de células T, tales como IL-2, IL-4, IL-15 e IL-17 asi
como INF-y. También reducen la expresion de genes que codifican las enzimas COX-2
y Oxido nitrico sintasa, y la molécula de adhesion intracelular ICAM-1, las cuales se
inducen normalmente por citocinas IL-1p y TNF. Por otro lado, los glucocorticoides
también incrementan la expresion de genes que codifican moléculas antiinflamatorias

como la citocina IL-10 (Dinarello, 2010).

2.2.3. Antiinflamatorios biologicos

A todo lo largo del proceso inflamatorio, existen citocinas pro-inflamatorias que
desempenfian un papel central en la orquestacién de los eventos humorales y celulares.
Por eso, desde hace casi 20 afios se han desarrollado medicamentos biotecnoldgicos
conocidos como terapias anti-citocinas en el tratamiento selectivo de la inflamacién,

limitando de esa manera la actividad de citocinas especificas o sus receptores y, por lo
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tanto, inhibiendo sus efectos —en la activacién, proliferacion, diferenciacién y trafico de
linfocitos hacia los tejidos. Al bloquear la actividad de citocinas pro-inflamatorias como
IL-1B, TNF, IL-6, IL-12, IL-23 e IL-17, se reduce la inflamacion y se suprimen las vias
principales del proceso inflamatorio y afectando tanto la inmunidad innata como
adaptativa (Dinarello, 2010; van de Veerdonk et al., 2009). Asimismo también se han
utilizado antagonistas de receptores de quimiocinas para tratar la enfermedad de

Crohn, una enfermedad inflamatoria intestinal autoinmune (Proudfoot et al,, 2010).

Las terapias anti-citocinas han tenido un gran impacto en el tratamiento de
enfermedades autoinmunes, inflamatorias -como la artritis reumatoide, enfermedad
inflamatoria intestinal, psoriasis, esclerosis multiple, asi como en los diferentes tipos de
cancer. Aunque se ha demostrado que las terapias anti-citocinas parecen no ocasionar
un incremento en la susceptibilidad a infecciones, desde su inicio se tiene cierta

reserva a su empleo en pacientes con infecciones latentes como TB, SIDA y hepatitis.

2.2.4. Otros posibles agentes antiinflamatorios

Las estatinas fueron desarrolladas en principio para reducir la sintesis endégena de
colesterol en pacientes con alto riesgo de infarto al miocardio y donde se observan
niveles elevados de lipoproteinas de baja densidad, por lo cual representan los
farmacos de primera eleccién en el tratamiento de dislipidemias (Almuti et al., 2006). El
mecanismo de accion es a través de la inhibicion competitiva de la enzima 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A reductasa (HMG-CoA). Sin embargo, las estatinas no solo
inhiben la sintesis de colesterol, sino también la produccién de mevalonato y con ello
un nimero importante de intermediarios isoprenoides, necesarios para la produccion
de moléculas y complejos de sefalizacion intracelular, que estan involucradas en la
expresion de citocinas pro-inflamatorias, la modulacién en la generacion de especies
reactivas de oxigeno, la proliferacion celular, apoptosis y adhesion celular
(Antonopoulus et al.,, 2012; Tousoulis et al.,2014). Asimismo, hay evidencias que
sugieren que las estatinas disminuyen la expresion de moléculas del complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC) de clase Il pero no afectan al MHC de clase |. También
las estatinas se unen a un uUnico sitio alostérico en la integrina B2 conocida como
antigeno-1 asociado a la funcién de los linfocitos (LFA-1), que participa en muchos
procesos inflamatorios, sin embargo, el efecto antiinflamatorio ocasionado por la union
a LFA- es independiente de la inhibicion de HMG-CoA reductasa. En estudios in vitro,

las estatinas se ha evidenciado que reducen la produccién de citocinas y la expresion
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de moléculas de adhesién endotelial. Por otro lado, varios estudios muestran una
reduccion de la severidad de la enfermedad en animales tratados con estatinas y que
padecen una variedad de afecciones inflamatorias que incluyen colitis, uveitis,
encefalitis alérgica experimental miocarditis, sepsis letal, rechazo de aloinjerto y asma
(Dinarello, 2010; Abeles y Pillinger, 2006).

2.3. Hongos: fuente de compuestos antiinflamatorios

Los hongos son un grupo muy diverso de organismos tanto microscépicos como
macroscopicos. A nivel mundial, se calculan alrededor de 700 especies de hongos con
posibles propiedades medicinales (Chang & Wasser, 2012), de las cuales se han
documentado diversas actividades con capacidad antioxidante, antihiperlipidémica,
antibacteriana, antiviral, reguladora del sistema cardiovascular, antiinflamatoria,

anticancerigena e inmunomoduladora (Suarez y Jeannette, 2013; Chang, 2008).

Por su parte, los macrohongos tienen gran valor nutricional ya que son ricos en
carbohidratos, proteinas, aminoacidos y vitaminas; Sin embargo, también son ricos en
muchos metabolitos bioactivos de alto valor medicinal (Elsayed, 2014), de los cuales se
estima se han aislado y elucidado unas 140 mil estructuras en los Ultimos afios
(Zaidman et al., 2005). Por otra parte, se estima que los productos medicinales de
hongos que derivan del cuerpo fructifero representan el 80 y 85% del total, y son
obtenidos de cultivos comerciales o recolectados de su hébitat natural. Sélo el 15% de
los productos con propiedades medicinales se basan en extractos de micelio y un

pequefio porcentaje se obtiene de filtrados de cultivo (Lindequist et al., 2005).

Los efectos antiinflamatorios observados por extractos de los hongos se
atribuye a una diversidad de compuestos quimicos que han sido aislados y purificados
de diferentes especies, por ejemplo Ganoderma lucidum, un hongo utilizado en la
medicina China; Phellinus linteus que se utiliza en la medicina tradicional de las
culturas de Asia Oriental, y las especies comestibles de Pleurotus pulmonarius y
Grifola frondosa (Lindequist et al., 2005). Ademas se ha reportado que los extractos
acuosos, metandlico, etandlico y de acetato de etilo de diversos hongos muestran una
disminucion significativa en la actividad de mediadores inflamatorios como el éxido
nitrico, las citocinas y prostaglandinas, inhibiendo algunas funciones de los macrofagos

y reduciendo las células inflamatorias (Taofig et al., 2016).

Pagina | 12



2.3.1. Género Pleurotus

Los hongos de éste género se encuentran ampliamente distribuidos a nivel mundial e
incluyen especies comestibles de gran valor econdmico en muchos paises. Son
organismos degradadores de madera que crecen en partes vivas o muertas en forma
de repisa, y los cuerpos fructiferos son generalmente gregarios, aunque también

solitarios. Pertenecen a la siguiente clasificacion taxonémica:

Reino Fungi
Division Basidiomycota
Subdivision Agaricomycotina
Clase Agaricomycetes
Subclase Agaricomycetidae
Orden Agaricales
Familia Pleurotaceae

Género Pleurotus

Sus especies se caracterizan por la presencia de un pileo liso convexo, casi
siempre en forma de ostra o0 concha y pueden presentar escamas hacia el centro o en
la base; llegando a medir entre 5y 12 cm de didmetro. El color es muy variable segun
la especie. Sus laminillas son decurrentes, unidas en la base, anchas, blancas y
algunas veces amarillas. Presentan un estipite corto, excéntrico, engrosado
gradualmente hacia el pileo, aunque en ocasiones no se presenta; puede medir
alrededor de 2 cm de largo, de color blanquecino y de contexto blanco (Guzman, 2000;

Sanchez y Royse, 2001).

En México la diversidad de Pleurotus esta representada por seis especies: P.
ostreatus, P. pulmonarius, P. agaves, P. levis, P. smithii y P. djamor (Huerta et al.,
2010). De acuerdo a la region y el tipo de arbol donde crecen, se les conoce

” W ” o« ”

popularmente como “orejas blancas”, “orejas de cazahuate”, “hongo de copal”, “hongo

de maguey”, “hongo de zompantle”, “hongo de nopal’, por mencionar algunos (Gaitan-
Hernandez et al., 2006; Tello et al., 2012).
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2.3.1.1. Pleurotus ostreatus (Jacg.) P. Kumm.

Se distribuye principalmente en regiones templadas a frias y subtropicales de todo el
mundo. Los cuerpos fructiferos son carnosos, y aunque en ocasiones llega a
confundirse con Pleurotus djamor, se pueden apreciar diferencias en la coloracién del
sombrero que va de blanco a café grisaceo y en las esporas en masa, que llegan a ser

de color lila a gris (Figura 1).

Pleurotus ostreatus es una especie rica en polisacaridos de estructura molecular
compleja, con unidades de (1,3)-B-D-glucanos, lineales y ramificados, reportados con
actividad antitumoral (Ayala Sanchez et al.,, 2016). De P. ostreatus se ha aislado el
pleuran, un polimero con cadenas de enlaces glicosidicos B-1-3 y $-1-6, con actividad
antiinflamatoria (Figura 2) (Nosalova et al., 2001); mevinolin, un polisacérido con
propiedad antihiperlipidémica, asi como también la lovastatina que presenta el mismo

efecto (Figura 2).

Figura 1. Cuerpo fructifero de Pleurotus ostreatus.
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Figura 2. Compuestos aislados de Pleurotus ostreatus con actividad biolégica. a) lovastatina
aislada del cuerpo fructifero, y b) estructura monomeérica del polimero pleuran.

2.3.1.2. Pleurotus djamor (Rumph. ex Fr.) Boedijn

Es un hongo con distribucion pantropical que crece de manera natural sobre tocones
de arboles en proceso de descomposicion, para México cominmente en arboles de
Ipomoea spp. “cazahuate”. Crece generalmente en grandes conjuntos en forma de
repisas, de fructificaciones carnosas y blanquecinas cuando jovenes, y parduzcas al
madurar. Pleurotus djamor puede crecer en zonas tropicales y templadas, y su
plasticidad fenotipica puede verse reflejada en las diferencias en el color del sombrero
y el estipite, habiendo cuerpos fructiferos desde blancos hasta rosa-anaranjado,
caracteristicas que varian dependiendo del sustrato donde crecen, altitud y clima
(Menolli et al., 2010; Tello et al.,, 2012) (Figura 3).

De Pleurotus djamor se han aislado compuestos de tipo esteroles principalmente, que
presentan actividad antioxidante: Colest-3-3-ol, ergostan-3-p-ol, estigmast-24(28)-en-3-
B-ol, estigmast-28-en-3-3-ol, por mencionar algunos (Guzman et al, 2009). En la Figura
4 se puede observar uno de los compuestos aislados del cuerpo fructifero, el cual se

ha reportado como novedoso de esta especie.
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Figura 3. Cuerpo fructifero de Pleurotus djamor.

CH;
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Figura 4. Estructura del compuesto esteroidal estigmast-24 (28)-en-33-ol, de Pleurotus
djamor.

2.3.1.3. Pleurotus agaves

Es una especie endémica de México que se distribuye en todo el Altiplano Mexicano
(Martinez-Carrera et al.,, 2014), principalmente en regiones templadas a frias,
creciendo en sustratos especificos de “Agave spp.”. En Morelos se encuentra
creciendo por arriba de los 2800 msnm, sobre pencas de “maguey” Agave spp. (Figura
5). A diferencia de la mayoria de las especies de Pleurotus, P. agaves presenta un
estipite largo de color café-vino, aterciopelado en la base con laminas delgadas,

decurrentes muy juntas entre si y un pileo liso con escamas ligeramente coloreadas,
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de forma petaloide; los cuerpos fructiferos son blanquecinos a ligeramente amarillos y
generalmente crecen de forma solitaria (Gémez-Velazquez, 2015).

Figura 5. a) Cuerpo fructifero de Pleurotus agaves, y b) creciendo sobre Agave sp.

2.3.2. Propiedades farmacolégicas de Pleurotus

Las especies de Pleurotus no so6lo son importantes nutricionalmente, también han sido
objeto de investigacion con fines medicinales desde hace varios afios. Los hongos de
este género son ricas fuentes de metabolitos bioactivos con capacidad de modular la
respuesta inmune y presentan actividad hipoglucémica y antitrombotica (Chirinang e
Intarapichet, 2009). Otros estudios han reportado que algunos metabolitos reducen la
presion arterial, el colesterol sanguineo, muestran accion antitumoral (Choi et al. 2004;
Dalonso et al. 2009), actividad antioxidante (Poucheret et al. 2006, Ajith y Janardhanan
2007, Calabrese et al. 2009), antiinflamatoria (Jose et al. 2004) e inclusive,

antimicrobiana y antiviral (Paul et al., 2017).

Los estudios farmacolégicos de este género de hongos se han realizado a partir
del cuerpo fructifero, del micelio o del medio de cultivo agotado, ya sea en forma de
extractos o de compuestos aislados como fendlicos, polipéptidos, terpenos y esteroles,
polisacaridos, entre otros (Kim et al.,, 2009). Entre estos metabolitos, los mas
estudiados son los polisacaridos, obtenidos del cuerpos fructiferos y micelio de varias
especies como P. ostreatus, P. sajor-caju y P. citrinopileatus, por mencionar algunas
(Dalonso et al., 2009; Paul et al., 2017).
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Algunas especies de Pleurotus producen metabolitos que reducen el riesgo de
enfermedades cardiovasculares, como la guanida (Badole et al., 2007), una sustancia
hipoglicémica que se usa en las medicinas orales antidiabéticas, y la lovastatina, cuyo
derivado semisintético, la simvastatina, es el farmaco hipocolesterolémico mas vendido
(Demain y Sanchez, 2009). Las principales especies reportadas como fuentes de
lovastatina incluyen a P. ostreatus, P. saca, P. sapidius y P. pulmonarius (Gunde-
Cimerman et al.,, 1993). En este caso, la lovastatina se ha obtenido a partir de los
cuerpos fructiferos o del cultivo in vitro, ya sea en el micelio o en el acimulo en el caldo

de cultivo (Gunde-Cimerman y Cimerman, 1995).

