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1. RESUMEN

Las especies Agrocybe aegerita y Hericium erinaceum pertenecen a la Division
Basidiomycota. Los hongos de esta Division han despertado gran interés en las Ultimas
décadas debido a la presencia de polisacaridos, metabolitos con un amplio espectro de
actividades biologicas, dentro de las cuales destaca la actividad antitumoral presentada
sobre una gran variedad de canceres humanos, demostrando especificidad vy
selectividad sobre las células tumorales. Con el objetivo de poder desarrollar nuevas
terapias contra esta enfermedad, en este trabajo se evalud in vitro el efecto
antiproliferativo de polisacaridos aislados desde el micelio de A. aegerita y H.
erinaceum, sobre dos lineas celulares tumorales, una derivada de un neuroblastoma de
raton (N2A) y la otra proveniente de una leucemia linfoblastica aguda de tipo T humana
(JURKAT T). Para el ensayo de inhibicion de la proliferacion celular se sembraron
microplacas de 96 pocillos de fondo plano, con 3x10°- 5x10° células/pocillo en 90 pL de
medio DMEM suplementado con 10% de SFB y con concentraciones crecientes de
polisacaridos que oscilan desde O (control: células cultivadas en ausencia de extracto
polisacéarido) hasta 2500 ug/mL, durante 24, 48 y 72 h de incubacion. La proliferacion
celular se determiné empleando el método in vitro MTT, un ensayo colorimétrico que
mide la actividad metabdlica de las células en fase de proliferaciébn activa. Los
resultados obtenidos han demostrado que la cuantificacion de la proliferacion celular de
JURKAT T y N2A se mantiene con valores superiores al 80% a bajas concentraciones
de extracto polisacarido, sin embargo, a altas concentraciones de extracto se observa
una disminucion significativa de las células JURKAT T y N2A hasta de un 50% con el
extracto polisacarido de A. aegerita y de un 80% con el extracto polisacarido de H.
erinaceum a las 24 h de cultivo. A las 48 y 72 h de incubacién, se determiné una mayor
disminucién de las células JURKAT T y N2A, particularmente a altas concentraciones
de extracto polisacarido (= 1000 ug/mL). En conclusién, los resultados obtenidos en
este trabajo son alentadores y respaldan la realizacion de estudios adicionales para
dilucidar el mecanismo de accidon que presentan estos metabolitos sobre las células

tumorales.



1. SUMMARY

The Agrocybe aegerita and Hericium erinaceum species belong to the Basidiomycota.
The fungus of this Division have aroused a certain interest in the last few decades due
to the presence of polysaccharides, metabolites with a wide spectrum of biological
activities, among which the antitumor activity becomes more apparent on a great variety
of human cancers demonstrating specificity and selectivity with regards to tumor cells.
With the objective of developing new therapies against this illness, in this work, the
antiproliferative effect of isolated polysaccharides from the mycelium of A. aegerita and
H. erinaceum was evaluated in vitro, using two types of tumor cells, one derived from a
mouse neuroblastoma (N2A), the other originating from a human acute T-lymphoblastic
leukemia (JURKAT T). For the test of inhibition of cellular proliferation, microplates,
small cups were seeded with from 3x10° -5x10° cells/cup in 90 pL of medium DMEM
supplemented with 10% of SFB and with increasing concentrations of polysaccharides
that varied from O (control: cells cultivated in absence of polysaccharides extract) up to
2500 pg/mL, over incubation period of 24, 48, 72 hours. The cellular proliferation was
determined using the in vitro method MTT, a colorimetric test that measures the
metabolic activity of the cells during the active proliferation stage. The results obtained
have demonstrated that the rate of cellular proliferation of JURKAT T and N2A is
maintained at levels above 80% with lower concentrations of polysaccharides extract,
nonetheless at higher concentrations of extract a significant diminishment of the
JURKAT T and N2A cells was observed 50% with polysaccharide extract of A. aegerita
and of 80% with polysaccharide extract of H. erinaceum after 24 hours of cultivation. At
48 and 72 hours of incubation, a greater diminishment of JURKAT T and N2A cells was
determined, particularly at higher concentrations of polysaccharide extract (= 1000
pg/mL). In conclusion, the results obtained in this work are encouraging and support the
continuation of further studies in order to elucidate the effect that the metabolites have

on tumor cells.



2. INTRODUCCION

2.1. Céancer: generalidades

El cancer es un grupo heterogéneo de enfermedades caracterizadas por la proliferacion
descontrolada de células, que invaden y dafian tejidos y érganos, provocando la muerte
del organismo. Esta enfermedad es el resultado de dos procesos sucesivos: el aumento
de la proliferacion de un grupo de células y la posterior adquisicién de la capacidad
invasiva que les permite escapar de su tejido de origen, colonizando y proliferando en
otros tejidos u 6rganos (Jiménez, 2006; Mansilla, 2005).

El cancer constituye la segunda causa de mortalidad en los paises desarrollados y
debido al aumento paralelo de la incidencia de esta patologia con respecto al aumento
de la esperanza de vida en la poblacion, existe un gran interés meédico y social por esta
enfermedad (Mansilla, 2005). La mayoria de los canceres son el resultado de
mutaciones en el DNA de una célula somatica inicial, que son heredadas por su
descendencia clonal. Aquellas células progenie que adquieren nuevas alteraciones
genéticas que les confieren ventajas proliferativas son seleccionadas, provocando que
este grupo de células escape del control del crecimiento celular normal y dafie otras
células sanas, impidiendo el correcto funcionamiento del organismo (Chabner & Longo,
2001).

En los dltimos afios se han identificado, caracterizado y mapeado muchos de los
elementos genéticos involucrados en el desarrollo de las diversas formas del cancer
(Collins et al., 1997) (Ver anexo 1; Figura 1). En primer lugar se identificaron los
oncogenes (versiones genéticamente alteradas de los proto-oncogenes), elementos
genéticos que activan la proliferacion celular e inhiben la apoptosis (Perales, 2005). Los
genes supresores de tumores constituyen el segundo grupo de genes asociados al
cancer. A diferencia de los oncogenes, los genes supresores de tumores regulan
negativamente la proliferacion celular e inducen apoptosis, y en las células cancerosas
se encuentran versiones mutadas que conllevan a la pérdida de su funcion (Collins et
al., 1997). Se ha identificado un tercer tipo de genes relacionados con el desarrollo de

tumores, estos son los denominados genes mutadores. Estos genes, que se encargan



de reparar errores en el DNA, no regulan directamente el ciclo celular sino que
mantienen la integridad y fidelidad del genoma. Cuando se inactivan, las células
adquieren potencial mutagénico, ya que se pueden activar oncogenes y/o inactivar
genes supresores de tumores (Chabner & Longo, 2001).

El desarrollo de un tumor es el resultado de varias mutaciones que confieren a la célula
una ventaja proliferativa. En general el fenotipo neoplasico resulta de una combinacion
de alteraciones genéticas que incluye la activacion de oncogenes y la inactivacion de
genes supresores de tumores (Collins et al., 1997). Los procesos de division celular,
diferenciacion y muerte celular son basicamente similares en células normales y en
células tumorales. La Unica diferencia es que las células cancerosas presentan
aberraciones en los mecanismos de control de estos eventos. En las células tumorales
se presentan cuatro tipos de funciones celulares basicas alteradas. En primer lugar, los
puntos de control de la proliferacion celular son defectivos, generando células con
genomas inestables que evolucionan a células cancerosas (Jiménez, 2006). En
segundo lugar, el programa de diferenciacién celular puede estar alterado. Por otro
lado, la integridad cromosdmica y genética suele ser inestable, pudiendo generar un
incremento de la capacidad metastasica. Finalmente, el programa de muerte celular
programada o apoptosis puede estar desregulado (Chabner & Longo, 2001). La pérdida
de la capacidad para que las células mueran por apoptosis contribuye a la inestabilidad
genémica y a la tumorigénesis y, en consecuencia, a la pérdida del mecanismo de

eliminacion de las células con dafio génico (Lowe et al., 1993).

- Muerte celular

La muerte celular puede producirse a través de dos mecanismos: necrosis y apoptosis.
La necrosis es un tipo de muerte celular pasiva, que no requiere de la participacion
activa de la célula y puede afectar a una zona mas o menos amplia de tejido. Se
caracteriza principalmente por la ruptura osmotica de la célula, debido a la alteracion de
la permeabilidad de la membrana plasmatica, que permite la entrada masiva de Ca®* y
consecuentemente la entrada pasiva de agua, acompafada de un flujo anormal de

iones. También se distingue por la respuesta inflamatoria que se desencadena como



consecuencia de esta citolisis. Los estimulos que la originan son hipoxia, isquemia,
infecciones virales o bacterianas y la exposicidon a determinados agentes corrosivos,
entre otros (Bree et al., 2002; Montaner, 2000).

La apoptosis, 0 muerte celular programada, es un proceso fisiolégico por el cuél las
células mueren de forma controlada en respuesta a diversos estimulos (Jiménez, 2006;
Torra, 2006). Es un proceso regulado a nivel genético y esencial en el desarrollo de un
organismo, ya que esta relacionado con el control de la homeostasis y envejecimiento
celular; se trata también de un mecanismo de defensa por el cual son eliminadas del
organismo aquellas células infectadas, mutadas o dafadas, en respuesta a diferentes
agentes externos como por ejemplo: las radiaciones ionizantes 0 agentes
quimioterapéuticos (Kerr et al., 1994; Thompson, 1995; Vaux & Korsmeyer, 1999).

La apoptosis se caracteriza morfolégicamente por la pérdida de asimetria de la
membrana plasmatica, fragmentacion y condensacion de la cromatina, fragmentacion
del DNA intranucleosomal y la formacion de cuerpos apoptoticos como resultado de la
desintegracion celular (Elliott et al., 1999; Montaner, 2000; Torra, 2006). Cabe sefialar
que la apoptosis, al contrario de la necrosis, no produce respuesta inflamatoria,
haciéndola por tanto mas dificil de detectar desde el punto de vista histolégico (Diaz &
Wolfe, 1995) (Ver anexo 1; Figura 2).

Existen dos vias principales de induccion de apoptosis, una via extrinseca o via de los
receptores de muerte celular (TNF, Fas, TRAIL) y una via intrinseca o mitocondrial. Las
dos vias comparten la cascada de las caspasas, que son la via efectora de la
apoptosis, donde ambas vias convergen a nivel de la activacion de la caspasa-3, la cual
marca el punto sin retorno de la cascada, la que finaliza con la fragmentacion de la

cromatina y la muerte celular (Cousin et al., 2000) (Ver anexo 1; Figura 3).

- Control de la proliferacion celular

Una célula tumoral lo primero que presenta es una alteracién del ciclo celular. El ciclo
celular es un proceso de gran importancia para la célula ya que tiene como funcion la
formacion completa de una nueva célula evitando en lo posible la creacion de células

con multiples errores, lo cual le permite al organismo permanecer en un constante



equilibrio (Jiménez, 2006). El ciclo celular se divide en dos fases funcionales, Sy M, y
dos fases preparatorias, G1 y G2. El material genético de la célula se duplica durante la
fase S. Una vez duplicado el DNA, los cromosomas se segregan de manera equitativa a
cada uno de los nucleos de las células hijas durante la fase M o mitosis. Las fases
preparatorias G1 y G2 se consideran puntos de control para asegurar que los procesos
de sintesis de DNA y segregacion cromosOmica tengan lugar correctamente. Las
células pueden dejar de dividirse y entrar en fase GO o quiescencia (Collins et al., 1997;
Coqueret, 2002).

Existen dos niveles de control del ciclo celular: uno extrinseco y otro intrinseco. Las vias
de regulacion extrinsecas actian en respuesta a las condiciones ambientales en las
gue se encuentra la célula, mientras que las vias intrinsecas son responsables de la
progresion ordenada de los eventos del ciclo celular (Mansilla, 2005).