En la siguiente Tabla 1 se recopilan las especies de Pleurotus estudiadas
farmacol6gicamente, describiendo los compuestos activos aislados o extractos, asi

como las propiedades que se les atribuyen.
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Tabla 1. Compuestos bioactivos y de uso terapéutico de Pleurotus spp. (tomado de

Paul et al., 2017).

Especie

Compuesto activo

Propiedades

Referencia

P. ostreatus

P. ostreatus var.
florida

P. pulmonarius

P. citrinopileatus

Polisacarido-
proteina

Polisacarido
(2.4x10% Da

B-glucano con (1,3)
y (1.6)

Extracto de
proteina
Ribonucleasa
Lectin dimérico
Fraccién
proteoglicano
(acuoso soluble)

Extracto crudo

Extracto hexano-
dicloro-metano
Extracto de acetona
Extracto metandélico

Mevinolin

Extracto metandélico

Extracto de
polisacaridos

Polisacaridos con
enlaces a- y -

B- glucano

Proteina de
extracto acuoso
caliente

Extracto de acetona

Proteina funcional
(PCP-3A)

Poliscéaridos
acuosos solubles

Lectina

Actividad antialérgica
y contra la infeccion
de vias respiratorias

Antiviral
Antitumoral

Inmunomodulador y
anticancerigena

Antibacteriana

Anticancerigeno
Antioxidante
Actividad antihiper-
lipidémica

Inhibe mutagenicidad

Actividad
antiinflamatoria

Inhibe la
carcinogénesis
asociada a colitis en
ratones

Antiviral, inhibe la
actividad transcriptasa
reversa 1 del VIH

Actividad
anticancerigenay
antitumoral

Inhibe la proliferacién
de células U937 de
leucemia

Actividad
antihiperglicémica y
disminuye el nivel de
glucosa en sangre en
ratas diabéticas

Actividad antitumoral

Facchini et al., 2014
Sun et al., 2009

Sapena et al., 2015
Jesenak et al., 2013
Wu et al., 2011
Nomura et al., 2000
Wang et al., 2000
Sarangi et al., 2006

Gerasimenya et al.,
2002

Okamoto et al.,
2005

Akanni et al., 2010
Yang et al., 2002

Hossain et al., 2003
Lakshmi et al., 2004

Lavi et al., 2010

Jose et al., 2002
Adebayo et al.,
2012

Lavi et al., 2010

Wang and Ng. 2007
Patel et al., 2012

Akanni et al., 2010

Chen et al., 2009

Wang et al., 2005
Hu et al., 2006

Li et al., 2008
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Tabla 1. Compuestos bioactivos y de uso terapéutico de Pleurotus spp. (continuacion)

Especie Compuesto activo  Propiedades Referencia
Estimula la
P. florida Glucanos fagocitosis de Rout et al., 2005
macrofagos in vitro
- . Actividad Maiti et al., 2008
Fraccion proteica antiproliferativa.
Lectina Rana et al., 2012
Actividad
Extracto metandlico antiplaquetaria 'y Jose etal., 2004
antiinflamatoria
. . Polisacaridos- . -
P. sajor-caju proteina Antitumoral Facchini et al., 2014
Ribonucleasa Antimicrobiana Negi and Ng. 2004
Extracto acuoso . Patel et al., 2012
caliente Antiviral
P. eryngii Ubiquinona-9 Bae et al., 2009
Pleurona Lee et al., 2011
_— Actividad
Eringina antibacteriana Wang et al., 2004
Actividad
Extracto etanélico antiinflamatoria y Sano et al.,2002
antialérgica
Polisacaridos Actividad
acuosos solubles antioxidante Chen et al., 2012
. B- glucanos - Zhang et al., 2003,
P. tuber-regium sulfatados Antiviral 2004
Polisacarido Antitumoral Zhang et al., 2001

Zhang et al., 2004

P. cornucopiae

Lacasa (mol wt. 66
kDa)

Extracto de acetona

Antitumoral y
antiviral

Inhibe crecimiento e
induce apoptosis de
células HL60

Wong et al., 2010

Takei et al., 2005

P. ferulae

Extracto etandlico

Reduce colesterol
total en plasma, LDL,
triglicéridos, etc.

Alam et al., 2011

Polisacarido de

P.geesteranus  gyiracto acuoso Qr?ttilt\:/gjnat:deri ena Zhang et al., 2011
caliente 9
Actividad

P. nebrodensis

Hemolisina

Extracto acuoso y
finas particulas
secas

anticancerigena y
antiviral

Actividad
antihipertensiva

Lv et al., 2009

Miyazawa et al.,2003
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Tabla 1. Compuestos bioactivos y de uso terapéutico de Pleurotus spp. (continuacion)

Especie Compuesto activo  Propiedades Referencia
P. cystidiosus Extracto metandlico  Antioxidante Yang et al., 2002
. . Disminuye la presion :
Fraccion proteica sanguinea Ching et al., 2011
Reduce fosfolipidos
Z.isslljrgoneostra— totales, lipidos y Yoon et al., 2012
LDL/HDL
- Actividad Ramkumar et al.,
P. eous Extracto metandlico antioxidante 2010
Lectina Antitumoral Mahajan et al., 2002
P. abalonus Polisacarido-péptido Li et al., 2007
: Polisacéaridos :
P. djamor precipitados Antitumoral Borges et al., 2013
P. floridanus Extracto acuoso y Antibacteriana Das et al., 2012

etanolico 70%

2.3.2.1. Actividad antiinflamatoria de Pleurotus

Estudios han evidenciado que el empleo de extractos o moléculas aisladas de algunas
especies de Pleurotus redujeron la inflamacion aguda y crénica en modelos in vivo e in
vitro. Por ejemplo, se reporté que los extractos metanodlicos del cuerpo fructifero de
Pleurotus pulmonarius y P. florida ocasionaron la disminucién del edema inducido en
ratones (Smiderle et al., 2008; Jose et al., 2004). Por otro lado, se reporté que una
glicoproteina aislada del cuerpo fructifero de P. citrinopileatus, inhibié los mediadores
pro-inflamatorios tales como INOS y NF-kB en las células RAW 264.7 (Chen et al.,
2011). En congruencia con esto, el extracto del cuerpo fructifero de P. eryngii y el
pleuran, un polisacéarido aislado de P. ostreatus, también se encontré6 que poseen

actividad antiinflamatoria (Sano et al., 2002; Nosal'ova et al., 2001).

2.4. Produccién de Pleurotus

El cultivo de Pleurotus se ha desarrollado con la finalidad de cubrir las demandas
alimentarias de la poblacion al estar disponible en cualquier época del afio; de lo
contrario la obtencion de cuerpos fructiferos de manera silvestre no alcanzaria para
satisfacer dichas necesidades debido a que su presencia so6lo es en época de lluvias.
Se estima que la produccion nacional en el afio 2014, fue alrededor de 63,374

toneladas de hongos frescos (Martinez-Carrera y Ramirez Juarez, 2016). En este
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contexto, el cultivo en estado sélido ha sido el método més utilizado para la produccién
de cuerpos fructiferos. Por otro lado, gracias a las propiedades nutritivas y medicinales
gue parece poseer este hongo, su estudio se ha diversificado impulsando a la
investigacion en incrementar la productividad a través de otros métodos de crecimiento
como el cultivo sumergido para la produccion de biomasa micelial y metabolitos
bioactivos (Gregori et al., 2007).

2.4.1. Cultivo en estado sélido o FES (fermentacién en estado solido)

La fermentacién en estado sélido se define como cualquier proceso de fermentacion
desarrollado en materiales no solubles y empleando un soporte sélido que puede ser
en este caso un sustrato inerte natural o sintético (Figura 6). El uso de los recursos
naturales como materiales lignocelulésicos, especialmente de la industria alimentaria,
como sustratos de crecimiento para el cultivo de hongos es el enfoque mas
prometedor, ya que tales residuos son ricos en azlcares y otros compuestos Utiles,
que son facilmente metabolizados por hongos. Sin embargo, el uso de sustratos
lignocelulésicos podria hacer que el proceso de purificacion de productos sea mas
dificil. Por esta razén, esta técnica de cultivo seria mas apropiada para la colonizacién

de sustrato de crecimiento de micelio del hongo (Gregori et al., 2007).

Para el caso de Pleurotus, su cultivo en estado sélido se ha incrementado
debido a la facilidad que presenta, su alto potencial de rendimiento y alto valor
nutricional. En el Centro de Investigaciones Bioldgicas (CIB) de la Universidad
Auténoma del Estado de Morelos (UAEM), el cultivo de Pleurotus ha sido un proceso
continuo en el que han participado estudiantes y poblacién en general a través del
trabajo cientifico desarrollado y la capacitacién del cultivo de Pleurotus spp. mediante
cursos Y talleres. Poco después de la creacion del cepario de hongos del CIB-UAEM
en el afo 1986, el grupo del Laboratorio de Micologia ha trabajado constantemente con
diversas cepas extranjeras y silvestres de diferentes regiones del estado de Morelos,
empleando diferentes sustratos para el crecimiento en cultivo sélido y en medio liquido.
Entre las especies que han sido cultivadas corresponden a Pleurotus ostreatus, P.

djamor, Pleurotus sp. y, recientemente P. agaves.
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Figura 6. Cultivo sélido de Pleurotus ostreatus.

2.4.2. Cultivo sumergido o FEL (fermentacion en estado liquido)

Esta técnica es la mas utilizada en la industria debido a que es sencilla, pueden
controlarse muchas mas variables que la FES y el producto final es mucho mas facil de
recuperar. La fermentacion en cultivo sumergido requiere de una solucién nutritiva en
la que los organismos se desarrollan flotando en el medio de cultivo (Figura 7) y en el
caso de los hongos, éstos forman pequefias esferas de micelio denominadas “pellets”
cuando hay agitacién, de lo contrario sélo crecen en la superficie (Suarez y Jeannette,
2013). En este tipo de cultivo el desarrollo del organismo se presenta de una forma
tipica, dando origen a una fase de latencia, una de crecimiento (fase logaritmica), una
fase estacionaria y la Gltima, de muerte. Ademéas la FEL puede darse de manera
continua, por lote, cuando el suministro de los nutrientes se realiza en una sola
ocasion; o alimentada (método discontinuo), de acuerdo a la entrada y salida tanto del
sustrato como del producto.

La fermentacion por cultivo sumergido se ha desarrollado para la propagacion
de micelio de una variedad de hongos entre ellos los del género Pleurotus, con
diferentes aplicaciones tales como produccién de indculo liquido para la produccién de
cuerpos fructiferos, y para la obtencion de biomasa para alimento, suplementos

dietarios y de aplicaciéon farmacéutica (Suarez y Jeannette, 2013).
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Figura 7. Cultivo sumergido de Pleurotus ostreatus utilizando un bioreactor “air-lift”.

A pesar de que el cultivo de Pleurotus en FES es un procedimiento simple que
no involucra equipo sofisticado, el cultivo a gran escala resulta mas laborioso debido al
trabajo continuo y los largos periodos de incubacion; su produccién depende en parte
de las condiciones ambientales, lo que implica variacion de la produccion en cada lote
(Gregori et al., 2007). Por otro lado, la FES no permite obtener los bioactivos en breves
periodos de tiempo a diferencia de la FEL, el cual ofrece la posibilidad de obtener una
alta produccién de biomasa en un espacio compacto, menor tiempo (dias) y con pocos

problemas de contaminacion (Chegwin et al., 2012).

Por lo tanto, el cultivo sumergido fue la opcién ideal para lograr la propagacion
del micelio de Pleurotus por la facilidad en el manejo de sus variables, para obtener un
producto homogéneo y un aumento en la produccion de sus metabolitos. Cabe
mencionar que dichos compuestos se encuentran tanto en el micelio como en el medio
agotado (Paul et al., 2017), lo que proporciona un mayor valor al empleo de la
fermentacion en estado liquido, para la produccion de macrohongos de Pleurotus.
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3. JUSTIFICACION
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En México, como en muchos otros paises, se contabilizan serios problemas de salud
que se asocian cada vez mas con un grado de inflamacién crénica como el céncer,
sindrome metabdlico, diabetes, enfermedades cardiovasculares, por mencionar
algunas. Ante esta problemética, se han desarrollado diversos agentes farmacologicos
para inhibir o controlar la inflamacién. No obstante, el consumo de los agentes
antiinflamatorios ha presentado efectos indeseables diversos, que van desde efectos
menores hasta severos al organismo, a tal grado que algunos han sido retirados del
mercado. Por otro lado, los medicamentos bioldgicos quizas son mas eficientes para el
manejo de inflamacion pero significan precios muy elevados para que pueda ser una
opcién para la poblacién general, sobre todo en paises en vias de desarrollo como el
nuestro. Por lo tanto, contindia siendo un desafio el desarrollar agentes mas efectivos,
con menos efectos adversos y de precios accesibles para tratar los signos y sintomas

de la inflamacion.

Por otra parte, los hongos constituyen un recurso natural utilizado durante afos
en la medicina tradicional. En particular, los hongos comestibles de Pleurotus, han
mostrado ser una fuente de compuestos de amplia actividad biol6gica. A pesar de los
esfuerzos, son pocos los estudios que se han realizado para evaluar sus propiedades
antiinflamatorias y, para el caso de especies mexicanas, su potencial farmacolégico no

ha sido reportado.

En este sentido, en el presente proyecto se pretende estudiar tres cepas de
Pleurotus, de las cuales P. djamor y P. agaves son especies mexicanas, y P. ostreatus
una especie de la cual se ha reportado que produce metabolitos con propiedades
farmacoldgicas. El estudio iniciarAd desde el establecimiento de las condiciones de
crecimiento biotecnolégico, para la produccion de metabolitos biolégicamente activos y,
continuara con la preparaciéon de extractos, y por ultimo, la evaluaciéon en modelos in
vitro, para evidenciar su potencial actividad antiinflamatoria. Para ello, se pretende
evaluar el efecto de los metabolitos en un modelo in vitro utilizando macréfagos murino
estimulados con lipopolisacaridos. Debido a que los macrofagos producen una amplia
gama de moléculas biol6gicamente activas involucradas en el proceso inflamatorio,

representan un blanco terapéutico en el tratamiento de procesos inflamatorios.
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4. HIPOTESIS
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Los extractos obtenidos a partir de cultivos sumergidos de Pleurotus ostreatus,
Pleurotus djamor y Pleurotus agaves (biomasa y medio agotado) seran capaces de

inhibir la activacion pro-inflamatoria de macréfagos tratados con LPS.
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5. OBJETIVOS
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5.1. Objetivo General

Evaluar la actividad antiinflamatoria in vitro de extractos obtenidos del cultivo liquido de
Pleurotus ostreatus, Pleurotus djamor y Pleurotus agaves, en macréfagos activados
por LPS.

5.2. Objetivos Particulares

e Establecer las condiciones de cultivo para la obtencion de biomasa y productos
del agotamiento del medio de cultivo de Pleurotus spp.

e Determinar si los extractos obtenidos presentan efecto citotdxico y establecer
los valores de concentracién que no induzcan muerte celular.

o Evaluar el efecto de los extractos sobre la produccion de 6xido nitrico (NO), de
las citocinas TNF, IL-6 e IL-1B y la activacion del factor NF-kB en macrofagos
RAW estimulados con LPS.

¢ Identificar los principales componentes presentes en los extractos del medio de

cultivo de Pleurotus spp.) por medio de Resonancia Magnética Nuclear.
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6. MATERIALES Y METODOS
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6.1. Disefio experimental
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6.2. Material fingico

Los recursos genéticos fungicos se encuentran almacenados en el cepario COBIOCH-
UAEMor del Laboratorio de Micologia del Centro de Investigaciones Biologicas (CIB)
de la Universidad Auténoma del Estado de Morelos (UAEM), con clave CP-50:
Pleurotus ostreatus (Jacg.) P. Kumm; COBIOCHUAEMor P-50: Pleurotus djamor
(Rumph. ex Fr.) Boedijn, y COBIOCHUAEMor P-52: Pleurotus agaves (Figura 8). La
preservacion de las cepas y la etapa del cultivo sumergido se realizaron en las
instalaciones del Laboratorio de Micologia-CIB bajo la direccion del Dr. Isaac Tello
Salgado.

Figura 8. Germoplasma de a) Pleurotus ostreatus (CP-50), b) P. djamor (P-50) y c) P. agaves
(P-52).

6.3. Activacion de las cepas

Las cepas fueron crecidas en medio de cultivo soélido, preparado de la siguiente
manera: para 500 mL de medio se adicionaron a un matraz 15 g de extracto de malta,
10 g de cereal molido, 8 g de agar y se afordé a 500 mL con agua destilada. La solucion
para cultivo fue esterilizada en autoclave por 20 minutos a temperatura de 121°C y 15
libras de presion, se dejd enfriar y se vacié en cajas de Petri. Transcurridas 24 horas,
las cajas fueron sembradas con fragmentos de micelio del hongo, mantenidas a

temperatura ambiente y mediante resiembras continuas.
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6.4. Crecimiento en cultivo liquido

6.4.1. Medio de cultivo complejo

El medio de cultivo liquido, buffer de fosfatos liquido més cereal (BFL+C) se preparé de
la siguiente manera: 8.28 g de fosfato de sodio monobasico 60 mM (NaH,PO,4-H,0) y
4.25 g de fosfato de sodio dibdsico 60 mM (Na,HPO,) fueron disueltos en 1000 mL y
500 mL de agua destilada, respectivamente. La soluciéon de fosfato de sodio
monobasico fue ajustada a un pH final de 6.0, agregando poco a poco la solucién de
fosfato de sodio dibasico. Finalmente, por cada litro de BFL preparado con pH 6.0, se
adicionaron 10 g de cereal molido y la solucion se esterilizé6 a temperatura de 121°C y

15 libras de presion, durante 20 minutos.

6.4.2. Medio de cultivo simplificado

A partir del medio de cultivo complejo se obtuvo un medio simplificado, como lo reporta
Nufiez Urquiza (2017) en su tesis de Maestria. El medio complejo se dej6 enfriar unas
horas y se filtr6 para eliminar las particulas no disueltas. Se llenaron matraces
Erlenmeyer con el medio simplificado y se esterilizaron nuevamente bajo las mismas

condiciones, para ser inoculados posteriormente con el hongo.

6.4.3. Preparacion del in6culo

Para preparar el in6culo del hongo, fragmentos de 0.5 cm de didmetro de micelio y
agar fueron transferidos a matraces Erlenmeyer de 100 mL que contenian 50 mL del
medio de cultivo simplificado BFL+C, y puestos en agitaciéon a 210 rpm a temperatura

ambiente durante 5-7 dias.

Los cultivos para la produccion de biomasa se realizaron en matraces
Erlenmeyer de 1000 mL con 600 mL del medio de cultivo simplificado BFL+C y 5% del
indculo. Los matraces fueron puestos en agitacion a 210 rpm a temperatura ambiente

durante un periodo aproximado de 10 dias.
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6.5. Cinética de crecimiento en medio liquido

Se determind la cinética de crecimiento de cada una de las especies estudiadas
durante un periodo de 10 dias, y en ensayos por triplicado. Las cinéticas se realizaron
en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL del medio de cultivo BFL+C, en
agitacion constante de 210 rpm y a temperatura ambiente. Los matraces fueron

seleccionados al azar cada tercer dia, hasta completar 10 dias de crecimiento.

Los rendimientos de la biomasa fueron determinados por diferencia de peso. En
este caso, los cultivos fueron procesados de la siguiente manera: el producto micelial
se coloco en tubos Falcon de 50 mL y se sometieron a centrifugacion en una centrifuga
GS-6R Centrifuge (Beckman) durante 10 minutos a 2800 rpm. Se colocé papel filtro
Whatman sobre un embudo Buchner previamente acondicionado a un matraz Kitasato,
y el medio de cultivo liquido se filtr6 en una bomba al vacio. El medio liquido se
deposité en un matraz y la biomasa recuperada en el filtro se llevé a una estufa para
eliminar el exceso de humedad, a una temperatura de 40°C, durante 24 horas. El peso
seco de la biomasa se determiné con la siguiente férmula, y los resultados fueron

expresados en g/L.

Biomasa seca (g) = (Biomasa hiumeda — Biomasa seca) — Peso del papel filtro

6.5.1. Velocidad de crecimiento en medio liquido

El crecimiento de los hongos filamentosos en medio sélido no presenta una fase
exponencial, sino mas bien presenta una fase de crecimiento lineal. Para el caso
especifico de cultivo liquido agitado, los hongos tienden a formar agregaciones hifales
denominadas “pellets. En este caso se considera que los pellets del hongo, de espesor
fijo y densidad, crece en tres dimensiones a una tasa de extension lineal y de manera

constante, y el incremento se da como una fraccion de la poblacion celular en el medio.
In Xi = u (s - to)
Xo
Por lo tanto, para calcular la velocidad de crecimiento de los hongos en cultivo

liquido agitado se tiene la siguiente ecuacion:

p=In X
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Xo
(tf - to)

Donde se indica que, la velocidad especifica de crecimiento (p) esta en funcion
de la biomasa al final del cultivo (X;) entre la biomasa inicial (Xo), entre la diferencia del
tiempo final (tf) y el tiempo inicial (to) de la cinética. De tal manera que p, Xo y X esta

expresado en g/L; y t; y to es el tiempo expresado en dias (Sdnchez y Royse, 2001).

6.6. Extraccion de metabolitos secundarios

Para la obtencidon de los metabolitos bioactivos, se realizé un escalamiento a matraces
de mayor volumen para incrementar la produccién del cultivo fangico. El crecimiento de
los hongos se realiz6 en matraces Erlenmeyer de 1L con 600 mL del medio de cultivo
simplificado BFL+C y 5% del in6culo, empleando las mismas condiciones de
crecimiento. Los productos del cultivo fueron procesados como se describe arriba
(apartado 6.5). Después de filtrar el producto flngico, la biomasa depositada en el
papel filtro se sometié a liofilizacién y el medio agotado se reservd hasta su posterior
uso. En el siguiente diagrama se muestra el protocolo para la extraccién de los

metabolitos secundarios extracelulares (medio agotado) e intracelulares (biomasa).
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Figura 9. Protocolo de extraccion de los metabolitos secundarios (Alarcén y Aguila, 2006).

6.7. Evaluacion biolégica in vitro

6.7.1. Condiciones de crecimiento de las células

Las células de la linea celular RAW 264.7 (ATCC® TIB-71™) se mantuvieron en medio
de cultivo Advanced DMEM F-12 (GIBCO) suplementado con 3.5% de suero fetal
bovino (SFB), L-glutamina (1%, solucién stock) y 1% de antibiético MycozZap™
(LONZA). Las células de la linea RAW-Blue™ se mantuvieron en medio de cultivo
Advanced DMEM F-12 (GIBCO) suplementado con 3% de suero fetal bovino (SFB), L-
glutamina (1% solucion stock), 1% de antibiético MycoZap y Zeocina (InvivoGen) (200
pg/mL, solucion stock). Las células se mantuvieron a 37 °C en una atmosfera con 5%
CO, y 95% de humedad relativa, en frascos de cultivo celular de 25 cm?. El subcultivo
se realiz6 cada tercer dia y las células adheridas se desprendieron con 1 mL de
Tripsina (TrypLE™ Express, GIBCO) y ligeros golpes al frasco, cuidando de no

sobrepasar el 75% de confluencia.
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6.7.2. Preparacion de las muestras de prueba

Se preparé una solucidon stock utilizando dimetilsulféxido (DMSO 99.99%; Sigma,
Aldrich) como vehiculo para disolver los extractos de acetato de etilo. A partir de esta
solucién se prepararon las concentraciones de 3.1, 6.2, 12.5, 25, 50 y 100 pg/mL de los
extractos, en medio de cultivo celular. La concentracion del vehiculo no excedi6 el
0.5% (v/v) de DMSO en los extractos.

6.7.3. Ensayo de citotoxicidad

El ensayo de citotoxicidad se realizé por medio del ensayo con MTT (M2128-1G,
Sigma-Aldrich). Los macréfagos RAW 264.7, en fase logaritmica de crecimiento, se
sometieron a las diferentes concentraciones de los extractos. En una placa de 96
pozos se colocaron 100 pL de suspensién celular (100,000 cel/mL) en cada pozo, 24
horas después se agregaron los extractos a las diferentes concentraciones (3.1, 6.2,
12.5, 25, 50 y 100 pg/mL), el vehiculo (DMSO 0.5%, v/v) o el control positivo
(etopésido) (E1383-100MG, Sigma-Aldrich) a 20 y 40 ug/mL, en ensayos por triplicado.
Las células se incubaron durante 24 horas en las condiciones arriba descritas v,
posteriormente, se agregaron 10 pL de reactivo MTT (5 mg/mL solucién stock).
Transcurridas 4 horas para la formacién de cristales de formazan, el medio de cultivo
fue retirado y se agregaron 100 pL de DMSO en cada pozo. La placa se dejé incubar
durante 20 min para solubilizar los cristales formados y la densidad oOptica (DO) se
midi6 en un lector de placas de ELISA a 490 nm El porcentaje de crecimiento celular se
calculo respecto a la DOyg, del control basal (células con medio de cultivo).
D0,4q células con tratamiento

% crecimiento celular = X100
% D04q¢ células con medio de cultivo
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6.7.4. Efecto de los extractos en el modelo de inflamacion in vitro

6.7.4.1. Expresion de mediadores pro-inflamatorios en macréfagos RAW 264.7

En una placa de 96 pozos se colocaron 200 uL de suspension celular (150,000 cel/mL)
en cada pozo. A las 24 horas, las células fueron incubadas con medio, el vehiculo
(DMSO 0.5%, v/v) los controles positivos (Indometacina 30 pg/mL y Lovastatina 5, 10,
50 y 100 ug/mL) o los extractos fungicos a diferentes concentraciones (3.1, 6.2, 12.5,
25, 50 pg/mL), en ensayos por triplicado. Después de 2 horas, se agregaron 10 pg/mL
de LPS (Escherichia coli 0111: B4, Sigma-Aldrich) a las células y se incubaron durante
2 horas. Los sobrenadantes se colectaron para cuantificar la produccion de 6xido
nitrico mediante la reaccion de Griess y una fraccion del sobrenadante se almacené a -

20°C para cuantificacion de citocinas mediante la técnica de ELISA.