La maquinaria basica que coordina la progresion del ciclo celular esta constituida por
una familia de proteinas denominadas quinasas dependientes de ciclinas o CDKs ya
que, para ser activas necesitan de la asociaciébn a un segundo tipo de proteina, las
ciclinas, que se expresan a lo largo del ciclo celular de forma transitoria y en el
momento preciso. El holoenzima completo esta constituido por una subunidad catalitica,
la quinasa, y una subunidad reguladora especifica, la ciclina (Collins et al., 1997,
Coqueret, 2002). Se han identificado diferentes complejos ciclina/CDK y la activacion de
estos complejos de manera secuencial controla la progresion ordenada del ciclo celular
(Smits & Medema, 2001) (Ver anexo 1; Figura 4).

La transicion ordenada a través de las diferentes fases del ciclo celular esta regulada
por los puntos de control (“checkpoints”), que se encargan de asegurar el éxito de la
division celular. El punto de control de G1 evita la entrada de las células en la fase S
cuando las condiciones ambientales o el tamafio celular no son adecuados, o cuando la
célula tiene el DNA dafado. El punto de control de G2 asegura que la replicacion
durante la fase S ha sido correcta y que las condiciones ambientales son apropiadas
para que la célula pueda iniciar la mitosis (Chabner & Longo, 2001). Durante la
transicion de la metafase a la anafase existe un punto de control adicional, que asegura
qgue los cromosomas estén correctamente alineados y que no haya errores en el huso

acromatico, antes de iniciarse la segregacién cromosomica a las células hijas (Castedo



et al., 2004; Huang et al., 2005). Cuando se activan los puntos de control en respuesta
a alteraciones que pueden comprometer la fidelidad de la division, se produce la

detencion del ciclo celular (Collins et al., 1997).

2.2. Basidiomycetes como potenciales fuentes de metabolitos antitumorales

Los hongos son organismos eucariéticos, quimioheterotrofos y carentes de clorofila.
Abundan en el suelo, en la vegetacién y en la materia existente en el agua. En la
naturaleza, los hongos juegan un papel importante en la descomposicion de la materia
organica y son responsables junto a las bacterias del reciclaje de nitrégeno, carbono y
otros elementos vitales (Davis et al., 1978; Prieto, 1992).

El estudio sitematico de los hongos comenz6 hace apenas 250 afios, pero este grupo
de organismos es conocido por el hombre hace milenios (Prieto, 1992). El desarrollo
alcanzado en las técnicas de aislamiento e identificaciéon de productos quimicos hacen
que el area de los productos naturales sea la de mayor crecimiento. En la actualidad se
han descrito cerca de un millon de productos naturales aislados a partir de diferentes
fuentes biologicas, de las cuales los microorganismos constituyen una de las menos
estudiadas y por lo tanto, ofrecen grandes posibilidades para la obtencion de nuevas
estructuras con actividad biologica (Brizuela et al., 1998).

La investigacion de nuevos compuestos antitumorales en la naturaleza no se limita solo
a plantas superiores, microorganismos muy utilizados como fuentes de antibioticos,
producen un gran namero de metabolitos con propiedades antitumorales (Trease &
Evans, 1991). Dentro de los microorganismos, los Basidiomycetes presentan una
capacidad de produccion de metabolitos biolégicamente activos apenas investigada y
constituyen potenciales fuentes naturales que han motivado en las ultimas décadas el
interés de estudiar estos organismos (Mizuno et al., 1992).

La Division taxonémica Basidiomycota forma un grupo diverso de hongos, constituyen el
grupo mas evolucionado en lo que respecta a los hongos y se caracteriza porque sus
especies presentan un talo micelial, formado por hifas tabicadas que comunmente
presentan fibulas o un talo unicelular como es el caso de los hongos levaduriformes

(Ainsworth & Sussman, 1965; Davis et al., 1978). La reproduccion se puede llevar a



cabo por medio de dos vias, la asexual dada por la produccion de esporas llamadas
conidias y la sexual que se caracteriza por la produccion de esporas exdégenas
denominadas basidiosporas, las cuales se forman en la superficie de estructuras
especializadas llamadas basidios. La mayoria de los hongos comestibles pertenecen a
este grupo taxondmico (Davis et al., 1978).

La amplia gama de productos naturales con actividad biolégica producidos por estos
hongos abarca desde agentes antimicrobianos, antifingicos, antivirales y citostaticos
hasta enzimas y reguladores del crecimiento (Brizuela et al., 1998; Chihara et al., 1969;
Ito et al., 1979). Los polisacaridos con actividad antitumoral producidos por
basidiomicetes han ido recibiendo en los ultimos afios una creciente atencion, debido a
la potente actividad antitumoral presentada sobre una gran variedad de canceres
humanos, demostrando especificidad y selectividad sobre las células tumorales (Daba &
Ezeronye, 2003; Ooi & Liu, 2000), apareciendo en la literatura reportes sobre
polisacaridos antitumorales aislados a partir de hongos comestibles tales como
Agrocybe aegerita y Hericium erinaceum (Mizuno et al., 1992; Yoshida et al., 1996). Sin
embargo, el mecanismo antitumoral ain no esta dilucidado (Ooi & Liu, 2000).

- Agrocybe aegerita (Brig.) Sing.

Taxondmicamente A. aegerita es un hongo que pertenece al Reino Fungi; Division
Basidiomycota; Clase Agaricomycetes; Orden Agaricales; Familia Bolbitiaceae; Género
Agrocybe. Entre los nombres comunes de esta especie destaca: seta de chopo y seta
de mermez (Giovannini, 2006; Wasser & Weis, 1999) (Ver anexo 1; Figura 5). Es un
hongo sapréfito que crece en la materia muerta de diversos arboles, tales como: alamo,
sauce, fresno, olmo y arce (Giovannini, 2006). Se distribuye principalmente en
Norteamérica y sur de Europa (Stamets, 1993), aunque también se ha encontrado en
India (Kaul, 1981). Para su cultivo se necesita de un clima templado y hdamedo
(Giovannini, 2006).



Propiedades medicinales

Este hongo es utilizado en algunas regiones de China como antifangico y antitumoral
(Diyabalanage et al., 2008), diurético y antidiarreico (Hobbs, 1996), antiinflamatorio y
antioxidante (Zhang et al., 2003). También se ha reportado actividad hipoglicemiante in
vitro debido a la accién de dos polisacaridos (AG-HN1 y AG-HN2) aislados desde el
extracto acuoso de A. aegerita (Kiho et al., 1994).

La actividad antitumoral ha sido reportada sobre el sarcoma 180 de ratén, debido a la
accion de un polisacarido lineal (1—3)-a-D-glucano aislado desde el cuerpo fructifero
de A. aegerita (Yoshida et al., 1996).

- Hericium erinaceum (Bull.:Fr.) Pers.

Taxondmicamente H. erinaceum es un hongo que pertenece al Reino Fungi; Divisiéon
Basidiomycota; Clase Agaricomycotina; Orden Russulales; Familia Hericiaceae; Género
Hericium. Entre los nombres comunes de esta especie destaca: melena de leén, pom
pom blanc y yamabushitake (Giovannini, 2006; Mizuno et al., 1992; Wasser & Weis,
1999) (Ver anexo 1; Figura 5). Es un hongo que crece principalmente en arboles como
el roble y el haya, y en escasas ocasiones se observa en otros arboles. La distribuciéon
de esta especie es bastante irregular, presentandose en Norteamérica, Europa y Asia
(Giovannini, 2006).

Propiedades medicinales

Esta especie es un hongo comestible utilizado en la medicina China para tratar
problemas de indigestion, neurastenia y debilidad general (Giovannini, 2006). EIl micelio
es elaborado en forma de pildoras para tratar Ulceras duodenales, gastritis crénica y
carcinoma esofagico (Fujiwara et al., 2006; Giovannini, 2006). En esta especie también
se han reportado casos aislados que sugieren las siguientes actividades:
hipoglicemiante y antiagregante plaquetario (Kawagishi et. al., 1994), antimicrobiana
(Kim et al., 2000), citotéxica (Kuwahara et al., 1992), inmunomoduladora (Liu et al.,

2002), antioxidante (Mau et al., 2002) y antitumoral (Mizuno et al., 1992; Mizuno et al.,
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1995a). Recientes estudios han reportado un efecto neuroprotector contra isquemias
cerebrales, por lo que puede ser clinicamente (til en la prevencion de infartos
cerebrales (Fujiwara et al., 2006).

Actualmente esta especie es utilizada para el tratamiento clinico del cancer en China
(Mizuno, 1995c). La actividad antitumoral ha sido reportada sobre el Sarcoma 180 de
ratdén, cancer cervicouterino (Hela) y tumor de Ehrlich (Mizuno, 1999a). Esta actividad
ha sido atribuida a polisacaridos aislados desde el cuerpo fructifero de H. erinaceum.
Los polisacaridos mencionados son los siguientes: B-glucoxilano, complejo [-
glucoxilano-proteina, complejo galactoxiloglucano-proteina y manoglucoxilano
(Kawagishi et al., 1990; Mizuno et al., 1992; Wasser & Weis, 1999).

- Polisacaridos con actividad antitumoral aislados de Basidiomycetes

Los polisacaridos son macromoléculas que se encuentran en abundancia en la
naturaleza. Presentan en su estructura repetidos polimeros de residuos de
monosacaridos unidos uno del otro por medio de enlaces glucosidicos. Entre las
macromoléculas, los polisacaridos presentan un gran potencial de variabilidad
estructural, lo cual le proporciona la flexibilidad necesaria para regular mecanismos de
interaccién célula-célula en organismos superiores (Daba & Ezeronye, 2003; Ooi & Liu,
2000).

Actualmente se han descubierto numerosos polisacaridos antitumorales extraidos
desde setas, hongos, levaduras, algas, liquenes y plantas (Jong et al., 1991; Ren et al.,
1995; Sone et al., 1996). Los polisacaridos antitumorales aislados de basidiomicetes se
han presentado en los cuerpos fructiferos, cultivos de micelio y en los cultivos filtrados
de basidiomicetes (Daba & Ezeronye, 2003). Estos polisacaridos varian en su
composicién quimica, estructura, propiedades fisicas y actividad antitumoral (Franz,
1989; Whistler et al., 1976; Zhang et al., 2007). La gran mayoria de los polisacaridos
purificados de las setas pertenecen a homoglucanos o heteroglucanos y el resto
pertenece a complejos de polisacéarido-proteina. La fuente principal de polisacaridos
antitumorales esta relacionado con las membranas celulares de los hongos, las cuales

estan constituidas por polisacaridos tales como: quitina, celulosa, (1—3)-B-glucano,
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(1—6)-B-glucano, (1—3)-a-glucano o complejos de polisacéarido-proteina tales como
galactomanano-proteina y glucuromanano-proteina. Sin embargo, la quitina y el
guitosano no han presentado actividad antitumoral (Mizuno et al., 1995a; Moradali et al.,
2007).

A varios de los polisacaridos aislados de hongos, se les ha identificado y adjudicado
actividad antitumoral (Chihara, 1992; Mizuno et al., 1995b; Whistler et al., 1976). Estos
extractos polisacaridos han demostrado una potente actividad antitumoral sobre una
gran variedad de canceres humanos, tales como: adenocarcinoma mamario 755,
sarcoma S-180, cancer de higado HpG2, cancer de glandula mamaria MCF-7, leucemia
L-1210, carcinoma gastrico SGC-7901, cancer de colon SW-480, linfoma de Namalwa y
varios otros tumores (Hattori et al., 2004; Li et al., 2004; Zhang et al., 2007). A pesar de
que no existe claridad acerca del mecanismo antitumoral que presentan sobre las
células cancerigenas, se ha sefialado que los polisacaridos han presentado las

siguientes actividades:

1. Modificacién de la respuesta bioldgica aumentando o potenciando la respuesta
inmune, ya sea in vivo e in vitro, induciendo una inmunorespuesta celular iniciada
por interacciones macroéfago-linfocito y citotoxicidad mediada por anticuerpos contra
células diana, lo cual contribuye a la eliminacion de las células tumorales (lkeda et
al., 2004; Nagorcen et al., 2003; Poutsiaka et al., 2003).

2. Induccion de mecanismos apoptéticos sobre las células cancerigenas, provocando
la inhibicion selectiva del crecimiento tumoral (Cui et al., 2007; Lin et al., 2001;
Zhang & Huang, 2006). A pesar que el mecanismo antiproliferativo presentado por
polisacaridos sobre las células tumorales no esta dilucidado, algunos estudios
sefialan que la incubacién de polisacaridos con células tumorales podria modificar la
expresion de sefales celulares al interior de las células tumorales. Este efecto
podria detener el ciclo celular y generar el proceso apoptotico (Chen & Chang, 2004;
Li et al., 2004; Lin et al., 2003).
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3. Efectos antimetastasis, inhibiendo metaloproteinasas y otras enzimas involucradas

en el desarrollo de la metastasis (Kobayashi et al., 1995; Ooi & Liu, 2000).

4. Prevencion de la oncogénesis por administracion oral de polisacaridos (Zhang et al.,
2007). Datos epidemiolégicos obtenidos en Japon indican que el consumo de
hongos comestibles esta asociado a tasas inferiores de muerte por cancer. Estudios
in vivo han reportado que ratones tratados con una dieta normal (grupo control) y
ratones tratados con una dieta rica en polisacaridos, antes de ser inoculados con
agentes cancerigenos (BNN, metilcolantreno), presentaron al cabo de algunas
semanas un menor indice de ratones con cancer en el grupo tratado con una dieta
rica en polisacaridos en comparacion al grupo control (lkekawa, 2001; Kurashiga et
al., 1997; Nanba & Kuroda, 1987).

Actualmente varios de los polisacaridos aislados de hongos se encuentran en ensayos
preclinicos y clinicos, y otros han sido utilizados con éxito en tratamientos contra el
cancer, principalmente en China y Japon (Kobayashi et al., 1993). Si bien hay algunos
ejemplos de polisacaridos que han demostrado ser eficaces contra determinados tipos
de cancer al ser utilizados como monoterapia, los resultados mas exitosos y
prometedores se han presentado cuando los polisacaridos se utilizan como terapia
coadyuvante a farmacos quimioterapéuticos, ejemplo de aquello son PSK y PSP, dos
polisacéaridos aislados desde el micelio de Coriolus versicolor que han sido ampliamente
estudiados. Se ha demostrado que PSK induce el aumento de caspasa-3 y la supresion
de las vias de activacion de NF-kB al ser administrada en conjunto con docetaxel
(agente quimioterapéutico inductor de apoptosis en células tumorales humanas) (Haldar
et al., 1997; Kolfschoten et al., 2002), por lo que la combinacion de PSK con una dosis
baja de docetaxel (toxico en dosis terapéuticas) puede ser una nueva estrategia
terapéutica para tratar a pacientes con cancer pancreatico (Zhang et al., 2003). Por otro
lado, PSP ha demostrado inducir un aumento significativo en la calidad de vida de los
pacientes con cancer, al producir un alivio sustancial del dolor y aumentar o potenciar el
estado inmunoldgico en pacientes inmunodeprimidos que presentaban cancer de

estdbmago, eséfago, pulmédn, ovario y cérvix (Kidd, 2000).
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Si bien gqueda mucho por conocer e investigar acerca de estos metabolitos, los
resultados obtenidos en los ensayos preclinicos y clinicos son alentadores y
proporcionan proyecciones clinicas insospechadas en la terapia del cancer. A
continuacion se sefialan los beneficios reportados por estos metabolitos en el

tratamiento del cancer:

e Eficaces contra un gran variedad de canceres humanos y animales (Cui et al.,
2007; Zhang et al., 2007).

e Atéxicos y bien tolerados (Fullerton et al., 2000; Kidd, 2000).

e Reducen los efectos secundarios de la quimioterapia y radioterapia (Furue et al.,
1981; Nakano et al., 1999).

e Aumentan la supervivencia y mejoran la calidad de vida de los pacientes (Kidd,
2000).

e Previenen la oncogénesis por administracion oral de polisacaridos (Zhang et al.,
2007).

Conociendo la potente actividad antitumoral presentada por estos metabolitos sobre
una gran variedad de canceres humanos, teniendo en cuenta ademas que actualmente
existe escasa informacion respecto al mecanismo de accidon que presentan estos
metabolitos y especificamente los polisacaridos aislados desde el micelio de A. aegerita
y H. erinaceum sobre las células tumorales, y no existiendo informacion respecto al
efecto que presentan estos metabolitos sobre la proliferacion de las células tumorales

JURKAT Ty N2A, la hipétesis de trabajo es la siguiente:

Hipotesis

Los polisacaridos extraidos desde el micelio de Agrocybe aegerita y Hericium
erinaceum inducen in vitro una inhibicion de la proliferacion de las células tumorales
JURKAT Ty N2A de manera dosis-dependiente.
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Para aceptar o rechazar la hipétesis, se plantean los siguientes objetivos especificos:

1. Extraer desde el micelio de A. aegerita y H. erinaceum, mediante métodos

guimicos, polisacéaridos con actividad antitumoral.

2. Determinar in vitro la capacidad del extracto polisacarido de A. aegerita y H.
erinaceum de inhibir la proliferacion de dos lineas celulares de diferente origen
tumoral, una derivada de un neuroblastoma de raton (N2A) y la otra proveniente

de una leucemia linfoblastica aguda de tipo T humana (JURKAT T).



3.1. MATERIALES

3.1.1. Material Bioldgico

3. MATERIAL Y METODOS

15

Para el desarrollo del presente estudio se utilizaron dos especies de hongos: Agrocybe

aegerita y Hericium erinaceum. Estas cepas fueron adquiridas en MYCELIA (Sint-

Amandsberg, Bélgica).

Para los ensayos de inhibicion de la proliferacién celular se utilizaron dos lineas

celulares tumorales obtenidas de la American Type Culture Collection (Manassas,

USA). La linea celular N2A que corresponde a un neuroblastoma de ratén y la linea

celular JURKAT T que corresponde a una leucemia linfoblastica aguda de tipo T

humana (Tabla 1).

Tabla 1. Descripcion de las lineas celulares tumorales utilizadas.

CARACTERISTICAS

LINEA CELULAR

JURKAT T

N2A

Células grandes, abundante
citoplasma, cromatina

Células pequefias, redondas

Morfologia ,
dispersa y nucleolos y azules
multiples prominentes
Células de la cresta neural
Tejido Linfocitos T del Sistema Nervioso
Periférico Simpético
Origen Sanguineo Neuronal
Crecimiento Suspension Adherente
Procedencia ATCC: TIB-152 ATCC: CCL-131
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3.1.2. Reactivos

Los reactivos utilizados durante el desarrollo de la fase experimental son presentados
en orden alfabético y se sefiala entre paréntesis las abreviaturas usadas en el texto:
Agar extracto de malta (AEM) Merck, caldo malta (CM) Merck, dimetilsulfoxido (DMSO)
Sigma, dodecil sulfato sodico (SDS) Merck, estreptomicina Invitrogen, etanol (EtOH)
Merck, L-glutamina Invitrogen, medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) Invitrogen,
medio RPMI 1640 Invitrogen, penicilina Invitrogen, sal de tetrazolio MTT Sigma, suero
bovino fetal (FBS) Winkler, tampon fosfato salino (PBS) Merck, tripsina Invitrogen.

3.1.3. Equipos

Agitador magnético con calefactor FISATOM modelo 753A, agitador Orbital Shaker
modelo SO1, autoclave Orthman, balanza analitica Sartorius modelo 2462, bafio
termorregulado Haake modelo D8, bafio termorregulado RV05 modelo 2B, camara de
flujo laminar Class 1IA/B3 Biological Safety Cabinet modelo 1285 REL # 4, caAmara de
incubacion SANYO modelo MCO-15AC, centrifuga IEC Centra MP4, congelador - 80 °C
Thermo Forma, contenedor de nitrégeno liquido International Cryogenics modelo IC 35
RX, espectrofotometro UV/visible Jasco modelo V-530, liofilizador VIRTIS modelo FM
12 XL, microscopio invertido OLYMPUS modelo CKX41, rotavapor Heidolph modelo
W1, vortex manual modelo K-550-GE (220 y 50 Hz).

3.1.4. Otros

Agua destilada estéril, capsula de porcelana, crioviales, crondmetro, embudo Buchner,
espatulas metdlicas, filtros Millipore de 0.22 um, guantes desechables, jeringas de 5
mL, matraces balén de 250 mL, matraz Erlenmeyer de 100 y 250 mL, matraz Kitasato
de 500 mL, mechero Bunsen, micropipetas P20, P200 y P1000, microplacas de 96
pocillos de fondo plano, papel filtro (Whatman N° 1), pinza sostén, pipetas graduadas
de 1, 2, 5y 10 mL, pipetas Pasteur, placas de cultivo de 25 y 75 cm?, porta objeto,
probetas de vidrio de 10 mL, regla, rejilla de amiento, tripode, trompa metdlica para
vacio, tubos de ensayo, tubos eppendorf de 1,5 mL, tubos Falcon de 25y 50 mL, varilla

de agitacion, vaso precipitado de 25, 250 y 100 mL, vidrio reloj.
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3.2. METODOS

3.2.1. Cultivo de Agrocybe aegerita y Hericium erinaceum

Las cepas de A. aegerita y H. erinaceum se cultivaron individualmente en caldo malta al
1% (CM) en botellas de cultivo. Cada una de las botellas que contenia 100 mL de CM
fue inoculada con tres discos de agar con micelio (cada uno de 1 cm de diametro). Los

cultivos se mantuvieron a 23 + 1 °C y 150 rpm durante 30 dias en un agitador Orbital.

3.2.2. Extraccion de polisacaridos desde el micelio de Agrocybe aegerita y Hericium
erinaceum

Los polisacaridos fueron obtenidos a través del siguiente procedimiento:

e Una vez concluido el periodo de incubacién de A. aegerita y H. erinaceum, los
cultivos liquidos son filtrados al vacio utilizando papel Whatman N° 1.

e El micelio obtenido (201 g y 1,2 g de micelio de A. aegerita y H. erinaceum,
respectivamente) se lavé varias veces con agua destilada para eliminar los
restos del medio de cultivo.

e El micelio obtenido se someti6 a extraccion con una solucion de agua/etanol
(70:30) en agitacion constante por seis horas a una temperatura de 70 °C. Este
proceso permiti6 la extraccion de las paredes celulares (fuente principal de
polisacaridos con actividad antitumoral) desde el micelio de A. aegerita y H.
erinaceum.

e La solucion obtenida es filtrada al vacio utilizando papel Whatman N° 1.

e Elfiltrado es evaporado en rotavapor, reduciendo al minimo su volumen.

e El filtrado obtenido se dejo secar en liofilizador hasta peso constante.

e El extracto seco fue pesado en balanza analitica (625 mg y 62,5 mg de extracto
polisacarido de A. aegerita y H. erinaceum, respectivamente) y en base a su
peso fue calculado la solucion stock de cada extracto polisacéarido (25 mg/mL y
2,5 mg/mL de A. aegerita y H. erinaceum, respectivamente). Dicha solucién se
diluyo en agua estéril destilada para los ensayos in vitro de inhibicién de la
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proliferacion celular, para asi obtener las concentraciones deseadas. Las
soluciones utilizadas en este estudio se encuentran en el rango de 25 ug/mL a
2500 pg/mL.

3.2.3. Cultivo de lineas celulares

El manejo de las lineas celulares se realizd en condiciones de esterilidad en campana
de flujo laminar, usando material y soluciones estériles.

La linea celular N2A, fue cultivada en medio DMEM suplementado con 10% de SBF y
antibioticos (penicilina 50 U/mL y estreptomicina 50 mg/mL). Las linea celular JURKAT
T, fue cultivada en medio RPMI 1640 suplementado con 10% de SBF, antibidticos
(penicilina 50 U/mL y estreptomicina 50 mg/mL) y L-glutamina 2 mM.

Los cultivos celulares de ambas lineas se mantuvieron en placas ventiladas y la
incubacion en una estufa a 37 °C y a una atmadsfera humeda con 5% de CO, (Mansilla,
2005; Zambrano et al., 2007).