6.7.4.1.1. Determinacion en la produccién de 6xido nitrico

La determinacién de 6xido nitrico (NO) se realiz6 de manera indirecta, midiendo la
concentracién de nitrito, un producto final estable de NO. De los sobrenadantes
colectados, se usaron 50 pL para medir la concentracion de nitrito de sodio mediante la
reaccion de Griess (sulfanilamida al 1%, naftiléndiamina al 0.1% en 2.5% de acido
fosforico). En una placa de 96 pozos se colocaron 50 pL de los sobrenadantes y se les
agregaron 0.1 mL de los reactivos, determinados en una mezcla 1:1 de sulfanilamida
(Sigma-Aldrich) con naftiléndiamina (Sigma-Aldrich). Las muestras se incubaron
durante 10 minutos a temperatura ambiente y la densidad éptica (DO) se midié en un
lector de placas de ELISA a 540 nm EPOCH (Biotek). Para la curva estandar de nitritos

se emplearon varias concentraciones de NaNO..

6.7.4.1.2. Determinacién en la produccién de citocinas

Para determinar la concentracion de citocinas en los sobrenadantes celulares
se utilizaron los ELISA tipo sandwich especificos para TNF, IL-13 e IL-6 de raton
(PREPROTECH), siguiendo las instrucciones del proveedor. De manera resumida la

técnica se realiz6 como se describe a continuacion:

Los pozos de una placa de 96 fueron recubiertos con el primer anticuerpo (anti-

citocina) e incubados durante toda la noche. El sobrenadante fue retirado, se
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bloquearon con BSA al 1% en PBS, y se incub6 1 hora a temperatura ambiente. Al
término de la incubacién, se lavaron con solucion de lavado (Tween-20 al 0.05% en
PBS). Posteriormente se agregaron las muestras correspondientes a la curva estandar
o las muestras a evaluar, y se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente. Se
retird nuevamente el sobrenadante, se lavl cuatro veces y en seguida se agregaron los
anticuerpos de deteccion acoplados a biotina especificos para TNF, IL-1B o IL-6. Las
placas se incubaron a temperatura ambiente, se lavaron y se agrego la estreptavidina-
peroxidasa. Para medir la actividad de peroxidasa se adicioné la solucion de sustrato
ABTS, se incubd a temperatura ambiente para el cambio de coloracién. La densidad
Optica se midi6 en un lector de placas EPOCH (Bioitek) a 405 y 650 nm, y la

concentracion de citocinas se determind con base en la curva estandar.

6.7.4.2. Linea celular RAW-Blue™

En una placa de 96 pozos se colocaron 100 uL de suspension celular (150,000 cel/mL)
en cada pozo. A las 24 horas, las células fueron incubadas con medio, el vehiculo
(DMSO 0.5%, v/v), los controles positivos (Indometacina 30 pg/mL y Lovastatina 5, 10,
50 y 100 pg/mL), o los extractos a diferentes concentraciones (3.1, 6.2, 12.5, 25, 50
pug/mL), en ensayos por triplicado. Después de 2 horas se agreg6 LPS (10 pug/mL) a las
células y se incubaron durante 24 horas. Los sobrenadantes se colectaron para

determinar activacion de NF-kB mediante el ensayo colorimétrico con QUANTI-Blue™.

6.7.4.2.1. Determinacién de activacion de NF-kB

Para determinar la activacién de NF-kB se utilizd el ensayo enzimatico colorimétrico
con QUANTI-Blue™ (InvivoGen), que determina cualquier actividad fosfatasa alcalina
(AP), inducida después de la activacion de NF-kB, por algin agonista. En una placa de
96 pozos se colocaron 100 pL de reactivo QUANTI-Blue™ en cada pozo, previamente
atemperado a 37 °C. A continuacion, se agregaron 20 pL de los sobrenadantes y las
muestras se incubaron durante 30 minutos a 37° C. La densidad éptica (DO) se midi6é
en un lector de placas a 630 nm. El % de activacion se determind respecto a la DOggz
del control 100% de activacion NF-kB (LPS).
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6.8. Analisis quimico
6.8.1. Cromatografia en capa fina

El método de CCF se utiliz6 como método de andlisis cualitativo para conocer el perfil
quimico de los extractos. Los andlisis cromatograficos en capa fina se realizaron en
placas de aluminio con gel de silice, utilizando diferentes disolventes organicos como

sistemas de elucion.

Se utilizé6 como agente cromogénico sulfato sérico y 4-hidroxibenzaldehido, y
para lograr el desarrollo de color fue necesario calentar la placa durante
aproximadamente 1 minuto. En todos los casos antes de revelar con el agente
cromogénico se procedi6 a visualizar las placas mediante luz UV de A corta (254 nm) y
de A larga (360 nm).

6.8.2. Resonancia Magnética Nuclear *H

Estos estudios fueron realizados por el Dr. Ismael Le6n Rivera, en el Centro de
Investigaciones Quimicas (CIQ) de la UAEM. Los espectros de los extractos se
obtuvieron en un espectrometro de 200 MHz Las muestras fueron disueltas en metanol
deuterado (CDsOD) y cloroformo deuterado (CDCL3), y se utilizé tetrametilsilano (TMS)

como referencia interna.

6.9. Andlisis estadistico

Los resultados fueron obtenidos al menos por tres experimentos independientes y son
presentados como la media + desviacion estandar (DE). Los andlisis estadisticos
fueron realizados por analisis de varianza de una via (ANOVA) con una prueba de
Dunnett en el programa GraphPad Prism version 6.0. Los valores de P < 0.05 fueron

considerados estadisticamente significativos.
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7. RESULTADOS
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7.1. Cinética de crecimiento en medio liquido

En el crecimiento de las tres especies estudiadas no se observdé una etapa de
adaptacion al sustrato, exhibiendo un crecimiento exponencial desde el primer dia v,
alcanzando la mayor acumulacion de biomasa entre el cuarto y octavo dia. Al analizar
la cinética de las especies mediante un ANOVA de dos vias, se observaron diferencias
significativas (P<0.05) a partir del cuarto dia de crecimiento, en la produccién de
biomasa, mostrando mayor produccién Pleurotus ostreatus y P. djamor, cepas CP-50 y
P-50 respectivamente, en comparacion con P. agaves cepa P-52. Sin embargo, al
comparar la velocidad de crecimiento (u) de la cepa P-52, de 0.135 + 0.017 horas™y el
tiempo de duplicacién (ty) de 5.20 horas™, no hubo diferencias significativas con las
otras especies. En este caso, en la cepa CP-50 se registré una p de 0.111 + 0.010
horas™ y un ty de 6.26 horas™; y para la cepa P-50 se obtuvo una pu de 0.104 + 0.037
horas™, y una ty de 7.17 horas™. Esta cepa alcanzé la maxima produccion de biomasa
al cuarto dia con 4.27 + 0.56 g/L pero, a pesar de que registré la menor produccién de
las tres especies, no hubo diferencias significativas en comparacion con P. ostreatus y
P. agaves, cepas CP-50 y P-52, de las cuales se obtuvo una produccion de 5.40 + 0.15
g/Ly 4.94 + 0.49 g/L de biomasa, respectivamente (Tabla 2).

Tabla 2. Produccién de biomasa y velocidad de crecimiento de Pleurotus spp. en
medio de cultivo liquido.

Cepa Medip de Produccion de biomasa Veloc_:id_ad especifica dle
cultivo peso seco (X) g/L crecimiento (p) horas
CP-50 BFL +C 5.40+0.15° 0.111+0.010°
P-50 BFL + C 4.27 +0.56 P 0.104 + 0.037 2
P-52 BFL + C 4.94+0.49°" 0.135 +0.017 2

Medias con diferente letra son estadisticamente significativas para los tratamientos.
BFL+C= Buffer de fosfatos liquido mas cereal.

Para la especie Pleurotus ostreatus, la fase exponencial se mantuvo hasta el
sexto dia de crecimiento y para P. agaves hasta el octavo dia. Posterior a ésta etapa
se observo una ligera fase estacionaria en ambas especies, donde no hubo diferencias
significativas en la produccién de biomasa al octavo y décimo dia de crecimiento. De
manera contraria, en P. djamor se observo una fase de muerte después del dia cuatro,
presentando diferencias significativas en la produccién de biomasa a partir del dia

ocho, en comparacién con las otras especies. (Figura 10).
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Figura 10. Cinética de crecimiento en medio de cultivo liquido (BFL+C), de las especies de
Pleurotus. Cada punto representa la media + DE, n=3. *P<0.05.

El crecimiento en medio liquido para cada cepa presentd caracteristicas
particulares en cuanto a la coloracion del medio de cultivo y tamafio del pellet.
Pleurotus agaves cepa P-52, se observaron pellets con didmetros de aproximadamente
1 cm, que fue mayor respecto a P. ostreatus y P. djamor cepa CP-50 y P-50, donde se
observaron pellets de menor diametro, presentando la cepa P-50 los pellets mas
pequefios, con diametros alrededor de los 0.5 cm. También se observé cambios en la
coloracion del medio de cultivo, observando diferentes tonalidades de color amarillo en
las tres cepas. Un color amarillo claro se observo en el sobrenadante de la cepa P-50;
P. djamor; mientras que tonos mas oscuros se observaron en los sobrenadantes de las
cepas CP-50y P-52 de P. ostreatus y P. agaves (Figura 11).
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Figura 11. Productos del cultivo sumergido de a) Pleurotus ostreatus (CP-50), b) P. djamor (P-
50) y c) P. agaves (P-52).

7.2. Extraccion de metabolitos secundarios

Para la extraccion de los metabolitos secundarios, el producto micelial del cultivo
liguido se detuvo después de la fase exponencial de crecimiento, y fue procesado de
acuerdo a lo descrito en metodologia en el apartado 6.6. En la Figura 12 se observa el
proceso de filtrado de un cultivo fungico, donde se aprecian el medio agotado y la

biomasa después de liofilizar.

Para Pleurotus ostreatus cepa CP-50 el cultivo se detuvo al Tg, alcanzando una
produccion de 174.1 + 2.33 g/L de biomasa humeda, con un rendimiento de 5.18 + 0.07
g/L de biomasa seca y 0.80 + 0.00 L de sobrenadante fungico. En P. agaves el cultivo
se detuvo al Tip, reportando una producciéon de 136.97 + 24.08 g/L de biomasa
hameda, y se obtuvo un rendimiento de 4.94 + 0.38 g/L en peso secoy 0.81 £ 0.01 L
de sobrenadante, valores donde no se observaron diferencias significativas con P.
ostreatus. Por otra parte, el cultivo de la cepa P-50 de P. djamor se detuvo al Tg, de la
cual se obtuvo 128.67 + 2.42 g/L de biomasa humeda. Los rendimientos de esta cepa
fueron significativos cuando se compararon con las otras dos cepas, observando un
menor rendimiento de biomasa seca, que fue de 3.96 + 0.01 g/L, pero también un

mayor volumen de sobrenadante, de 0.84 + 0.01 L (Tabla 3).
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Figura 12. Proceso de separacion del cultivo fangico, a) medio agotado y b) biomasa
(liofilizada).

Tabla 3. Rendimiento de la produccion de biomasa y medio agotado para la extraccion
de metabolitos secundarios de Pleurotus.

Medio de Produccion de Produccion de Medio
Cepa cultivo biomasa peso biomasa peso agotado(L)
hamedo (g/L) seco (g/L)
CP-50 BFL +C 174.1+2.332 5.18 + 0.07 @ 0.80 £0.00 *
P-50 BFL+C 128.67 +2.42° 3.96+0.01° 0.84+0.01°
P-52 BFL +C 136.97 + 24.08 ° 4.94 +0.38 * 0.81+0.01°

Medias con diferente letra son estadisticamente significativas para los tratamientos.
BFL+C= Buffer de fosfatos liquido mas cereal.

Durante la extraccién del medio agotado, se observé la formacion de una fase
entre las fracciones organica y acuosa presentando una apariencia turbia. Esta
interfase presentd una apariencia espumosa, de consistencia y aspecto graso (Figura
13).
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Figura 13. a) Proceso de separacién por par de disolventes; b) formacién de fase intermedia.
Fo= Fase organica; Fi= Fase intermedia; Fa= Fase acuosa.

En la Figura 14 se muestran los concentrados de extracto de las tres especies.
Los extractos presentaron una coloracién marrén a café claro en la mayoria de los
casos; de apariencia cristalina, consistencia resinosa y, en ocasiones, la formacion de

pequefias agujas.

Figura 14. Extractos de la fraccion organica de las especies de Pleurotus, a) extracto después
de concentrar en rotavapor; b-d) extracto seco de b) Pleurotus ostreatus, c¢) P. djamor y d-e) P.
agaves.

Los extractos se dejaron secar hasta la completa evaporacién del disolvente
para conocer el rendimiento por diferencia de peso. Las Tablas 4 y 5 muestran los
rendimientos de extracto para metabolitos extracelulares (medio agotado) y los
metabolitos intracelulares (biomasa), respectivamente. Los mayores rendimientos de
extracto se observaron para la especie Pleurotus ostreatus cepa CP-50; donde se
obtuvo un peso de 0.113 g/L de extracto del medio agotado y del extracto de la
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biomasa 25.87 mg/g de peso seco. Hay que resaltar que en los extractos de la

biomasa, se observaron los mayores rendimientos de extracto para todas las especies
(Tabla 5).

Tabla 4. Rendimiento del extracto del medio agotado de Pleurotus spp.