Las lineas celulares establecidas se pueden dividir en dos tipos principales: células
adherentes (N2A) que se fijan al material plastico del frasco de cultivo y por lo tanto,
deben desprenderse de esa superficie antes de ser utilizadas y células en suspension
(JURKAT T), que normalmente no se fijan a la superficie del recipiente de cultivo
(Morgan & Darling, 1995). Cuando las células llegaban a condiciones de saturacion
(células en suspension) o de confluencia (células adherentes), se procedié a subcultivar
para asegurar el crecimiento exponencial de las células. El subcultivo celular permite
controlar la densidad del inéculo inicial que asegure que se trabaja en condiciones de

crecimiento 6ptimas para cada linea celular.

3.2.3.1. Procedimiento para células adherentes (N2A)

e Eliminar el medio de cultivo del frasco.

e Lavar las células dos veces con tampon PBS 1x estéril (137 mM NacCl, 2,7 mM
KCI, 10 mM NayHPO4, 2 mM KH,PO,).
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e Tratar con tripsina las células afiadiendo el volumen de tripsina necesario para
cubrir las células (2-3 mL) e incubar 5-10 minutos a 37 °C en la camara de
incubacion, con el objetivo de desprender la monocapa celular. El control de la
accion de la tripsina sobre la monocapa se realiz6 mediante la observacion del
cultivo en microscopio invertido.

e Se golpea el frasco suavemente en la parte inferior de la placa. Las células se
desprenden debido a que la tripsina es una enzima proteolitica que rompe la
malla de proteinas que forman la matriz extracelular que mantiene unidas a las
células (Navarro, 2005).

e Inactivar la tripsina afiadiendo medio de cultivo suplementado a 37 °C.

e Pasar el volumen a un nuevo frasco de cultivo estéril.

e Guardar el frasco dentro de un incubador y controlar el crecimiento celular.
3.2.3.2. Procedimiento para células en suspension (JURKAT T)

e Obtener mediante una pipeta el volumen de cultivo que asegure un subcultivo en
fase exponencial de crecimiento y traspasar a un tubo Falcon.

e Centrifugar durante 5 minutos a 12.000 rpm.

e Eliminar el sobrenadante y resuspender el precipitado en 5 o0 10 mL (segun el
frasco de cultivo a utilizar, ya sea de 25 o 75 cm?, respectivamente) de medio de
cultivo suplementado a 37 °C.

e Pasar el volumen a un nuevo frasco de cultivo esteéril.

e Guardar el frasco dentro de un incubador y controlar el crecimiento celular.

3.2.4. Ensayo de inhibicion de la proliferacion celular

La proliferacion celular se determindé empleando el ensayo colorimétrico MTT, que mide
la actividad metabdlica de las células en fase de proliferacion activa. Este es un ensayo
rapido, confiable, versétil y cuantitativo (Castro, 2006; Isolabella, 2005); que se
fundamenta en la reduccién del colorante MTT de color amarillo por la succinato

deshidrogenasa mitocondrial, para producir un derivado del formazan de color violeta
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insoluble en agua pero soluble en DMSO, que absorbe a una longitud de onda de 540
nm. La cantidad de formazan producido es directamente proporcional al numero de
células proliferantes (metabdlicamente activas) (Dinezot & Lang, 1986; Mosmann, 1983;
Perales, 2005). Este método ha sido utilizado de manera exitosa para monitorear la
sensibilidad de las células tumorales humanas a los agentes quimioterapéuticos (Ferrari
et al., 1990).

3.2.4.1. Procedimiento para determinar la proliferacion celular

e Las células fueron sembradas en placas de cultivo de 96 pocillos de fondo plano,
en un nimero de 3x10° - 5x10° células/pocillo, durante 24 h, con medio DMEM
(libre de rojo fenol) suplementado con 10 % de SBF-.

e Luego, se agrega 10 pL de extracto polisacarido a cada pocillo en distintas
concentraciones (25-2500 ug/mL), preparadas a partir de una solucion stock de
25 mg/mL en el caso de A. aegerita y de 2,5 mg/mL en el caso de H. erinaceum,
completando un volumen final de 100 pL/pocillo. Se incuba por 24, 48y 72 h. Los
primeros pocillos se utilizan como control (no se agrega extracto polisacéarido).

e Luego, se agrega 10uL de MTT a una concentracion de 5 mg/mL y se incuba por
4 ha37°C.

e Posteriormente se agrega solucion de lisis (50% dimetilformamida, 20% SDS [pH
4.7]) y se incuba por 24 h a 37 °C.

e Se registra la cuantificacion de la proliferacion de las células tumorales por medio
de un espectrofotdmetro UV/visible con un filtro a 540 nm. El resultado de esta
determinacion nos indica el porcentaje de inhibicién de la proliferacion celular
(Mansilla, 2005; Torra, 2006).

La supervivencia celular se calcul6 utilizando la siguiente ecuacion:



21

Porcentaje de proliferacion celular = Apcélulas tratadas  x 100

Ap células control

Ap= Absorbancia promedio

3.2.5. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en el presente estudio fueron analizados estadisticamente con
el programa estadistico GraphPad Prism (versién 4.0, GraphPad Software Inc., San
Diego, California, EUA, 2003). El analisis estadistico entre los valores de controles y
ensayos fueron interpretados mediante el test de student, con un nivel de significancia
de (p< 0,05). Los gréficos se obtuvieron usando el software GraphPad Prism.

Los valores de ICso fueron calculados utilizando el programa estadistico GraphPad
Prism, mediante el andlisis estadistico de regresion lineal (ecuacion de la recta:
y=mx+Dh).

Los resultados presentados en las Figuras y Tablas corresponden a la media aritmética
de los valores obtenidos en cada experimento + el error estandar (SD). Al menos tres
experimentos independientes fueron realizados en cada ensayo.
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4. RESULTADOS

4.1. DETERMINACION IN VITRO DE LA CAPACIDAD DEL EXTRACTO
POLISACARIDO DE Agrocybe aegerita Y Hericium erinaceum DE INHIBIR LA
PROLIFERACION CELULAR DE LAS LINEAS TUMORALES JURKAT TY N2A

La proliferacion celular se determind empleando el ensayo colorimétrico del MTT. A
partir de los resultados obtenidos, se construyeron las curvas de supervivencia celular
que se muestran en las Figuras 1 a la 9, y a partir de estos resultados se calcularon las
concentraciones de polisacaridos que inhiben la proliferacion celular en un 50% (dosis
ICs0) respecto a las mismas células sin tratar (Tablas 2 a la 6).

De modo general, los resultados obtenidos en este estudio muestran que las células
tratadas con extracto polisacarido presentan en todos los casos absorbancias (A°)
inferiores a las presentadas por el control. La concentracion namero 0 (control)
representa las células que soOlo contienen medio de cultivo. Si se considera una
proliferacion del 100% la obtenida en estas células control, se puede sefialar que las A°
alcanzadas cuando las células se tratan con diferentes concentraciones de extracto
polisacarido muestran una disminucion de la proliferacion de las células tumorales
JURKAT T y N2A en la medida en que aumenta la concentracion de cada extracto. El
andlisis grafico de las Figuras 1 a la 9 describe una relacion casi lineal con pendiente
negativa entre el porcentaje de inhibiciébn de la proliferacion celular y las diferentes

concentraciones de extracto polisacarido.

4.1.1. Evaluacion in vitro del efecto antiproliferativo presentado por el extracto
polisacarido filtrado y no filtrado de Agrocybe aegerita y Hericium erinaceum, sobre
las células tumorales N2A y JURKAT T

En la Figura 1, se observa el efecto antiproliferativo del extracto polisacéarido filtrado y
no filtrado de A. aegerita y H. erinaceum sobre la linea tumoral N2A a 24 h de
incubacion. A bajas concentraciones de los extractos polisacéaridos filtrados y no

filtrados se determind un crecimiento similar al control (células cultivadas en ausencia
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de extracto polisacéarido), sin embargo, a altas concentraciones de extracto polisacarido
(= 250 ug/mL) se observo una disminucion significativa de las células tumorales N2A.
Este efecto resultd ser dependiente de la concentracion, efecto que se observa
principalmente a altas concentraciones de extracto polisacarido (= 250 ug/mL). Ademas
fue observada una mayor actividad antiproliferativa por accion del extracto polisacarido
no filtrado de ambas especies.

Lo mismo es presentado en la Figura 2, pero en la linea tumoral JURKAT T, donde se
registro un efecto similar al observado para la linea tumoral N2A.
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Figura 1. Efecto antiproliferativo a las 24 horas de incubacion del extracto
polisacarido filtrado y no filtrado de A: Agrocybe aegerita y B: Hericium erinaceum
sobre la linea tumoral N2A. La proliferacion celular fue determinada por el ensayo de
reduccion del MTT a 540 nm. Los resultados graficados corresponden al promedio de
tres experimentos independientes.
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Figura 2. Efecto antiproliferativo a las 24 horas de incubacién del extracto
polisacarido filtrado y no filtrado de A: Agrocybe aegerita y B: Hericium erinaceum
sobre la linea tumoral JURKAT T. La proliferacion celular fue determinada por el
ensayo de reduccién del MTT a 540 nm. Los resultados graficados corresponden al
promedio de tres experimentos independientes.
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La Tabla 2 muestra los valores de ICso calculados para las células N2A después de 24
h de tratamiento continuo con el extracto polisacarido filtrado y no filtrado de A. aegerita
y H. erinaceum. Las concentraciones ICso obtenidas para las células N2A tratadas con
el extracto polisacérido filtrado de A. aegerita y H. erinaceum fueron de 2294 ug/mL y
1317 pg/mL, respectivamente. En el caso del extracto polisacarido no filtrado de A.
aegerita y H. erinaceum, los valores obtenidos de ICso fueron de 1904 pg/mL y 1038

Mg/mL, respectivamente.

Tabla 2. Valores de las concentraciones de extracto polisacéarido filtrado y no
filtrado de Agrocybe aegerita y Hericium erinaceum que inhiben la proliferacion
celular de N2A en un 50% (dosis ICsp*) a 24 horas de incubacion.

*

Linea Celular Extracto Polisacarido |C5°2(X%/m L)
Filtrado 2294 + 2,03

Agrocybe aegerita
No filtrado 1904 + 3,26

N2A

Filtrado 1317 + 4,37

Hericium erinaceum
No filtrado 1038 + 5,95

* Los valores de ICs, obtenidos representan la concentracion a la que se alcanza el 50% del
efecto inhibitorio maximo obtenido a 2500 pg/mL.

La Tabla 3 muestra los valores de ICso calculados para las células JURKAT T después
de 24 h de tratamiento continuo con el extracto polisacéarido filtrado y no filtrado de A.
aegerita y H. erinaceum. Las concentraciones ICso obtenidas para las células JURKAT T
tratadas con el extracto polisacarido filtrado de A. aegerita y H. erinaceum fueron de
2226 pg/mL y 1351 pg/mL, respectivamente. En el caso del extracto polisacarido no
filtrado de A. aegerita y H. erinaceum, los valores obtenidos de ICs, fueron de 1882

Mg/mL y 989 ug/mL, respectivamente.
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Tabla 3. Valores de las concentraciones de extracto polisacéarido filtrado y no
filtrado de Agrocybe aegerita y Hericium erinaceum que inhiben la proliferacion
celular de JURKAT T en un 50% (dosis ICs0*) a 24 horas de incubacion.

*

Linea Celular Extracto Polisacarido ICSOZ(X%/m L)
Filtrado 2226 +2,12

Agrocybe aegerita
No filtrado 1882 + 3,59

JURKATT

Filtrado 1351 +£4,13

Hericium erinaceum

No filtrado 989 + 5,58

* Los valores de ICs, obtenidos representan la concentracién a la que se alcanza el 50% del
efecto inhibitorio maximo obtenido a 2500 pg/mL.

De acuerdo a los resultados obtenidos (Figura 1 y 2) se determiné que las
concentraciones de extracto polisacarido no filtrado necesarias para inhibir la
proliferacion de las células tumorales JURKAT T y N2A, siempre fueron inferiores a las
obtenidas por el extracto polisacéarido filtrado. Por tal motivo, se procedié a utilizar el
extracto polisacarido no filtrado de A. aegerita y H. erinaceum para la realizaciéon de los

ensayos posteriores de inhibicion de la proliferacién celular.

4.1.2. Evaluacién in vitro del efecto antiproliferativo de polisacaridos obtenidos
desde el micelio de Agrocybe aegerita y Hericium erinaceum, sobre las células
tumorales N2A y JURKAT T a diferentes tiempos de incubacion

En la Figura 3 a la 5 se presentan los graficos del efecto antiproliferativo del extracto de
polisacarido de A. aegerita y H. erinaceum sobre la linea tumoral N2A a diferentes
tiempos de incubacion. En la Figura 3, se observa que a bajas concentraciones de
extracto de polisacarido (< 200 ug/mL), la cuantificacion de la proliferacion celular es
alta (= 80% de células N2A), sin embargo, a altas concentraciones de extracto
polisacarido se observa una disminucion significativa de la poblacién celular, que
decrece hasta en un 50% con el extracto polisacarido de A. aegerita 'y en un 80% con el
extracto polisacarido de H. erinaceum a 24 h de incubacién. A las 48 y 72 h de
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incubacion (Fig. 4 y 5, respectivamente), se aprecia un efecto analogo al observado en
la Figura 3 a bajas concentraciones de extracto de polisacarido, sin embargo, a altas
concentraciones de extracto (= 1000 pg/mL) se determind una mayor disminucion de las
células tumorales N2A en relacién a la observada en la Figura 3, que decrece hasta en
un 73% con el extracto polisacarido de A. aegerita y en un 94% con el extracto
polisacéarido de H. erinaceum, a las 72 h de incubacién (2500 pg/mL).

Por su parte en la Figura 6 a la 8 se presentan los gréaficos de los ensayos realizados en
la linea tumoral JURKAT T a diferentes tiempos de incubacion. Los resultados
obtenidos dan cuenta de un efecto analogo al observado sobre la linea tumoral N2A,
donde ambos extractos polisacaridos inducen una disminucién de la proliferacién de las
células tumorales JURKAT T de manera dependiente al incremento de las
concentraciones de polisacaridos empleadas, apreciandose a las 48 y 72 h de
incubacion, una mayor disminucion de las células tumorales, particularmente a altas

concentraciones de extracto polisacarido (= 1000 pg/mL).
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Figura 3. Efecto antiproliferativo del extracto polisacarido de A: Agrocybe aegerita
y B: Hericium erinaceum sobre la linea tumoral N2A a 24 horas de incubacion. La
proliferacion celular fue determinada por el ensayo de reduccién del MTT a 540 nm. Los
resultados graficados corresponden al promedio de tres experimentos independientes (*
p < 0,05; calculado respecto al control).
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Figura 4. Efecto antiproliferativo del extracto polisacarido de A: Agrocybe aegerita
y B: Hericium erinaceum sobre la linea tumoral N2A a 48 horas de incubacion. La
proliferacion celular fue determinada por el ensayo de reduccion del MTT a 540 nm. Los
resultados graficados corresponden al promedio de tres experimentos independientes (*
p < 0,05; calculado respecto al control).
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Figura 5. Efecto antiproliferativo del extracto polisacarido de A: Agrocybe aegerita
y B: Hericium erinaceum sobre la linea tumoral N2A a 72 horas de incubacion. La
proliferacion celular fue determinada por el ensayo de reduccién del MTT a 540 nm. Los
resultados graficados corresponden al promedio de tres experimentos independientes (*
p < 0,05; calculado respecto al control).
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Figura 6. Efecto antiproliferativo del extracto polisacarido de A: Agrocybe aegerita
y B: Hericium erinaceum sobre la linea tumoral JURKAT T a 24 horas de
incubacion. La proliferacion celular fue determinada por el ensayo de reduccién del
MTT a 540 nm. Los resultados graficados corresponden al promedio de tres
experimentos independientes (* p < 0,05; calculado respecto al control).
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Figura 7. Efecto antiproliferativo del extracto polisacarido de A: Agrocybe aegerita
y B: Hericium erinaceum sobre la linea tumoral JURKAT T a 48 horas de
incubacion. La proliferacion celular fue determinada por el ensayo de reduccion del
MTT a 540 nm. Los resultados graficados corresponden al promedio de tres
experimentos independientes (* p < 0,05; calculado respecto al control).
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Figura 8. Efecto antiproliferativo del extracto polisacarido de A: Agrocybe aegerita
y B: Hericium erinaceum sobre la linea tumoral JURKAT T a 72 horas de
incubacion. La proliferacion celular fue determinada por el ensayo de reduccién del
MTT a 540 nm. Los resultados graficados corresponden al promedio de tres
experimentos independientes (* p < 0,05; calculado respecto al control).
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La Tabla 4 muestra los valores de ICsp calculados para las células N2A después de 24,
48 y 72 h de incubacién con el extracto polisacarido de A. aegerita y H. erinaceum. A
las 24 h de incubacion, las concentraciones ICsy obtenidas para el extracto polisacarido
de A. aegerita y H. erinaceum fueron de 2454 ug/mL y 1100 pg/mL, respectivamente.
Al final del ensayo (72 h), los valores de ICs, fueron de 1263 ug/mL para el extracto

polisacéarido de A. aegerita y de 825 pg/mL para H. erinaceum.

Tabla 4. Valores de las concentraciones de extracto polisacarido de Agrocybe
aegerita y Hericium erinaceum que inhiben la proliferaciéon celular de N2A en un
50% (dosis ICs0*) a 24, 48y 72 horas de incubacion.

Linea Extracto *ICs0 (Mg/mL) | *ICso (Mg/mL) | *ICs0 (Mg/mL)
Celular Polisacéarido 24 h 48 h 72 h

Agrocybe aegerita 2454 + 3,05 1925 + 2,68 1263 £ 4,18
N2A

Hericium erinaceum 1100 + 5,90 908 + 5,09 825+4,71

* Los valores de ICsy obtenidos representan la concentracién a la que se alcanza el 50% del efecto
inhibitorio maximo obtenido a 2500 pg/mL.

La Tabla 5 muestra los valores de ICso calculados para las células JURKAT T después
de 24, 48 y 72 h de incubacién con el extracto polisacarido de A. aegerita y H.
erinaceum. A las 24 h de incubacion, las concentraciones ICsy obtenidas para el
extracto polisacarido de A. aegerita y H. erinaceum fueron de 2176 pg/mL y 1089
Mg/mL, respectivamente. Al final del ensayo (72 h), los valores de ICso fueron de 1361

Mg/mL para el extracto polisacarido de A. aegerita y de 597 pg/mL para H. erinaceum.
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Tabla 5. Valores de las concentraciones de extracto polisacarido de Agrocybe
aegerita y Hericium erinaceum que inhiben la proliferacién celular de JURKAT T en
un 50% (dosis ICs0*) a 24, 48y 72 horas de incubacion.

Linea Extracto *ICs0 (Mg/mL) | *ICso (g/mL) | *ICso (Mg/mL)
Celular Polisacarido 24 h 48 h 72 h

Agrocybe aegerita 2176 + 2,50 1744 + 3,43 1361 + 3,86
JURKATT

Hericium erinaceum 1089 + 5,01 600 + 5,98 597 + 5,68

* Los valores de ICso obtenidos representan la concentracion a la que se alcanza el 50% del efecto
inhibitorio maximo obtenido a 2500 pg/mL.

4.1.3. Evaluacion in vitro del efecto antiproliferativo presentado por el extracto
polisacarido combinado de Agrocybe aegerita y Hericium erinaceum, sobre las
células tumorales N2A y JURKAT T

En la Figura 9, se muestra el grafico del efecto antiproliferativo del extracto de
polisacarido combinado de A. aegerita y H. erinaceum sobre las lineas tumorales N2A y
JURKAT T a 24 h de incubacion. Se observa que la combinacién de ambos extractos
induce una disminucién de la proliferacion de las células tumorales N2A y JURKAT T a
las 24 h de incubacion. Este efecto, al igual que el presentado en las Figuras anteriores

(Fig. 1 a la 8), resulto ser dependiente de la concentracion de polisacaridos.
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Figura 9. Efecto antiproliferativo a las 24 horas de incubacién del extracto
polisacarido combinado de Agrocybe aegerita y Hericium erinaceum sobre las lineas
tumorales N2A y JURKAT T. La proliferacion celular fue determinada por el ensayo de
reduccion del MTT a 540 nm. Los resultados graficados corresponden al promedio de
tres experimentos independientes.

La Tabla 6 muestra los valores de I1Cso calculados para las células JURKAT T y N2A
después de 24 h de incubacion con el extracto polisacarido combinado de A. aegerita y
H. erinaceum. Las concentraciones ICsy obtenidas para el extracto polisacarido
combinado fueron de 1217 pg/mL para la linea celular N2A y de 915 pg/mL para la linea
celular JURKAT T.
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Tabla 6. Valores de las concentraciones de extracto polisacarido combinado de
Agrocybe aegerita y Hericium erinaceum que inhiben la proliferacion celular de N2A
y JURKAT T en un 50% (dosis ICs¢*) a 24 horas de incubacién.

. Extracto *ICs0 (Mg/mL)
Linea Celular Polisacéarido 24 h
N2A Extracto combinado 1217 + 5,52
JURKATT Extracto combinado 915 + 5,33

* Los valores de ICs, obtenidos representan la concentracion a la que se alcanza
el 50% del efecto inhibitorio maximo obtenido a 2500 pg/mL.

Los resultados obtenidos en este estudio han demostrado que las concentraciones de
extracto polisacarido de H. erinaceum necesarias para inhibir la proliferacién de las
células tumorales JURKAT T y N2A, siempre fueron inferiores a las obtenidas por el
extracto polisacérido de A. aegerita. De estos resultados se deduce que al menos en
las lineas celulares tumorales analizadas, los polisacaridos obtenidos desde el micelio

de H. erinaceum se comportaron como agentes antiproliferativos muy eficaces.
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5. DISCUSION

El cancer es una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial. Se estima que
en el afio 2005 murieron de cancer 7,6 millones de personas, y en los préximos 10 afios
moriran 84 millones de personas mas. Por lo tanto, el descubrimiento e identificacion de
nuevas drogas antitumorales, se convierte en una meta importante en la investigacion
de las ciencias biomédicas (Mansilla, 2005; Ooi & Liu, 2000).

En este contexto, la busqueda de potenciales polisacaridos como agentes antitumorales
proviene probablemente de la insatisfaccion de la quimioterapia y radioterapia. Un gran
namero de los compuestos quimicos que han sido identificados y utilizados como
agentes especificos para matar a las células tumorales, son también toxicos para las
células normales, presentando efectos secundarios considerables y por lo tanto, su uso
clinico es restringido (Ooi & Liu, 2000). Es asi, como los Basidiomycetes han
despertado un gran interés en las Uultimas décadas debido a la presencia de
polisacéaridos, metabolitos con un amplio espectro de actividades biolégicas, dentro de
las cuales destaca la actividad antitumoral presentada sobre una gran variedad de
canceres humanos, demostrando especificidad y selectividad sobre las células
tumorales. Sin embargo, el mecanismo antitumoral aun no esta dilucidado (Daba &
Ezeronye, 2003; Ooi & Liu, 2000).

En la presente tesis se abordd el estudio in vitro del efecto antiproliferativo de
polisacéaridos obtenidos desde el micelio de Agrocybe aegerita y Hericium erinaceum
sobre las células tumorales JURKAT T y N2A. Los resultados obtenidos en este estudio
han demostrado que la cuantificacién de la proliferacion celular se mantiene con valores
superiores al 80%, con concentraciones inferiores a 200 pg/mL de extracto polisacarido,
sin embargo, a altas concentraciones de extracto polisacarido (= 250 upg/mL) se
comienza a observar una disminucién significativa de la proliferacion de las células
tumorales JURKAT T y N2A, lo cual se manifiesta de forma proporcional al incremento
de las concentraciones de polisacaridos empleados, observandose una disminucién de
las células tumorales JURKAT T y N2A hasta de un 50% con el extracto polisacarido de
A. aegerita y de un 80% con el extracto polisacarido de H. erinaceum a 24 h de cultivo.