Especie Peso del extracto
Pleurotus ostreatus 0.113 g/L
Pleurotus djamor 0.026 g/L
Pleurotus agaves 0.061 g/L

Tabla 5. Rendimiento del extracto de la biomasa de Pleurotus spp.

Especie Peso del extracto
Pleurotus ostreatus 25.87 mg/g
Pleurotus djamor 18.65 mg/g
Pleurotus agaves 8.77 mglg
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7.3. Evaluacion de la actividad biologica

7.3.1. Efecto de los extractos en el crecimiento celular

Previo a la determinacion de la actividad antiinflamatoria de las especies de Pleurotus
spp., se evalud el efecto citotoxico de los extractos del medio agotado y biomasa sobre
la linea celular RAW 264.7. En la Figura 15 se muestran los porcentajes de crecimiento
celular de los macréfagos incubados durante 24 horas, a distintas concentraciones del
extracto del medio agotado comparadas con las células no tratadas (control basal,
MOCK). Un incremento en el crecimiento celular fue observado en la concentracion de
25 yg/mL de los extractos evaluados, sin embargo, este efecto no fue significativo
(P<0.05) respecto al grupo control. Mientras tanto a la concentracion maxima de 100
png/mL del extracto, en las tres especies se mostré una disminucion significativa en el

crecimiento celular respecto al control basal.

El extracto que mayor efecto citotdxico presentd correspondié a la especie
Pleurotus ostreatus donde se obtuvo un porcentaje de crecimiento del 29.34 + 4.90%;
esta especie presentd un efecto similar que el control positivo (etop6sido) que mostrd
porcentajes de 31.96 + 1.50% y 21.64 + 0.40% de crecimiento celular a 20 y 40 pg/mL,
respectivamente. Para las especies P. djamor y P. agaves los porcentajes de
crecimiento celular a 100 pg/mL fueron de 4825 + 7.90% y 58.86 = 1.10%,
respectivamente (Figura 15). Por otro lado, en el grupo tratado con el vehiculo (DMSO
0.5%, v/v) a pesar de que se observé un menor crecimiento con respecto al control

basal, éste no fue significativo estadisticamente.

Por otra parte, en la Figura 16 se observan los resultados del efecto de los
extractos de la biomasa sobre los macréfagos RAW 264.7 incubados durante 24 horas.
En estas circunstancias, la especie Pleurotus ostreatus presenté porcentajes de
crecimiento celular significativamente bajos (P< 0.05), de 15.36 + 1.02% y 12.65 +
0.92%, a las concentraciones de 50 y 100 pg/mL, respectivamente; mostrando un
mayor efecto inhibitorio comparado con el control positivo (etopdsido) quien mostré
porcentajes de 34.26 + 4.12% y 22.66 + 1.79% a 20 y 40 pg/mL, respectivamente. La
especie P. djamor presenté también una disminucion significativa en el crecimiento
celular a 50 y 100 pg/mL, con valores de 79.10 + 534% y 14.90 = 3.64%,
respectivamente. Para la especie P. agaves s6lo a 100 pg/mL mostré una disminucién

significativa con 31.94 + 1.30% de crecimiento celular (Figura 16).
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Figura 15. Efecto sobre el crecimiento celular de macréfagos RAW 264.7 por los extractos del
medio agotado durante 24 horas, a diferentes concentraciones (3.1, 6.2, 12.5, 25, 50 y 100
pg/mL). Los gréficos representan la media DE, n=3. ** P<0.01, ** P<0.001, **** P<0.0001,
comparados con el grupo control (MOCK).
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Figura 16. Efecto sobre el crecimiento celular de macréfagos RAW 264.7 por los extractos de la
biomasa durante 24 horas, a diferentes concentraciones (3.1, 6.2, 12.5, 25, 50 y 100 pg/mL).
Los graficos representan la media + DE, n=3. *P< 0.05, **** P< 0.0001, comparados con el
grupo control (MOCK).

Debido al efecto téxico que presentaron los extractos, las evaluaciones
posteriores de actividad antiinflamatoria s6lo se realizaron a concentraciones menores
a 50 pug/mL para los extractos del medio agotado y menores a 25 pg/mL para los
extractos de la biomasa, concentraciones a las cuales no se alter6 de manera

significativa el crecimiento celular
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7.3.2. Actividad antiinflamatoria in vitro

7.3.2.1. Efecto en la produccion de éxido nitrico (NO)

Para determinar si los extractos tenian un efecto inhibitorio en el proceso inflamatorio in
vitro, se evaluo la produccién de oxido nitrico en macrofagos RAW 264.7 estimulados
por LPS. Los resultados mostraron que la produccion de NO fue incrementada en los
macroéfagos estimulados por el LPS y este efecto se vio disminuido por el tratamiento
con indometacina (30 pg/mL), lovastatina (5, 10, 50 y 100 pg/mL) y los extractos a

varias concentraciones.

En la Figura 17 se observa que la lovastatina inhibié la produccién de NO de
manera dependiente de la concentracion, con un efecto significativo de 51.33 + 4.89%
y 69.83 £ 6.61% a 50 y 100 pg/mL, respectivamente. Hay que resaltar que ésta ultima
concentracion tuvo un efecto similar a la indometacina (30 pg/mL) que mostré 70.81 +
2.75% de inhibicion (Figura 17). En los extractos del medio agotado, la produccién de
NO se vio disminuida significativamente (P<0.05) un 58.18 + 1.63% y 42.73 + 2.95%, en
P. ostreatus y P. agaves a 50 pug/mL, respectivamente, en comparacion con el DMSO
(Figura 17). En este caso, se observo que el DMSO present6 un efecto sobre la
inhibicion de la activacion de los macrofagos y, otra manera de comparar el efecto de
los extractos puede ser vista en el ANEXO 1. A ninguna otra concentracion se observo
efecto inhibitorio significativo. En P. djamor la produccién de NO no mostro reduccion

significativa a ninguna de las concentraciones evaluadas.

Pagina | 51



Fedckok

80 . Fekdck

a)

P4 .
O 604
()
°
5
5 4 s
2
L
£ 20-
=

0-

DMSO INDO 5 10 50 100
b) Lovastatina pg/mL

80+ —

P

60+

40

204

% Inhibicion de ON

DMSOINDO 31 6.2 125 25 50 31 62 125 25 50 31 62 125 25 50

P. ostreatus P. djamor P. agaves
Concentracion pg/mL
Figura 17. Efecto de la lovastatina (a) y los extractos del medio agotado (b) en la produccién de
ON. Macréfagos RAW 264.7 pre-tratados con Lovastatina (5, 10, 50 y 100 pug/mL) y extractos de

Pleurotus ostreatus, P. djamor y P. agaves (3.1 a 50 ug/mL). Los gréficos representan la media
+ DE, n=3. *P< 0.01, **** P< 0.0001, comparados con el DMSO.

En la Figura 18 se muestran los resultados del efecto que tuvieron los extractos
de biomasa sobre la produccion de ON en macr6fagos RAW 264.7 estimulados por el
LPS. En todos los casos se inhibié la produccién de ON a todas las concentraciones
evaluadas, sin embargo a 25 pg/mL, el efecto inhibitorio fue mayor con valores de
57.33 £10.73%, 51.04 £ 3.89% y 51.42 + 1.21% para Pleurotus ostreatus, P. djamor y

P. agaves, respectivamente.
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Figura 18. Efecto de los extractos de la biomasa en la produccion de ON. Macréfagos RAW
264.7 pre-tratados con extractos de Pleurotus ostreatus, P. djamor y P. agaves a diferentes
concentraciones (3.1 a 25 pug/mL). Los graficos representan la media = DE, n=3. **P< 0.01, ***
P< 0.001, **** P< 0.001, comparados con el DMSO.

7.3.2.2. Efecto en la secreciéon de citocinas

Los resultados de la producciéon de IL-6 por parte de los macr6fagos se muestran en
las Figura 19 y 20 para los extractos evaluados del medio agotado y la biomasa,
respectivamente. El grupo control positivo (indometacina) mostré6 un porcentaje de
inhibicién de IL-6 del 89.40 = 2.58 %, mientras que de las especies de Pleurotus
evaluadas, P. agaves mostrd6 mayor efecto inhibitorio a la concentracion de 25 pg/mL
en el extracto del medio agotado con un porcentaje de 80.90 + 11.21 % (Figura 19), y
para el extracto de la biomasa un porcentaje de 63.45 + 0.68 % a 12.5 pg/mL (Figura
20). Para el caso de P. ostreatus y P. djamor en el extracto del medio agotado se
observa que las concentraciones de 50 pg/mL inhibieron la produccién de IL-6 en
mayor porcentaje que a la concentracion de 25 pg/mL (Figura 19). Sin embargo, se
requiere hacer mas ensayos para poder confirmar si los cambios son significativos, con
respecto a la condicién control (DMSO). Por su parte, en los extractos de biomasa de
ambas especies se observd un mayor efecto inhibitorio a la concentracion de 12.5

pHg/mL en comparacion a 25 pg/mL, al igual que en P. agaves (Figura 20).
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Figura 19. Efecto de los extractos del medio agotado en la produccién de IL-6. Macréfagos
RAW 264.7 pre-tratados con extractos de Pleurotus ostreatus, P. djamor y P. agaves a

concentraciones de 25 y 50 pg/mL. Los gréaficos representan la media de un ensayo por
duplicado.
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Figura 20. Efecto de los extractos de la biomasa en la produccién de IL-6. Macréfagos RAW
264.7 pre-tratados con extractos de Pleurotus ostreatus, P. djamor y P. agaves a

concentraciones de 12.5 y 25 pg/mL. Los gréficos representan la media de un ensayo por
duplicado.
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En las Figura 21 y 22 se muestran los resultados de un ensayo por duplicado
para la produccion de TNF en los macréfagos tratados con los extractos del medio
agotado y la biomasa, respectivamente. De esa manera, se observa que la
indometacina inhibié en un 57.49 + 2.42 % la produccidon de TNF en los macréfagos
estimulados con LPS y, en los extractos evaluados el efecto inhibitorio fue menor. En el
extracto del medio agotado de Pleurotus djamor la inhibicién de TNF fue menor a la
concentracion de 50 pg/mL (12.57 = 0.49%), en comparacion con las especies P.
ostreatus y P. agaves, en las cuales se obtuvo un efecto dependiente de la
concentracion y con porcentajes de inhibicién de 36.06 + 2.48% y 35.63 + 3.53 %,
respectivamente (Figura 21). Sin embargo, se requiere hacer mas ensayos para poder

confirmar si los cambios son significativos, con respecto a la condicion control (DMSO).
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Figura 21. Efecto de los extractos del medio agotado en la produccion de TNF. Macréfagos
RAW 264.7 pre-tratados con extractos de Pleurotus ostreatus, P. djamor y P. agaves a

concentraciones de 25 y 50 pg/mL. Los graficos representan la media de un ensayo por
duplicado.

Con respecto a la produccién de TNF para los macréfagos tratados con los
extractos de la biomasa, se observa que las especies Pleurotus ostreatus y P. agaves
tuvieron un efecto cercano al de la indometacina, con porcentajes de inhibicion de
42.77 + 4.79 % y 41.64 + 3.53 % respectivamente, a las concentraciones de 25 ug/mL.
Por su parte, la especie de P. djamor tuvo un mayor efecto inhibitorio de 38.57 + 0.51

%, a la concentracion de 12.5 pg/mL (Figura 22).
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Figura 22. Efecto de los extractos de la biomasa en la produccién de TNF. Macro6fagos RAW
264.7 pre-tratados con extractos de Pleurotus ostreatus, P. djamor y P. agaves a

concentraciones de 12.5 y 25 pug/mL. Los gréficos representan la media de un ensayo por
duplicado.

7.3.2.3. Efecto en la activacion de NF-kB

De acuerdo con los resultados obtenidos, adicionalmente se determind si los extractos
también modulaban la actividad de NF-kB en macréfagos RAW-Blue estimulados por
LPS (Figuras 23 y 24). Las células pre-tratadas con los extractos del medio agotado
mostraron altos porcentajes de la activacion de NF-kB a distintas concentraciones,
comparada con la indometacina (Figura 23). Pleurotus ostreatus inhibié de forma
significativa a 25 y 50 pug/mL, con porcentajes de 29.65 + 6.35% y 54.32 = 3.94%,
respectivamente. Por otro lado, el mayor efecto en P. djamor se observé a 12.5 pg/mL
con un 47.82 = 1.92% de inhibicibn de NF-kB. Finalmente P. agaves inhibi6 la
activacion de NF-kB de manera dependiente de la concentracion, presentando el
mayor efecto a 50 pg/mL con 49.29 + 2.24% de inhibicion (Figura 23).
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Figura 23. Efecto de los extractos del medio agotado en NF-kB. Macréfagos pre-tratados con
Pleurotus ostreatus, P. djamor y P. agaves a diferentes concentraciones (3.1 a 50 ug/mL). Los
graficos representan la media + DE, n=3. *P< 0.05, *** P< 0.001, **** P< 0.0001, comparados
con el DMSO.