A las 48 y 72 h de incubacion, se determind una mayor disminucion de las células
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tumorales N2A y JURKAT T, efecto que se aprecia particularmente a altas
concentraciones de extracto polisacarido (= 1000 pg/mL).

Segun lo informado por Cui et al, (2007), Jiménez et al, (2008) y Li et al, (2004), el
efecto antiproliferativo presentado por los polisacaridos se llevaria a cabo mediante dos
mecanismos probables: (1) un efecto citotoxico induciendo muerte celular y (2) un
efecto citostatico provocando la detencion del ciclo celular. Vetcher, (2003), sefiala que
las drogas que actian antes del punto S, cuando las células se encuentran en estado
de reposo (fases GO y G1) y no permiten la division celular, son llamadas citostaticas; si
actuan después de este punto son citotoxicas y bloquean fuertemente la division
celular, conduciendo a la muerte celular.

A pesar de que ambos extractos polisacaridos inducen una inhibicion de la proliferacion
de las células tumorales JURKAT T y N2A, los resultados obtenidos en este estudio han
demostrado un mayor efecto antiproliferativo por accion del extracto polisacarido de H.
erinaceum en comparacion al presentado por el extracto polisacarido de A. aegerita
sobre las células tumorales JURKAT T y N2A. Este efecto se puede atribuir a que los
polisacaridos obtenidos desde el micelio de A. aegerita provocarian la inhibicion de la
proliferacion de las células tumorales a través de un efecto citostatico, el cual podria
estar mediado como lo sefialan recientes estudios in vitro, por un aumento de la
expresion de p21 y una disminucion de la expresion de la ciclina D1 (Zhang et al.,
2007). Por otra parte, el efecto presentado por los polisacéridos obtenidos desde el
micelio de H. erinaceum, se puede atribuir a que la incubacién de polisacaridos con las
células tumorales JURKAT T y N2A, podria modificar la expresion de sefiales celulares
al interior de las células tumorales. Este efecto podria detener el ciclo celular y generar
el proceso apoptético a altas concentraciones de extracto polisacérido (= 1000 pg/mL)
(Chen & Chang, 2004; Li et al., 2004; Lin et al., 2003), ya que la significativa
disminucién presentada por las células tumorales N2A y JURKAT T al ser incubadas
con concentraciones superiores a 1000 pg/mL de extracto polisacarido, sugieren un
efecto sobre la viabilidad celular. Lo anteriormente sefialado concuerda con lo
informado por Cui et al, (2007) y Li et al, (2004), quienes demostraron que los

polisacéaridos aislados desde Grifola frondosa y Phellinus linteus, respectivamente,
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inhibieron la proliferacién de las células tumorales mediante la induccién de apoptosis y
la activacion del punto de control G,/M, provocando la detencion del ciclo celular.

Cabe destacar que el ensayo colorimétrico MTT permitié determinar el porcentaje de
inhibicién de la proliferacion celular inducido por polisacéridos, sin embargo, este tipo
de ensayo no permite discriminar si la inhibicion de la proliferacion se debe a la
induccion de muerte celular (efecto citotoxico) o a la parada de la progresion del ciclo
celular (efecto citostatico). Segun Isolabella, (2005), se debe tener en cuenta también
que la accion de una droga sobre un tipo celular especifico, depende de varios factores
como por ejemplo el tiempo de incubacion del cultivo con la droga en estudio, el estadio
del ciclo celular en el que se encuentre el cultivo y la concentracion del agente
citotoxico, el cual es determinante en cuanto al comportamiento de la célula y la
incidencia de muerte sobre una poblacion celular, ya que se correlaciona que a mayor
concentracion o intensidad, mayor es el nimero de células necréticas observadas.
También se debe tener en consideracion lo sefialado por Jiménez et al, (2008), quienes
demostraron que el mecanismo de accion por el cual PSK induce un efecto
antiproliferativo sobre las células tumorales, difiere segun la histologia tumoral. Por tal
motivo, es necesaria la realizacion de estudios adicionales que permitan dilucidar el
mecanismo de accion antitumoral que presentan estos metabolitos sobre las células
cancerigenas.

Uno de los inconvenientes presentados durante el desarrollo de los ensayos de
inhibicion de la proliferacion celular, fue la presencia de contaminacion en los extractos
polisacéaridos, debido a ello, se procedié a filtrar parte de cada extracto utilizando filtros
Millipore de 0.22 um con jeringas desechables de 5 mL, para disminuir la contaminacion
del extracto original y observar la actividad antiproliferativa de cada extracto. Los
resultados obtenidos sefialan que ambos extractos polisacaridos inducen una
disminucién de las células tumorales JURKAT T y N2A a las 24 h de incubacion, sin
embargo, las concentraciones de extracto polisacarido no filtrado necesarias para
inhibir la proliferacion de las células tumorales, siempre fueron inferiores a las obtenidas
por el extracto polisacarido filtrado (fendmeno que se observa mas claramente a altas
concentraciones de extracto polisacéarido). De acuerdo a lo sefialado por Adachi et al,

(1990a y 1990b), este fendbmeno se debe a que los polisacaridos de mayor peso
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molecular son retenidos en el filtro, por lo tanto, la fraccidon con el peso molecular mas
alto siempre exhibe una mayor actividad antitumoral. Por tal motivo, se procedi6 a
utilizar el extracto polisacarido no filtrado de A. aegerita y H. erinaceum para la
realizacion de los ensayos posteriores de inhibicion de la proliferaciéon celular.

En China, Kim et al, (2007), comunicaron que el tratamiento combinado de un extracto
de triterpenos del hongo medicinal Ganoderma lucidum y el extracto polisacéarido de la
planta Duchesnea chrysantha, causo un efecto sinérgico sobre la leucemia HL-60,
induciendo una disminucién significativa de las células tumorales de manera dosis y
tiempo dependiente. En base a estos antecedentes, se observo el efecto combinado de
polisacéaridos aislados desde el micelio de A. aegerita y H. erinaceum sobre las células
tumorales N2A y JURKAT T. Se observa que la combinacion de ambos extractos induce
una disminucioén de las células N2A y JURKAT T de manera dosis-dependiente a las 24
h de incubacion, sin embargo, la accibn combinada de ambos extractos no presento un
aumento del efecto antiproliferativo sobre las células tumorales N2A y JURKAT T, con
respecto al efecto de cada extracto en forma separada.

Es importante destacar que el efecto inhibitorio de la proliferacion celular presentado
por los polisacaridos obtenidos desde el micelio de A. aegerita y H. erinaceum, se
presenta sobre dos lineas celulares tumorales que difieren en su origen tumoral, tal
como es el caso de la linea celular N2A que corresponde a un tumor sélido que se
origina en el SNS y la linea celular JURKAT T que corresponde a una neoplasia de
origen hematopoyético, por lo tanto, la actividad antiproliferativa presentada por estos
metabolitos no es especifica a un tejido tumoral. Estos resultados concuerdan con los
expuestos por Jiménez et al, (2008), quienes sefialan que PSK presenté un efecto
inhibitorio de la proliferacién celular de manera no especifica a un tejido tumoral,
ejemplo de aquello es la actividad antiproliferativa presentada sobre las siguientes
lineas celulares tumorales: Hela (cervicouterino), AGS (gastrico), A549 (pulmén), B16
(melanoma murino), B9 (fibrosarcoma) y ANDO2 (melanoma humano).

Muchos son los blancos biol6gicos mediante los cuales los farmacos pueden afectar el
crecimiento celular. Por este motivo, los resultados obtenidos llevan a pensar varias
posibilidades de mecanismo de accidén para estos principios activos, tales como: la

intervencidn mediante intercalacion de los compuestos sobre el material genético de la
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célula; un efecto sobre la capacidad metabdlica de la célula afectando principalmente el
funcionamiento mitocondrial; activaciéon de los receptores de muerte celular (TRAIL,
TNF o Fas) activando la via extrinseca de induccion de apoptosis; activacion de la
caspasa efectora 3 provocando la condensacion de la cromatina, fragmentacion del
DNA y formacion de cuerpos apoptoticos mediante la activacion y protedlisis de los
sustratos; bloqueo de la biosintesis de macromoléculas vitales para la célula;
produccion de especies reactivas (ROS) que generarian un proceso apoptotico;
despolarizacion de la mitocondria; o inhibicion de mediadores celulares que forman
parte del mismo metabolismo celular, son algunas posibles respuestas a la actividad
antitumoral presentada por estos metabolitos sobre las células tumorales.

El ensayo de inhibicion de la proliferacion celular fue prioritario y fundamental para el
desarrollo y proyeccién de este estudio, ya que de no obtener resultados acordes a una
disminucion de las células tumorales JURKAT T y N2A, esto habria significado la
finalizacion de cualquier otro experimento. De tal modo, los auspiciosos resultados
obtenidos en esta investigacion, abren un amplio abanico de posibilidades para el
andlisis y estudio de estos metabolitos, con el objetivo de poder entender y comprender
mejor el mecanismo por el cual estos principios activos inhiben la proliferacion de las
células tumorales, y con ello, definir el potencial uso de estos compuestos como terapia
complementaria en el tratamiento del cancer.

La proyeccion clinica que presentan los polisacaridos antitumorales aislados de hongos
en la terapia clinica del cancer, se encuentra dirigida basicamente hacia la investigacion

y desarrollo de las siguientes actividades:

1. Potenciales agentes quimioterapéuticos, ya que emergen como uno de los medios

posibles para inhibir el crecimiento tumoral sin dafiar las células huésped.

2. Potenciales agentes coadyuvantes a farmacos quimioterapéuticos. Los auspiciosos
resultados citados en la literatura obtenidos con otros polisacaridos fungicos en los
ensayos preclinicos y clinicos, han demostrado el mejoramiento de la calidad de
vida de los pacientes y el aumento de la tolerancia a los protocolos de la

quimioterapia y radioterapia, disminuyendo sus efectos adversos.
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3. Las propiedades quimiopreventivas que presentan estos metabolitos, convierten a
los hongos comestibles en potenciales alimentos funcionales, que pueden ser
utilizados en la dieta diaria como suplementos dietéticos, extractos concentrados o
consumidos en forma fresca, con el objetivo de impedir o revertir la tumorigénesis,

evitando el desarrollo de una neoplasia maligna invasora.
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6. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados presentados y discutidos se desprenden las siguientes

conclusiones:

Los polisacéridos extraidos desde el micelio de Agrocybe aegerita y Hericium
erinaceum inducen in vitro una disminucién de la proliferacion de células tumorales
JURKAT Ty N2A de manera dosis-dependiente (= 1000 pg/mL).

La actividad antiproliferativa de los extractos polisacaridos obtenidos de H.
erinaceum y A. aegerita no es especifica a un tipo de tejido tumoral y se determin6
una mayor actividad antiproliferativa del extracto de H. erinaceum comparado con el
de A. aegerita sobre células tumorales JURKAT T y N2A a diferentes tiempos de

incubacion.

La actividad antiproliferativa sobre células tumorales JURKAT T y N2A de los
extractos polisacaridos no filtrados obtenidos de H. erinaceum y A. aegerita fue
mayor a la determinada por estos mismos extractos pero filtrados y no se determiné
un efecto sinérgico de la combinacién de los polisacaridos sobre las lineas celulares
antes sefaladas.

De acuerdo a lo expuesto la hipotesis es aceptada.
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ABREVIATURAS

A°: Absorbancia

A549: Linea celular tumoral que corresponde a un adenocarcinoma de pulmén humano
AG-HN1: Glucano de alto peso molecular aislado desde el extracto acuoso de A.
aegerita

AG-HN2: Heteroglucano de bajo peso molecular aislado desde el extracto acuoso de A.
aegerita

AGS: Linea celular tumoral que corresponde a un adenocarcinoma gastrico humano
AlF: Factor inductor de apoptosis

ANDOZ2: Linea celular tumoral que corresponde a un melanoma humano

ATCC: Coleccion Americana de cultivos tipo (American Type Culture Collection)

B9: Linea celular tumoral que corresponde a un fibrosarcoma murino inducido por
metilcolantreno

B16: Linea celular tumoral que corresponde a un melanoma murino

BL: Linfocitos B

BNN: N-butil-N-butanolnitrosamina, sustancia quimica inductora de cancer de vejiga
Ca®": 16n Calcio

CDKs: Quinasas dependientes de ciclinas (Cyclin dependent kinases)

ciclina D1: Proteina que controla el ciclo celular, permitiendo la progresion desde la
fase G1 a la fase S del ciclo celular

Cit: Citocromo

cm: Centimetro

cm?: Centimetro cuadrado

CM: Caldo malta

CO_: Dibxido de carbono

CSF: Factor estimulador de colonia

CTL: Linfocitos T citotdxicos

DMEM: Medio Eagle modificado de Dulbecco, alto en glucosa con L-glutamina y 110
mg de piruvato sédico

DMSO: Dimetilsulféxido
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DNA: Acido desoxirribonucleico

EtOH: Etanol

Fas: Receptor de muerte celular

FasL: Ligando de Fas

FBS: Suero fetal bovino (Fetal bovine serum)

g: Gramos

G,/M: Segundo punto de control (checkpoint) del ciclo celular que se encuentra a la
entrada de la mitosis, la célula detiene la progresion en el ciclo si la replicacion esta
incompleta o si el DNA esta dafiado

h: Horas

Hela: Linea celular tumoral que corresponde a un adenocarcinoma cervicouterino
humano

HL-60: Linea celular tumoral que corresponde a una leucemia promielocitica humana
Hz: Hertz

IAP: Inhibidor de apoptosis

ICs0: Concentracion que inhibe la proliferacion celular en un 50%

IL: Interleuquina

JURKAT T: Linea celular tumoral que corresponde a una leucemia linfoblastica aguda
de tipo T humana

KCI: Cloruro de potasio

KH,PO,: Fosfato monobasico de potasio

L: Litro

Lentinano: Polisacérido B-D-glucano aislado de Lentinus edades

M: Molar

Mac: Macrofagos

MAF: Factor activador de macréfagos

MCF-7: Linea celular tumoral que corresponde a un cancer de glandula mamaria
humana

mg: Miligramos

mL: Mililitro

mM: Milimolar
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mm: Milimetro

MTT: Bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio

N°: NUmero

N2A: Linea celular tumoral que corresponde a un neuroblastoma de raton

NaCl: Cloruro de sodio

Na,HPO,: Fosfato disdédico

Namalwa: Linea celular tumoral que corresponde a un linfoma de Burkitt humano
NF-kB: Factor nuclear de locus kappa de las inmunoglobulinas en células B (Nuclear
factor-kappa B)

NK: Células natural killer

nm: Nanometro

N-myc: Oncogén similar a myc aislado de un neuroblastoma

p21: Proteina inhibidora de la actividad de fosforilacion de los complejos ciclina/CDK
p53: Proteina antioncogénica, supresora de tumores, que desempefia un papel
importante en la apoptosis y control del ciclo celular

PBS: Tampdn fosfato salino de Dulbecco, sin calcio ni magnesio (Phosphate buffered
saline)

PC-TL: Linfocitos T precitotoxicos

PSK y PSP: Complejos de polisacarido-proteina aislados desde el micelio de Coriolus
versicolor

ROS: Especies reactivas de oxigeno (Reactive oxygen species)

rpm: Revoluciones por minuto

RPMI 1640: Medio disefiado para el crecimiento de linfoblastos y lineas celulares
leucémicas en suspension

SD: Desviacion estandar (Standard desviation)

SDS: Dodecil sulfato sodico (Sodium dodecyl sulfate)

SNS: Sistema Nervioso Simpatico

tBid: Bid truncado

TL (H): Linfocitos T helper

TNF: Factor de necrosis tumoral (Tumor necrosis factor)
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TRAIL: Ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF (TNF-Related apoptosis-
inducing ligand)

UV: Ultravioleta

Mg: Microgramos

pum: Micrometros
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GLOSARIO

Alimentos funcionales: Son aquellos alimentos que en forma natural o procesada,
contienen componentes que ejercen efectos beneficiosos para la salud que van mas
alla de la nutricion basica.

Antiproliferativo: Sustancia quimica que impide el crecimiento y division celular.
Caspasa: Familia de proteasas citoplasmaticas especificas de aspartato, que han sido
identificadas como reguladores claves en la transduccién y ejecucion de la sefial
apoptaotica.

Citostatico: Sustancia quimica que ejerce control en la regulacidén y expresion de las
proteinas moduladoras del ciclo celular. Detienen la division celular en un estadio
temprano del ciclo celular, controlando la proliferacion celular.

Citotoxico: Sustancia quimica dafiina para las células, lo cual significa que suprime las
funciones de la célula o le provoca la muerte.

Cuerpo fructifero: Estructura multicelular especializada y diferenciada en la que se
forman las esporas.

Leucemia linfoblastica aguda de tipo T: Tipo de leucemia en la que se encuentran
demasiados linfoblastos (glébulos blancos inmaduros) de células T en la sangre y
médula Osea.

Linea celular: Células de un tipo Unico (humano, animal o vegetal) que se han
adaptado a vivir en cultivo, poseen capacidad de proliferacion ilimitada, debido a que
han sufrido un proceso de transformacion, que implica la alteracion de las
caracteristicas de crecimiento.

Metastasis: Diseminacion de las células cancerosas a Organos distantes de una
infeccidbn o un tumor primario maligno o cancer, por lo general a través del torrente
sanguineo o del sistema linfatico.

Micelio: Conjunto de hifas que constituye el cuerpo vegetativo de un hongo.
Neurastenia: Neurosis caracterizada por una sensacion de agotamiento fisico y mental.
Neuroblastoma: Tumor maligno frecuente en la infancia, originado en las células de la

cresta neural en el Sistema Nervioso Periférico Simpatico.
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Oncogénesis: Secuencia de cambios citologicos, genéticos y celulares que culminan
en la transformacion de una célula normal en otra cancerosa.

Quimioheterotrofo: Microorganismo que utiliza sustancias quimicas como fuente de
energia y sustancias organicas como fuente de carbono.

Quimioprevencion: Utilizacion de sustancias quimicas para prevenir la aparicion de
una enfermedad. También se conoce como quimioprofilaxis.

Quimioterapéutico: Medicamento utilizado para tratar el cancer.

Receptores de muerte celular: Proteinas extracelulares que forman parte de la
superfamilia del TNF-R, cuyos miembros participan en procesos como la proliferacion,
diferenciacion, regulacion de la respuesta inmunoldgica, expresion de genes y también
en la supervivencia y muerte celular.

Saproéfito: Microorganismo que emplea la materia organica producida por otros seres
vivos como fuente de materia y energia.

Terapia coadyuvante: Tratamiento que acompafia a uno previo considerado principal,
con el fin de aumentar las posibilidades de curacion.

Tumorigénesis: Origen y formacion de un tumor canceroso, a través de la proliferacion

incontrolada de células.
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Figura 1. Localizaciobn cromosomica de los diferentes proto-oncogenes y genes
supresores de tumores mapeados hasta la fecha. Tomado de Mansilla, (2005).
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Figura 2. Diferencias morfolégicas de la muerte celular por apoptosis y necrosis.
Tomado de Van Cruchten & Van Den Broeck, (2002).
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Figura 3. Vias de induccién de apoptosis. Sefiales extracelulares a través de los
receptores de muerte celular, tales como Fas, y sefales intracelulares, incluyendo el
dafio a constituyentes subcelulares o estrés del reticulo endoplasmico, gatillan vias de
muerte celular genéticamente programadas. Las dos vias pro-apoptéticas indicadas,
convergen en la activacion de las caspasas ejecutoras, las cuales marcan el punto sin
retorno de la cascada, la que finaliza con la muerte de la célula. AlF, factor inductor de
apoptosis; Cit, Citocromo, FasL, ligando de Fas, IAP, inhibidor de apoptosis, tBid, Bid
truncado. Tomado de Von Bernhardi, (2004).
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Figura 4. Fases del ciclo celular y activacion secuencial de los diferentes complejos
CDK/ciclina a lo largo de la progresion del ciclo celular. Tomado de Mansilla, (2005).

Figura 5. Hongos utilizados en el presente trabajo: A = Agrocybe aegerita y B =
Hericium erinaceum. Fuente: www.hongoschile.cl.
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ANEXO 2. TABLAS

Tabla 1. Valores de absorbancia obtenidos en el ensayo de inhibicion de la
proliferaciéon celular para el extracto polisacarido filtrado y no filtrado de Agrocybe
aegerita, sobre las células tumorales N2A y JURKAT T a 24 horas de incubacién.

Los resultados graficados corresponden al

independientes.

promedio de

tres experimentos

Extracto no filtrado Extracto filtrado
Concentracion
(ug/mL) A 540 nm A 540 nm A 540 nm A 540 nm
N2A JURKAT T N2A JURKAT T
0 1,152 1,106 1,254 1,058
25 1,000 1,013 1,156 0,975
50 0,980 0,971 1,106 0,931
100 0,976 0,916 1,093 0,918
150 0,925 0,918 1,063 0,887
200 0,847 0,841 1,028 0,859
250 0,781 0,741 1,007 0,834
500 0,755 0,693 0,935 0,772
750 0,688 0,645 0,918 0,717
1000 0,614 0,581 0,777 0,686
2000 0,539 0,518 0,690 0,567
2500 0,492 0,462 0,609 0,504

A s40 nm: Absorbancia determinada a una longitud de onda de 540 nm.

JURKAT T: Linea celular tumoral que corresponde a una leucemia linfoblastica

aguda de tipo T humana.
N2A: Linea celular tumoral que corresponde a un neuroblastoma de raton.
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Tabla 2. Valores de absorbancia obtenidos en el ensayo de inhibicion de la
proliferacién celular para el extracto polisacarido filtrado y no filtrado de Hericium
erinaceum, sobre las células tumorales N2A y JURKAT T a 24 horas de incubacion.
Los resultados graficados corresponden al promedio de tres experimentos
independientes.

Extracto no filtrado Extracto filtrado
Concentracion
(ng/mL) A 540 nm A 540 nm A 540 nm A 540 nm
N2A JURKAT T N2A JURKAT T
0 1,078 1,017 1,106 1,144
25 0,972 0,898 1,020 1,055
50 0,952 0,873 0,980 1,014
100 0,925 0,836 0,966 0,999
150 0,866 0,791 0,911 0,899
200 0,838 0,778 0,887 0,890
250 0,661 0,592 0,739 0,787
500 0,550 0,512 0,641 0,675
750 0,323 0,323 0,546 0,572
1000 0,270 0,270 0,414 0,458
2000 0,226 0,214 0,334 0,375
2500 0,203 0,165 0,314 0,332

A s40 nm: Absorbancia determinada a una longitud de onda de 540 nm.

JURKAT T: Linea celular tumoral que corresponde a una leucemia linfoblastica
aguda de tipo T humana.

N2A: Linea celular tumoral que corresponde a un neuroblastoma de raton.
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Tabla 3. Valores de absorbancia obtenidos en el ensayo de inhibicion de la
proliferacién celular para el extracto polisacarido de Agrocybe aegerita, sobre las
células tumorales N2A y JURKAT T a 24, 48 y 72 horas de incubacion. Los
resultados graficados corresponden al promedio de tres experimentos independientes.

Concentracion e AUy SETmey
(hg/mL) . JURTKAT - JURTKAT - JURTKAT

0 1,231 1,149 1,152 1,030 1,009 1,006

25 1,082 1,082 1,037 0,884 0,847 0,863

50 1,056 1,046 0,984 0,847 0,830 0,817
100 1,028 1,010 0,956 0,787 0,797 0,773
150 0,985 0,986 0,916 0,764 0,710 0,760
200 0,969 0,931 0,890 0,713 0,702 0,702
250 0,884 0,865 0,839 0,660 0,600 0,622
500 0,805 0,833 0,804 0,616 0,547 0,581
750 0,755 0,796 0,721 0,604 0,474 0,505
1000 0,742 0,693 0,660 0,564 0,434 0,448
2000 0,697 0,607 0,590 0,466 0,353 0,382
2500 0,601 0,540 0,461 0,385 0,270 0,292

A s40nm: Absorbancia determinada a una longitud de onda de 540 nm.