Por otro lado, las células pre-tratadas con los extractos de la biomasa
mostraron porcentajes de inhibicion de NF-kB a las concentraciones mas altas, en
comparacion con la indometacina. Pleurotus ostreatus inhibié un 49.22 + 1.28% a 25
pg/mL, P. djamor en un 45.48 + 4.00%, 54.54 + 8.15% y 58.12 + 4.55% a las
concentraciones de 6.2, 12.5 y 25 pug/mL; y finalmente P. agaves inhibié la activacién
de NF-kB a 12.5 y 25 pg/mL con porcentajes de 44.71 + 2.09% y 67.12 + 3.57%
(Figura 24); en todos los casos el efecto fue de manera dependiente de la

concentracion.
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Figura 24. Efecto de los extractos de la biomasa en NF-kB. Macréfagos pre-tratados con
Pleurotus ostreatus, P. djamor y P. agaves a diferentes concentraciones (3.1 a 25 pg/mL). Los
graficos representan la media + DE, n=3. *P< 0.05, ** P< 0.01, **** P< 0.0001, comparados con
el DMSO.
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7.4. Andlisis quimico
7.4.1. Cromatografia en capa fina

A continuacién se muestra un estudio comparativo del perfil cromatografico de los
extractos de las especies de Pleurotus, empleando cromatografia en capa fina,
mostrando una variedad de compuestos en los extractos de la biomasa y del medio
agotado. En la Figura 25 se muestran dos cromatoplacas en fase normal empleando
un sistema de elucibn hexano-acetato de etilo-metanol (5:5:1), utilizando como
compuestos estandar la lovastatina y una cumarina; y visualizadas con luz UV de onda
corta y onda larga antes de ser revelados.

a) b)

1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 25. Cromatografia en capa fina de los extractos del medio agotado y la biomasa, de las
especies de Pleurotus, utilizando un sistema de elucién hexano: acetato de etilo: metanol
(5:5:1); observado con luz UV de a) onda corta y b) onda larga. Extractos de medio agotado
carril 1) Pleurotus ostreatus, 2) P. djamor y 4) P. agaves; extractos de la biomasa carril 5)
Pleurotus ostreatus, 7) P. djamor y 8) P. agaves; compuestos estandar en el carril 3)
Lovastatina y 6) cumarina.

En la Figura 26 se observa los resultados del perfil cromatografico de los
extractos de Pleurotus, utilizando como revelador sulfato cérico y 4-
hidroxibenzaldehido. Por medio de estos sistemas fue posible comparar la variedad de
compuestos en los diferentes extractos y observar la posible presencia de los
compuestos estédndar. En este caso, se observaron compuestos que migraron a la
misma distancia que la lovastatina y compuestos que se comparten tanto en la
biomasa como en el medio agotado. De acuerdo a este andlisis, se permitié distinguir

cinco compuestos compartidos en los extractos.
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Figura 26. Cromatografia en capa fina de los extractos del medio agotado y la biomasa de las
especies de Pleurotus, utilizando un sistema de elucion hexano: acetato de etilo: metanol
(5:5:1); revelado con a) sulfato cérico y b) 4-hidroxibenzaldehido. Extractos de medio agotado
carril 1) Pleurotus ostreatus, 2) P. djamor y 4) P. agaves; extractos de la biomasa carril 5)
Pleurotus ostreatus, 7) P. djamor y 8) P. agaves; compuestos estandar en el carril 3)
Lovastatina y carril 6) cumarina.

7.4.2. Espectros de RMN

En la Figura 27, 28 y 29 se muestran los espectros de RMN *H que corresponden a los
extractos del medio agotado de Pleurotus ostreatus, P. djamor y P. agaves. Se
observan sefiales en la region de 0.6 a 2.6 ppm, asociadas con la presencia de
compuestos de tipo acido graso, y en la especie de P. ostreatus se observa una sefial
en la region 7.4 a 7.8 ppm, que corresponde a la presencia de una posible estructura

aromatica.
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Figura 27. Espectro de RMN 'H del extracto de acetato de etilo del medio agotado, de Pleurotus ostreatus.
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Figura 28. Espectro de RMN 'H del extracto de acetato de etilo del medio agotado de Pleurotus djamor.
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Figura 29. Espectro de RMN 'H del extracto de acetato de etilo del medio agotado Pleurotus agaves.
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En la Figura 30, 31y 32 se muestran los espectros de RMN 'H de los extractos
de la biomasa, donde se observa similitud con los espectros del medio agotado, con
sefales en la region 0.6 a 2.6 ppm, que corresponde a estructuras de tipo acido graso,
en todos los casos. Ademas en la regién 4.0 a 4.4 ppm se observan sefiales
particularmente en las especies de Pleurotus ostreatus y P. djamor, y muy ligeramente
se observan en P. agaves. También esta presente una sefal en la region 7.0 a 7.4 al
igual que en los espectros anteriores; y la presencia de la estructura de tipo aromatico

Unicamente en P. ostreatus en la regién 7.4 a 7.8 ppm.

Pagina | 64



—2.151
—2. 830
— T35k

e e e s e s o s o s o e s s S Sy B s S S
a8 7 6 S a 3

T
2

-

-0 ppm

Figura 30. Espectro de RMN *H del extracto de acetato de etilo de la biomasa, de Pleurotus ostreatus.
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Figura 31. Espectro de RMN 'H del extracto de acetato de etilo de la biomasa, de Pleurotus djamor.
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Figura 32. Espectro de RMN *H del extracto de acetato de etilo de la biomasa, de Pleurotus agaves.
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7.4.3. Cromatografia de gases - Espectrometria de masas

Se analizaron los extractos solubles en acetato de etilo del medio agotado de las
especies Pleurotus djamor y P. ostreatus por medio de cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas, con la finalidad de elucidar los compuestos
presentes en el extracto de acetato de etilo. Cada uno de los picos mas abundantes
fue analizado y comparado con una biblioteca de moléculas del equipo de CG-EM,

como un acercamiento de la composicion quimica del extracto.

En la Figura 33 se muestra el cromatograma de Pleurotus djamor, las sefales
analizadas corresponden a los picos mas abundantes en los tiempo de retencion a los
19.48 y 21.17 min. De acuerdo a la similitud los compuestos corresponden al éster del
acido hexadecanoico y al acido 9,12-octadecadienoico, respectivamente. La similitud
entre el espectro de éstos compuestos del extracto y la biblioteca pueden observarse
en las Figuras 35y 36.

Abundance
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Figura 33. Cromatograma de iones totales del extracto de acetato de etilo de Pleurotus djamor.
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En la Figura 34 se muestra el cromatograma de Pleurotus ostreatus, donde uno
de los picos analizados en el tiempo de retencion 20.98 min corresponde también al
acido 9,12-octadecadienoico (acido linoleico). La similitud entre los espectros del
extracto y la biblioteca puede observarse en la Figuras 36.
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Figura 34. Cromatograma de iones totales del extracto de acetato de etilo de Pleurotus
ostreatus.
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Figura 35. Comparacién del espectro de masas correspondiente al etil éster del acido
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8. DISCUSION
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8.1. Produccion de biomasa de Pleurotus en cultivo sumergido

De los métodos que se conocen para la produccién de biomasa en Pleurotus, sin duda
la fermentacion en estado sélido permanece como el método de eleccion para la
obtencién de cuerpos fructiferos debido a los altos rendimientos que se obtienen. Sin
embargo, la fermentacion en estado solido es un proceso lento que implica un periodo
de tiempo prolongado para la obtencién de cuerpos fructiferos. Para la produccion de
metabolitos bioactivos, la fermentacion en estado liquido o cultivo sumergido
representa una de las mejores alternativas en cuestién de ahorrar tiempo, obtener un
producto de gran calidad a través de procesos estandarizados, se reduce el espacio de
trabajo y aumenta la produccién, son facilmente reproducibles y se controlan mas
variables; por estos motivos se opté utilizar éste método para la produccion de biomasa

fangica.

En cultivo liquido los hongos presentan un crecimiento de tipo microbiano con
presencia de cuatro etapas: latencia, exponencial, estacionaria y de muerte (Sanchez y
Royse, 2001). En la cinética de crecimiento de las especies de Pleurotus, se observé
ausencia de la fase de latencia, ya que se promovié durante la produccién del inéculo
anteriormente, el cual se encontraba en la etapa exponencial de crecimiento. Este paso
favorecié el crecimiento del hongo inmediatamente (fase exponencial), reduciendo el
tiempo para la produccion de biomasa. En este caso, los resultados obtenidos son
importantes ya que si se pretende llevar la produccién a escala industrial, un cultivo
liquido podria satisfacer las necesidades para la produccibn de metabolitos
funcionales. En la mayoria de estudios, la produccién del in6culo es un paso
fundamental, ya que tiene dos funciones principales: 1) la propagacion celular en el
medio, lo cual proporciona un in6culo homogéneo y estable para la fase de produccién
de los metabolitos de interés y 2) dirigir el metabolismo del hongo hacia la biosintesis
de metabolitos secundarios (Chegwin et al., 2012). De esta manera se alcanzé la
mayor produccion de biomasa en las especies aqui estudiadas entre el cuarto y octavo
dia, en comparacion con un estudio donde se reporta que la mayor produccion se

observa luego del dia nueve de crecimiento (Rosado et al., 2003).

De los diversos factores que influyen en la produccion de la biomasa, los
componentes del medio juegan un papel importante, donde el carbono y el nitrégeno

son los mas dominantes ya que estos estan directamente relacionados con la
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formacion de la biomasa y los metabolitos producidos, tanto intracelulares como
extracelulares (Goswami et al., 2012; Alarcén et al., 2006); ademas la naturaleza y la
concentracion de éstos componentes pueden regular el metabolismo secundario de los

hongos.

Estudios realizados en Pleurotus han evaluado distintas fuentes de carbono y
nitrdgeno con el propoésito de determinar la influencia que tienen Unicamente en la
produccion de biomasa. En P. tuber-regium se encontr6 que la adicién de fructosa al
medio permiti6 mayores producciones de biomasa que cuando se adicioné glucosa, y
en relacion a la fuente de nitrogeno el extracto de levadura favorecid6 mejor la
produccion que al utilizar peptona (Wu et al., 2003). Al estudiar P. ostreatus se
determin6 que las mejores condiciones de crecimiento se dieron al suministrar 20 g/L
de glucosa al medio de cultivo, lo que permiti6 un aumento en la produccion de
biomasa de 8.6 g/L (Guillén-Navarro et al.,, 1998). Otro estudio en P. ostreatus
determiné que las mejores condiciones de crecimientos se obtuvieron utilizando
dextrosa en una concentracion de 40 g/L y peptona y extracto de levadura (1:1) en
concentracion de 5 g/L, con una produccién de biomasa de 7.58 g/L (Horincar et al.,
2014). Estos valores son mayores a los reportados en este trabajo; por otro lado
Horincar y colaboradores mencionan que para alcanzar esos rendimientos utilizaron
una concentracion de 0.2% de in6culo en medio sélido de las cuatro que ellos
evaluaron. Sin embargo, al comparar los resultados utilizando 5% del in6culo en estado
liquido, su produccion disminuy6 oscilando entre 1.93 y 2.9 g/L de biomasa; este efecto
se pudo asociar a la diferencia del inéculo que emplearon, obteniendo mejores
resultados con el indculo crecido en cultivo sélido en comparacion con el proveniente
de cultivo liquido, posiblemente porque el micelio en estado sélido crece en mayor
densidad. Si bien, las producciones que se obtuvieron en este estudio utilizando la
misma concentracion de indculo fueron mayores a las que ellos reportan, con 4.27 g/L,
494 g/L y 540 g/L de biomasa para P. djamor, P. agaves y P. ostreatus,

respectivamente.

Papaspyridia y colaboradores (2010) quienes trabajaron con Pleurotus
ostreatus reportan producciones que varian entre 2.5 y 23.7 g/L dependiendo del
tiempo del cultivo y utilizando xilosa como fuente de carbono en una proporcion de 60
g/L. Manifiestan que después del dia seis, en el que se obtiene la maxima produccién

de biomasa, se presenta un fendmeno de autolisis del micelio con reducciones
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cercanas al 50% en el séptimo dia del cultivo, efecto no observado en este estudio.
Ademas en este estudio se utilizd una concentracion de 20 g/L del sustrato, tres veces

menor que los que se reportan al utilizar otros medios.

Existen estudios donde ademdas de enriquecer los medios de cultivo para
mejorar las producciones de biomasa, también lo hacen para optimizar la produccion
de metabolitos o de enzimas particulares. Para el caso de enzimas, del cultivo
sumergido de P. eryngii, P. ostreatus y P. pulmonarius se evalud la influencia de
diferentes fuentes de carbono y nitrégeno para la produccion de lacasas y peroxidasas
(Stajic et al., 2006); y en P. ostreatus ademas se han evaluado varios inductores para
estimular la produccién de ciertas enzimas. P. dryinus es otra especie que también se
ha cultivado para la produccién simultdnea de hidrolasas y oxidasas (Gregori et al.,
2007). En cuanto a la produccién de metabolitos, en P. citrinopileatus se optimizaron
las condiciones del medio para maximizar el crecimiento y produccién de polisacaridos,
reportando que la mayor produccion de éstos se obtuvo al utilizar una proporcién de
C/N de 40 (Wang et al., 2005). Otro caso se presenta en P. ostreatus al analizar el
efecto del carbono y nitrégeno para favorecer la produccién de lovastatina en el medio
liguido, encontrando que la mayor produccion del metabolito se obtuvo en una
proporcion de C/N de 6.07 (Alarcén y Aguila, 2006). La relacion entre estas fuentes de
nutrientes dependera del interés en la produccion de biomasa o de algin metabolito
determinado. Se ha reportado que altos contenidos de nitrégeno en el medio producen
inhibicién en el crecimiento de P. ostreatus (Rizki et al., 2011). Sin embargo, en el
trabajo de Alarcon y Aguila (2006) se observé un efecto paralelo en el incremento de la
fuente de nitr6geno al medio y la produccion de lovastatina, alcanzando una
produccion de 25.49 mg/L. Este incremento fue significativo cuando se utilizé fuentes

de nitr6geno organicas como extracto de levadura y peptona.

En los estudios descritos arriba, la mayoria utilizan medios de -cultivo
compuestos por una o dos fuentes de carbono y nitrégeno, y una solucion de sales
como fuente de micro elementos. Entre las fuentes de carbono destacan la glucosa,
fructosa, dextrosa y lactosa, y el extracto de malta como una fuente adicional (Horincar
et al., 2014); y como fuente de nitr6geno incluyen el extracto de levadura y peptona,
principalmente. En esos estudios se comprueba que el uso de medios sintéticos y
naturales como los que se describen favorece la produccion de biomasa y metabolitos

en las especies de Pleurotus estudiadas.
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Por otro lado, se han realizado estudios enfocados en el uso de sustratos
organicos no convencionales debido a su gran disponibilidad en comparacion con los
medios sintéticos. El uso de este tipo de sustratos va en aumento para la produccion
de hongos en cultivo sumergido evaluando su efecto en la produccién de biomasa y
metabolitos bioactivos, con la finalidad de incrementar su produccion y reducir el
tiempo de produccion. Se han evaluado medios de cultivo que contienen cereal como
Unica fuente de carbono y nitrégeno para incrementar la producciéon de enzimas como
lacasas y peroxidasas en Coriolopsis gallica y Bjerkandera adusta, obteniendo

resultados positivos (Pickard et al., 1999).

Trabajos desarrollados en el grupo del laboratorio de Micologia del CIB han
utilizado cereal (All-Bran®) como Unica composicién del medio para la producciéon de
Ganoderma spp., (Nufiez Urquiza, 2017; Mundo Ocampo, 2016) y Pleurotus spp. (Tello
et al., 2016). Nufiez Urquiza menciona que debido a la interferencia de particulas no
disueltas, opté en simplificar el medio de cultivo a través de un método de separacién
por filtracion, ya que éstas particulas interfirieron para determinar la produccion de
biomasa de Ganoderma lucidum. Este método se realiz6 para el cultivo de las especies
en este trabajo, obteniendo resultados mas confiables en cuanto a la produccion de
biomasa fangica. Por otro lado, Tello y colaboradores (2016) reportan altas
producciones de biomasa en P. ostreatus y P. djamor, de 14.13 g/L y 8.50 g/L
respectivamente utilizando All-Bran®, en comparacion con el medio enriguecido solo
con extracto de malta, teniendo producciones de 3.69 g/L y 1.12 g/L de biomasa
respectivamente. Sin embargo, en este estudio se obtuvieron producciones menores
de 5.40 g/L en P. ostreatus y 4.27 g/L en P. djamor; respecto a los que ellos reportan
cuando utilizaron las mismas condiciones de crecimiento con All-Bran®, por el hecho
de que ellos no especifican si el peso reportado corresponde a la biomasa seca o
huimeda, o no eliminaron las particulas no disueltas del medio y en efecto esos valores
no reflejan la produccion real de biomasa. Por otro lado, para Pleurotus agaves es la

primera vez que se transfiere su crecimiento en cultivo sumergido a pequefia escala.

Por lo tanto, el medio de cultivo no convencional utilizado en el crecimiento de
las especies de Pleurotus resultd ser una buena opcién para la obtencion de biomasa
fungica en cultivo sumergido a pequefia escala, ya que se logré incrementar la
produccion de P. ostreatus y P. djamor en comparacion con trabajos anteriores

realizados en el grupo de trabajo del laboratorio. Ademas, fue posible reducir el tiempo

Pagina | 76



de produccion (dias), asegurando una produccion homogénea de productos del
metabolismo, obteniendo resultados similares a los que se reportan con el uso de
medios complejos sintéticos. A pesar de que algunos otros estudios reportan
producciones de biomasa superiores a las descritas en este trabajo, los factores
pueden ser diversos asociando esas diferencias al distinto comportamiento de las

cepas estudiadas, ya que incluso entre mismas especies existen diferencias.

En el caso particular de Pleurotus agaves aln se sabe muy poco de este hongo
debido a que su estudio es alun escaso; debido a la restriccion de su hébitat, su
presencia de manera natural llega a ser una amenaza. En este sentido, al trabajar con
nuevas especies son mayores los desafios a enfrentar para una eficiente produccion
de biomasa la primera vez. Sin embargo, también representa un avance y un aporte al
conocimiento el estudiar especies novedosas, las cuales pueden ser excelentes
recursos bioldgicos para su aprovechamiento en distintos enfoques, por ejemplo para
la producciéon de metabolitos bioactivos. En este contexto, la produccion de estos
hongos a través del cultivo sumergido representa una buena opcion para disminuir la
estirpe de las especies silvestres cuando se requieren cantidades considerables de

estos recursos.

8.2. Actividad biolégica de los extractos de Pleurotus

Al evaluar los extractos de acetato de etilo de Pleurotus ostreatus, P. djamor y P.
agaves en la linea celular de macréfagos murino RAW 264.7, nuestros resultados
mostraron un efecto negativo en el crecimiento de las células a la concentracién de 100
pg/mL para los extractos del medio agotado, mientras que en los extractos de la
biomasa, el efecto fue mayor en las tres especies a la misma concentracién con una
viabilidad menor al 30%. Efectos similares en el crecimiento celular se presentaron en
el extracto de la biomasa de Pleurotus giganteus evaluado a 100 pg/mL, teniendo una
viabilidad de células del 40%; los autores manifiestan que este efecto podria deberse a
la sobresaturacion de compuestos en esa concentracion en particular, y en
consecuencia llevar a una reducciéon del crecimiento de las células (Baskaran et al.,
2017). Sin embargo, el efecto citotdxico de los extractos de la biomasa en este estudio
es aun mayor; y esto posiblemente a la diferencia en el contenido metabdlico. Por otro

lado, los extractos de Pleurotus disminuyeron la respuesta pro-inflamatoria en
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macroéfagos estimulados con LPS, al disminuir la secrecion de NO, citocinas como IL-6

y TNF, asi como la activacion de NF-kB.

Los extractos o compuestos aislados de Pleurotus han mostrado diversos
efectos bioldgicos en varios modelos in vitro e in vivo. La actividad antiinflamatoria en
este género de hongos ha sido demostrada en P. florida y P. eryngii (Paul et al., 2017);
reportandose tal efecto sin profundizar en los mecanismos a través de los cuales
ejercen su accion. De reciente interés se han desarrollado estudios abarcando éstos
aspectos en otras especies como Pleurotus giganteus, P. ostreatoroseus, P.
citrinopileatus, midiendo la expresion de mediadores bioldgicos involucrados en el
proceso inflamatorio (Baskaran et al., 2017; Lin Liu et al., 2014; Corréa et al., 2015).
Sin embargo, hasta ahora no habian sido estudiadas Pleurotus djamor y Pleurotus
agaves. Los datos mostrados en este estudio son la primera evidencia que se reporta
del efecto antiinflamatorio que poseen estas especies mexicanas sobre la linea celular

de macrofagos.

Los macréfagos juegan un papel importante en el mecanismo de defensa del
organismo, ya que al activarse secretan diferentes mediadores, y la sobreproduccién
de éstos estd implicada en diversos escenarios inflamatorios. Se han encontrado
niveles elevados de NO vy citocinas en patologias como artritis reumatoide, inflamacion
cronica intestinal, shock séptico, por mencionar algunas enfermedades; esto
fundamenta el interés en la busqueda de agentes terapéuticos que modulen
selectivamente la concentracion elevada de estos y otros mediadores inflamatorios.
Aungue el 6xido nitrico es responsable del mecanismo de defensa del organismo, las
concentraciones elevadas de esta molécula se asocian a procesos inflamatorios y
ademas causan un efecto toxico en las células. En este contexto, los extractos de
Pleurotus fueron capaces de disminuir la produccion de ON de manera dependiente de
la concentracion, mostrando un efecto importante los metabolitos fangicos
intracelulares de las tres especies evaluadas, similar al de la indometacina. Este efecto
fue semejante al reportado en extractos metandlicos del cuerpo fructifero de Pleurotus
ostreatus y P. eryngii (Taofiq et al., 2015), pero fue mayor en comparacion con estudios
en otras especies de hongos como Ganoderma lucidum, un hongo medicinal muy
conocido, donde el mayor efecto inhibitorio del extracto etandlico se observé a la

concentracion de 1 mg/mL en células microgliales BV2; y en otras especies
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comestibles evaluadas a 0.5 mg/mL en macrofagos murino de la linea celular RAW
264.7 (Moro et al., 2012).

En este estudio evaluamos también la secrecién de IL-6 y TNF en los
macrofagos estimulados con LPS, mostrando un mayor efecto inhibitorio en TNF por
parte de los extractos de la biomasa de Pleurotus. Los extractos de Pleurotus agaves
disminuyeron la secrecién de IL-6 en comparacién con P. ostreatus y P. djamor,
teniendo un mayor efecto inhibitorio a la concentracion de 12.5 pg/mL y 25 pg/mL en la
biomasa y el medio agotado, respectivamente. Sin embargo, IL-6 puede adoptar un
papel tanto pro-inflamatorio como antiinflamatorio al ejercer un control parcial sobre la
produccion de IL-1 y TNF. A diferencia de IL-6, las citocinas IL-1 y TNF poseen
acciones pro-inflamatorias y juegan un papel importante en la iniciacion y amplificacién
de procesos inflamatorios; son las responsables de producir las reacciones
inflamatorias entre las que incluyen la fiebre y son de los blancos moleculares donde
actlan los antiinflamatorios bioldégicos. Sus concentraciones elevadas se correlacionan
con la gravedad de la enfermedad, y por ello se consideran marcadores biolégicos para
determinar el estado fisiopatologico de enfermedades inflamatorias. Moro y
colaboradores (2012) al evaluar la actividad antiinflamatoria de diferentes especies de
hongos comestibles, entre ellas Pleurotus ostreatus, reportan que Agaricus bisporus,
Cantherellus cibarius y Lactarius deliciosus inhibieron la expresion de mRNAs de IL-18
e IL-6 y la produccion de NO en respuesta a la estimulaciéon con LPS. Sin embargo, P.
ostreatus no mostré un efecto en la disminuciéon de NO vy las citocinas TNF, IL-1B e IL-
6. En contraste, los extractos de micelio y de cuerpo fructifero de P. pulmonarius
inhibieron la produccién de TNF, IL-6 y NO en macréfagos estimulados con LPS
(Jedinak et al., 2011).

Si bien la activacibn en los macréfagos tras la estimulacion con LPS
desencadena diversas vias de sefalizacion intracelular, nuestros resultados
demuestran que los extractos de Pleurotus podrian modular la respuesta inflamatoria
en macréfagos activados por LPS a través de la supresion en la activacion del factor
nuclear kappa B, resultando en una disminucién de la expresion de genes que
codifican para la produccion de estos mediadores pro-inflamatorios. Sin embargo, para
confirmar esta premisa es necesario evaluar la expresion de los genes para estos
mediadores inflamatorios. En este contexto, la inhibicién en la produccion de NO puede

atribuirse por la desregulacion de la expresion de iINOS por parte de los extractos en
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los macrofagos. Este evento se ha evidenciado en diversos estudios in vitro, evaluando
extractos de productos naturales, donde hay una relacion directa en la inhibicion de
NF-kB y la expresién de iNOS en macrofagos RAW 264.7, pues se sabe que la
expresion de iINOS esta regulada en parte por el factor de transcripcion NF-kB, el cual
es activado por LPS u otros estimulos inflamatorios en macrofagos RAW 264.7
(Dudhgaonkar et al., 2009; Moro et al., 2012)).

A diferencia de nuestros resultados otros estudios han mostrado un aumento en
la produccién de interleucinas, TNF, y ON en modelos in vitro con macréfagos murino,
mostrando un efecto inmunomodulador de los compuestos evaluados con activacion de
diversas células del sistema inmune innato y del sistema inmune adaptativo. Sin
embargo, al igual que en este trabajo, la mayoria de los estudios que evaluaron
extractos de acetato de etilo o de compuestos aislados de hongos sobre el efecto
antiinflamatorio han mostrado una disminucion significativa en la produccion vy
expresion de genes en ON, IL-1, IL-6, TNF, COX-1, COX-2 y PGE, (Lull et al., 2005).

De igual forma extractos acuosos, metandlicos y etandlicos de diferentes
hongos han mostrado que inhiben la produccion de mediadores pro-inflamatorios en
macroéfagos estimulados por LPS (Elsayed et al., 2014). Por lo tanto, esto representa
una variedad de compuestos que participan en la modulacién del proceso inflamatorio.
Al trabajar con extractos los efectos esperados pueden atribuirse a la accién de mas de
una molécula que lo constituye, resultando en un efecto potenciado. Cuando se desea
caracterizar los componentes responsables del mecanismo de accién, al momento de
obtener los compuestos aislados y evaluarlos nuevamente de forma independiente, el
resultado puede tener dos vertientes 1) que los compuestos aislados mantengan la
actividad biolégica, donde el efecto puede ser potenciado en el compuesto aislado
comparado con el extracto total o 2) que el efecto deseado se vea disminuido incluso

se pierda, tratandose entonces de un efecto sinérgico o aditivo con otras moléculas.

No obstante los polisacaridos representan la mayor clase de compuestos
bioactivos encontrados en hongos y especialmente su estudio farmacoldgico se ha
enfocado al efecto inmunomodulador, pero también ha resultado interesante estudiar
su efecto antiinflamatorio en diversos modelos biolégicos. Por lo contrario, existen otros
metabolitos en los hongos que también ejercen efectos bioldgicos interesantes pero no
se ha mostrado profundo interés en su estudio como en los polisacaridos. La busqueda

de otros metabolitos con propiedades antiinflamatorias se ha incrementado en los
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ultimos afnos, evaluando diversas especies de hongos que incluyen en su mayoria
especies comestibles (Moro et al., 2012, Taofiq et al., 2015). El interés en su estudio
puede atribuirse a la baja presencia de compuestos téxicos en comparacion con otros
hongos.

En este estudio se evalud el extracto de Pleurotus spp. del cual los compuestos
mayoritarios encontrados pertenecen a una familia de acidos grasos poliinsaturados.
Esta clase de moléculas han mostrado tener efectos benéficos como antiinflamatorios,
por ejemplo se ha mostrado que alivian la sintomatologia de la inflamacion en personas

que padecen de artritis reumatoide (Arita et al., 2005).

Dentro de la familia de los acidos grasos poliinsaturados existen dos grupos: los
acidos grasos omega 3 y los acidos grasos omega 6, donde a partir de los primeros
derivan resolvinas y protectinas, moléculas que ejercen acciones antiinflamatorias e
inmunomoduladoras. Por otro lado, a partir de la serie omega 6 se sintetizan 1) el &cido
dihomogammalinolico, del cual derivan las prostaglandinas, tromboxanos vy
leucotrienos de la serie 1, que poseen accion antiinflamatoria, anticoagulante y
antivasoconstrictora; y 2) el acido araquidonico del que derivan las prostaglandinas de
la serie 2, y los tromboxanos y leucotrienos de la serie 4, que por el contrario ejercen

funciones pro-inflamatorias, procoagulantes y vasoconstrictoras.

En este contexto, podriamos asumir que de acuerdo a los compuestos
mayoritarios presentes en los extractos de acetato de etilo de Pleurotus, los acidos
grasos ejercen el efecto antiinflamatorio en los macréfagos al modificarse el sustrato

para producir moléculas antiinflamatorias.

8.3. Andlisis quimico de los extractos de Pleurotus

El interés de este estudio fue obtener metabolitos de tipo estatinas y por tal motivo para
la extraccion de los metabolitos extracelulares e intracelulares se utiliz6 acetato de
etilo, pues se ha reportado que este disolvente resulta eficiente para la extraccién de
este tipo de compuestos (Nieto Ramirez et al., 2013). Debido a que en estos hongos
las estatinas pueden existir tanto en su forma abierta hidroxi-acida, asi como en su
forma lactona; en los cultivos sumergidos y para el caso de la lovastatina, se ha

observado que la forma hidroxidcida se encuentra en mayor proporcion en el caldo
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fermentado. También se ha determinado que las extracciones desde medios acuosos
son mas eficientes a pH bajos (Alarcon y Aguila, 2006); esto justifica el uso de
soluciones acidas en este paso.

Durante la extraccion de los metabolitos extracelulares se tuvo el inconveniente
de la formacién de emulsiones en todos los casos. Casas-LOpez (2004) reporta que
durante la extraccion de lovastatina en Aspergillus terreus, usando acetato de etilo
como disolvente extractor se presentd la formacion de emulsiones, y éstas junto con
una miscibilidad parcial del acetato de etilo en agua, dieron lugar a bajos rendimientos
y volimenes finales de acetato de etilo ligeramente inferiores a los iniciales, y también

perdidas de volumen y rendimientos en la extraccién de lovastatina.

De acuerdo a los analisis realizados de CCF se encontr6 que los extractos
difieren en el contenido metabdlico intra e interespecie, pero también poseen
compuestos que se comparten tanto en la biomasa y el medio agotado. Entre estos
encontramos la presencia de compuestos de baja y mediana polaridad como terpenos,
acidos grasos, saponinas y posibles iridoides. De los metabolitos extracelulares P.
ostreatus y P. djamor presentan similar contenido metabdlico en comparacion con P.
agaves. A diferencia de los metabolitos intracelulares donde P. agaves y P. djamor
muestran mayores similitudes. Sin embargo, para determinar la presencia de los
compuestos mayoritarios y de estatinas, de acuerdo a los espectros obtenidos de
Resonancia Magnética Nuclear 'H y Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas, el contenido metabdlico de los extractos de acetato de etilo
de las especies estudiadas, corresponde en su mayoria a moléculas de baja polaridad
acidos grasos, entre los que destacan el acido linoleico y el acido palmitico, los cuales
pertenecen a una familia de acidos grasos poliinsaturados, descartando la presencia

de estatinas.

Los hongos comestibles producen diversos compuestos bioactivos como
polisacéridos, proteoglucanos, terpenoides, compuestos fendlicos, esteroides y
lectinas. De los metabolitos intracelulares y extracelulares que se han encontrado
presentes en fermentaciones en cultivo liquido pertenecen a varios grupos funcionales
organicos como acidos, ésteres, aldehidos, alcoholes y fenoles, compuestos que son
sintetizados a través de las vias metabdlicas de los hongos y que no son en su

totalidad extraidos del medio de cultivo (Schnirer et al., 1999).
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En particular, se reporta que en los extractos de acetato de etilo los principales
componentes corresponden a moléculas de mediana polaridad como los terpenos, los
cuales representan el grupo mas grande de compuestos antiinflamatorios presentes en
los productos naturales tanto en los hongos como en las plantas. De los compuestos
presentes en extractos de hongos, se reportan que en su mayoria corresponden a
etilicos derivados de acidos grasos. Entre los principales se encuentran el palmitato de
etilo, oleato de etilo, linoleato de etilo, estereato de etilo; compuestos que han sido
previamente reportados ser sintetizados por los hongos y, principalmente su biosintesis
esta mas asociada con los micelios que con los medios agotados (Chegwin et al.,
2012).

Particularmente en Pleurotus ostreatus, se han aislado compuestos puros de la
biomasa producto del proceso de fermentacion sumergida en biorreactor; entre los
compuestos actualmente elucidados corresponden a acidos grasos, metabolitos
fendlicos, nucledtidos y alcaloides (Lefki et al., 2012). En las fracciones no polares se
identificaron &acidos grasos y sus derivados, que corresponden al acido oleico, acido
linoleico, acido palmitico y sus correspondientes ésteres de metil. Para los hongos en
general, y en particular del género Pleurotus, algunos autores mencionan que los
acidos grasos insaturados componen el 52 y el 87% de la composicién grasa total y

que el 4cido oleico es el mayoritario (Kalac, 2009; Smiderle et al., 2012).

De igual manera, en el grupo de trabajo del laboratorio de Micologia se
encontré en el extracto de acetato de etilo de Pleurotus agaves la presencia de dos
compuestos mayoritarios identificados como acido-n hexadecanoico o 4cido palmitico y
el acido 9,12-octadecanoico o acido linoleico. De acuerdo con los resultados obtenidos
en ese estudio y en el nuestro, no se logré determinar la presencia de metabolitos de

tipo estatinas tanto en el medio agotado como en la biomasa.

Las estatinas son sintetizadas como metabolitos secundarios de varios hongos
filamentosos principalmente de hongos micromicetos, pero también se ha confirman su
presencia en especies de macromicetos como es el caso de Pleurotus (Osman et al.,
2011). Cabe mencionar que la produccidén de estatinas se asocia en diferente grado
tanto al micelio como al medio extracelular y esto puede variar entre cepas incluso de
la misma especie. Por ejemplo, Gunde-Cimermann (1993) mencionan que no separan
el producto biotecnolégico para hacer el estudio, mientras que Wasser y Reshetnikov

(2002) mencionan que el metabolito no fue detectado en los filtrados del caldo de
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fermentacion después de separar el micelio. EI-Shami y Hamed (2007) reportan la
presencia de lovastatina en el caldo de cultivo; y Alarcon et al., (2003) determinaron su
presencia en los caldos filtrados pero no en el micelio obtenido.

Existen diversos factores que pueden asociarse a la ausencia del metabolito en
las especies utilizadas en este estudio; ya sea a las condiciones de crecimiento de los
hongos, que posiblemente el medio suplementado sea pobre en nutrientes, o bien a las
diferencias entre las especies utilizadas creyendo que éstas especies no sean
productoras del metabolito. Sin embargo, para ello sera necesario dirigir los esfuerzos
en modificar las condiciones de crecimiento de las especies en cultivo liquido para
dirigir la produccion de los metabolitos secundarios de particular interés, en este caso
de estatinas.
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En este trabajo, los extractos de Pleurotus ostreatus, P. djamor y P. agaves evaluados
en la linea celular de macréfagos murino 264.7 estimulados con LPS, inhibieron la
produccion de diferentes mediadores biolégicos que participan en el proceso
inflamatorio como el 6xido nitrico y las citocinas TNF e IL-6, efecto que se demostro
esta regulado en parte por el factor de transcripcion NF-kB. Este efecto se atribuy6 en
parte a los &cidos grasos, los cuales son compuestos mayoritarios de metabolitos
intracelulares y extracelulares presentes en los extractos de acetato de etilo. Por lo
cual, las especies de Pleurotus son una fuente prometedora de compuestos con

actividad antiinflamatoria.

Se logré cultivar en medio sumergido las especies Pleurotus ostreatus, P.
djamor y P. agaves utilizando sustratos no convencionales para la producciéon de
biomasa fungica y de compuestos bioactivos.

El presente estudio aportdé conocimiento de dos especies mexicanas estudiadas
por primera vez en un enfoque farmacolégico y biotecnolégico, Pleurotus djamor y P.

agaves, donde ésta ultima se realizé el cultivo micelial in vitro por primera vez.
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Realizar repeticiones de los ensayos de ELISA, TNF e IL-6, para realizar el

analisis estadistico y corroborar nuestros resultados preliminares.

Realizar un estudio quimico de los extractos de acetato de etilo, del cultivo
sumergido de los hongos de Pleurotus, con la finalidad de evaluar sus compuestos
aislados en el modelo de inflamacion in vitro, y caracterizar los metabolitos con
actividad antiinflamatoria. Ademas, determinar el mecanismo de accion de los

compuestos que presenten actividad antiinflamatoria.

Evaluar la actividad antiinflamatoria de los extractos y los compuestos aislados
del cultivo sumergido en otros modelos biolégicos, por ejemplo, en cultivos celulares

primarios de humano o en un modelo in vivo.

Realizar un escalamiento del crecimiento micelial de las especies de Pleurotus,

para incrementar la produccién tanto de biomasa y de metabolitos funcionales.

Realizar un perfil quimico de los extractos del cuerpo fructifero y del cultivo
sumergido, de las especies mexicanas Pleurotus djamor y P. agaves, para comparar
su contenido metabdlico y determinar metabolitos con otros posibles efectos

farmacoldgicos.
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ANEXO 1
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P. ostreatus P. djamor P. agaves
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Efecto de los extractos del medio agotado en la produccién de ON. Macr6fagos RAW 264.7 pre-
tratados con los extractos de Pleurotus ostreatus, P. djamor y P. agaves (3.1 a 50 pug/mL). Los
graficos representan la media + DE, n=3. **P< 0.01, **** P< 0.0001, comparados con el LPS.
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Efecto de los extractos de la biomasa en la produccion de ON. Macrofagos RAW 264.7 pre-
tratados con los extractos de Pleurotus ostreatus, P. djamor y P. agaves (3.1 a 50 pg/mL). Los
gréficos representan la media + DE, n=3. ***P< 0.001, **** P< 0.0001, comparados con el LPS.
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ANEXO 2

% Inhibicién IL-6
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Efecto de los extractos del medio agotado en la produccién de IL-6. Macréfagos RAW 264.7
pre-tratados con los extractos de Pleurotus ostreatus, P. djamor y P. agaves a concentraciones
de 25y 50 pg/mL. Los graficos representan la media de un ensayo por duplicado.
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Efecto de los extractos de la biomasa en la produccién de IL-6. Macréfagos RAW 264.7 pre-
tratados con los extractos de Pleurotus ostreatus, P. djamor y P. agaves a concentraciones de
25y 50 pg/mL. Los gréaficos representan la media de un ensayo por duplicado.

Pagina | 102



ANEXO 3
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Efecto de los extractos del medio agotado en la producciéon de TNF. Macréfagos RAW 264.7
pre-tratados con los extractos de Pleurotus ostreatus, P. djamor y P. agaves a concentraciones
de 25y 50 pg/mL). Los gréficos representan la media de un ensayo por duplicado.
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Efecto de los extractos de la biomasa en la produccion de TNF. Macrofagos RAW 264.7 pre-
tratados con los extractos de Pleurotus ostreatus, P. djamor y P. agaves a concentraciones de
25y 50 pg/mL). Los gréficos representan la media de un ensayo por duplicado.
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ANEXO 4
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Efecto de los extractos del medio agotado en NF-kB. Macréfagos pre-tratados con Pleurotus
ostreatus, P. djamor y P. agaves a diferentes concentraciones (3.1 a 50 ug/mL). Los graficos
representan la media + DE, n=3. *P< 0.05, *** P< 0.001, **** P< 0.0001, comparados con el
grupo control (MOCK).
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Efecto de los extractos de la biomasa en NF-kB. Macréfagos pre-tratados con Pleurotus
ostreatus, P. djamor y P. agaves a diferentes concentraciones (3.1 a 50 pg/mL). Los graficos
representan la media + DE, n=3. *P< 0.05, *** P< 0.001, **** P< 0.0001, comparados con el
grupo control (MOCK).
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