JURKAT T: Linea celular tumoral que corresponde a una leucemia linfoblastica
aguda de tipo T humana.

N2A: Linea celular tumoral que corresponde a un neuroblastoma de raton.
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Tabla 4. Valores de absorbancia obtenidos en el ensayo de inhibicion de la
proliferacién celular para el extracto polisacarido de Hericium erinaceum, sobre las
células tumorales N2A y JURKAT T a 24, 48 y 72 horas de incubacion. Los
resultados graficados corresponden al promedio de tres experimentos independientes.

Concentracion o S S Eom S Ao (i
(ng/mL) N2A JURTKAT N2A JURTKAT N2A JURTKAT

0 1,066 1,616 0,996 1,611 0,962 1,591

25 0,989 1,411 0,797 1,229 0,807 1,266

50 0,966 1,356 0,695 1,124 0,769 1,142
100 0,931 1,277 0,650 1,052 0,739 1,042
150 0,894 1,228 0,606 0,979 0,698 0,996
200 0,842 1,128 0,580 0,897 0,608 0,948
250 0,643 0,950 0,505 0,817 0,562 0,808
500 0,531 0,811 0,321 0,519 0,485 0,614
750 0,357 0,643 0,277 0,448 0,346 0,452
1000 0,302 0,520 0,229 0,371 0,246 0,283
2000 0,245 0,430 0,139 0,226 0,162 0,162
2500 0,213 0,367 0,112 0,164 0,053 0,092

A s40 nm: Absorbancia determinada a una longitud de onda de 540 nm.

JURKAT T: Linea celular tumoral que corresponde a una leucemia linfoblastica
aguda de tipo T humana.

N2A: Linea celular tumoral que corresponde a un neuroblastoma de raton.
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Tabla 5. Valores de absorbancia obtenidos en el ensayo de inhibicion de la
proliferacién celular para el extracto polisacarido combinado de Agrocybe aegerita
y Hericium erinaceum, sobre las células tumorales N2A y JURKAT T a 24 horas de
incubacion. Los resultados graficados corresponden al promedio de tres experimentos
independientes.

Con(flzmﬁglon A 540 nm N2A A sa0nm JURKAT T

0 1,177 0,934
25 1,077 0,783
50 1,059 0,777
100 0,995 0,738
150 0,979 0,560
200 0,930 0,521
250 0,745 0,486
500 0,521 0,430
750 0,466 0,381
1000 0,415 0,318
2000 0,346 0,235
2500 0,287 0,140

A s40 nm: Absorbancia determinada a una longitud de onda de 540 nm.
JURKAT T: Linea celular tumoral que corresponde a una leucemia
linfoblastica aguda de tipo T humana.

N2A: Linea celular tumoral que corresponde a un neuroblastoma de
raton.
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Tabla 6. Polisacaridos con actividad antitumoral aislados de Basidiomycetes. Tomado
de Wasser & Weis, (1999).

Taxa

1

Fruiting body

2

Submerged cultured mycelial
bicmass
3

Liquid cultured broth

4

Phragmobasidiomycetes
Auriculariales
Auriculariacea
Auricuiaria auricuia-judae
(Bull.) Wettst.

Tremellales
Tremellaceae

Tremelia fuciformis Berk.

T. mesenterica Ritz. Fr.
Homobasidiomycetes
Aphyllophoromycetideae
Ganodermatales
Ganodermataceae
Ganoderma fucidum (Curt.Fr.)
P. Karst.

G. applanatum (Pers.) Pat.

G. tsugae Murr.

{1-2}- p-glucan

Glucurenoxylomannan, T-7, T-
19 (exopolysaccharides).
mannose, xylose, glucuronic
acid

[-0-glucuronosyl (epitope)

Fl-1a (p-glucan), Flll-2b
{hetero-3-glucan), acidic
heteroglucan. chitin xyloglucan
FI-1-B-1 (-glucan)

Heteroglucan, heterogalactan,
F-glucan, glucan

Glucuronaxylemannan

F-1a-1-b (B-glucan),
neteroglucans, peptidoglucans
Heteroglucan, o-glucan

Xylose, glucurenic acid,
mannose

B-glucan

Polyporales
Schizophyllaceae
Schizophylium commune Fr.Fr

Polyporaceae
Dendropolyporus umbelliatis
(Pers..Fr.) Jul.

Grifola frondosa (Dick . Fr.)
SF. Gray

Fommes fomentarius (L..Fr)
Fr.

Fomitopsis pinicofa (Schw. Fr.)
P Karst

Albatrelius confiuens (Alb. et
Schw. Fr.) Kotl. et Pouz
Trametes versicolor (L..Fr.}
Lloyd

Lenzites betutinus (L.:Fr.) Fr.
Woifiporia cocos (Schw.) Ryv.
et Gilbn.

Hericium erinaceus (BUIL:Fr.)
Pers.

lonotus obliquus (Pers.Fr)
Bound.et Sing.

GU-2, GU-3, GU-4, AP (-
glucan)

Grifolan (B-glucan), Fa-1a-B
{acidic p-glucany, Flll-2c
{hetero-p-glucan), xyloglucan,
mannoglucan
fucomannoglucan

B-glucan

F-1a-2-B {B-glucan) a-{1-6}-
linked
{1-3)- p-D-glucan

[-glucan

B-glucan
Pachymaran (B-glucan)

B-glucoxylan, glucoxylan
protein, galactoxyloglucan
protein

Polysacchande fraction in the
Allium-test

Heteroglucan protein,
mancgalactofucan,
neteroxylan, fucoxylan,
galactomannoglucan

[-glucan
o- and p-glucan
{1-3}- p-D-glucan

Coriclan, P3K, Krestin (p-
glucan -protein)

Sonifilan, SPG or
Schizophyllan (3-glucan)

B-glucan
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Dictyophora indusiata Fisch.

Phalius impudicus L. Pers.
Lentinus edodes (Berk.) Sing.

Pleurotus ostreatus (Jacq..Fr.)
Kumm.
P. chitrinoptieatus Sing.

P. pulmonarius (Fr Fr.) Quél.
{=P.sajor-caju FrFr.)
Trichclomataceas

Panelius serotimus (Pers.:Fr.)
Kuhn.

Omphaiing epichysium

{Pers.:Fr.) Quel
lammuling velutipes

{CurtFr.) P Karst.

T-2 HN (O-acetylated-(1-3}- 3-
D-mannan), T-3-M" (e-(1-3)
linked D-mannan) , T3-G, T-4-
N. T-5-N {three kinds of 3-D-
glucans), T-3 Ad (Neutral
heterogalactan)

Pl-2 {glucomannan}

Lentinan (3-D-glucans)

Acidic polysaccharide fraction,
HA (B-glucan)

Heteroglucan, -glucan-
protein, glycaprotein (Fl, FII,
FIln

Xyloglucan, xylanprotein

Heteroglucan, (1-6)- p-d-
glucosyl-branched (1(2-3)- B-
D-glucans

EL-2 {B-glucan)

EAs, EAs-PII (B-glucan-protein)

PI-2 {(glucomannan)

KS-2-a-mannan-peptide. LEM,

LAP {heteroglucan-proteiny,
EP3

Proflamin (glycoprotein)

Taxa Fruiting body Submerged cultured mycelial Liquid cultured broth
biomass
1 2 3 4
Gasteromyceticeae,
Phallaceae

LEM, LAR {heteroglucan-
protein), EP3

B-glucan, heteroglucan

Leucopaxiiius giganteus
(Fr.)Sing.

Hypsizygus marmoreus {Peck)
Bigel.

Agaricaceae

Agaricus biazei Murr.

A. bisporus (J.Lge) Imbach
Pluteaceae

Voivarielia voivacea (bull :Fr.)
Sing.

Strophariaceae

Imai

Crepidotaceae

Crepidotus moidiis (Schaeff Fr)
Kumm.

Bolbitiaceae

Agrocybe aegerita (Brit.) Sing.

Phaoiiota namexo (T Ito) S.lto et

Mannexyvlogiucan,
heteroglucan. glucan,
xyloglucan,
xylogalacetoglucan,
galactoxyloglucan
B-(1-3)-D-glucan

Fl..a4p (p-glucan), FIN24H (B-
glucan-protein), FA-1a-3
{hetero-B-glucan), FA-2b-
{RNA). FV-1 (insoluble B-
glucan}

[-glucan

WWG (B-1-3)-D-glucans, o-
manno-p-glucan
Galacto-p-glucan

CPS (p-glucan)

o-{1-3}- -glucans

ATOM (glucomannan-protein}

AB-FF (mannan-protein}




Tabla 7.
Tomado de Mizuno, (1999b).

organ, lung and
breast

Name of drug Krestin Lentinan Sonifilan

Abbreviation PSK - SPG

Common Name Krestin Lentinan Schizophyllan

Company Sankyo, Kureha Ajinomoto, Taito, Kaken

Yamanouchi,
Morishita

Marketed date May 1977 December 1985 April 1986

Fungus (origin) Lentinus edodes Schizopylium
Trametes (fruit body) commune {medium
versicolor product)
(myceliumy)

Polysaccharide B-glucan-protein f-glucan p-glucan

Structure -1,6- branching -1,6-branching B-1,6-branching
-1,3. 1, 4-main -1,3-main chain B-1,3-main chain
chain

nAV 100,000 500,000 450,000

Specific rotation . + 14-22° (NaOH) + 18-24° (water)_

Pharmaceutical 1-g sack 1-mg vial 20-mg ampoule (2

mil}

Price 21,000 29 500 29,500

Dose route p.o. ip.,iwv ip.,iv.

Cancer treated Cancer of digestive Cancer of stomach  Cervical cancer
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Polisacéaridos utilizados en el tratamiento clinico del cancer en Japon.

Tabla 8. Categorias de genes celulares involucrados en el ciclo celular y desarrollo del
cancer. Tomado de Peralta et al., (1997).

Categoria Gen*

| 15, e, cabl, e-Sre, ofos, coun, cts

Funcin Akeracion

Factores de transcripcion y transduccion Aumento de su funcion

I p53,Rb, APCI, MRCI, plé, p21, 527, Wi

Purtos de control del ciclo celular. Crecimiento - Degradacién o pérdida de la funcidn
y proliferacion

I A) bek2, bax

* Incluye a proto-oncogenes, oncogenes y genes supresores

B) b53, exmye, factores solubles como TNF y FAS  Inducen apoptosis

Expresion ganancia de la funcidn
Degradacion o pérdida de la funcidn

Inhiben apoptosis
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ANEXO 3. PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO PARA EL TRATAMIENTO DE
LINEAS CELULARES

- Congelacion y descongelacion de células

Para conservar las lineas celulares durante un largo periodo de tiempo, se congelan las
células en nitrégeno liquido. Este procedimiento se realiz6 de manera recurrente, con el
objetivo de tener, a los menos, 10 crioviales para cada linea celular utilizada en el
trabajo. De esta manera se aseguraba que todas las lineas celulares utilizadas en este
trabajo permanecian disponibles en el laboratorio para trabajos posteriores.

Se congelaron, aproximadamente, 3x10’ - 5x10’ células en medio de -cultivo
conteniendo DMSO. EI DMSO es un anticongelante que impide la formacién de cristales

de agua en el interior de las células, manteniendo la integridad celular (Mansilla, 2005).

Procedimiento de congelacion de células adherentes (N2A)

e Eliminar el medio de cultivo del frasco.

e Lavar las células dos veces con PBS 1x estéril.

e Tratar con tripsina a 37 °C, para desadherir las células del frasco. Se utiliz6 el
volumen de tripsina necesario para cubrir las células (2-3 mL).

e Traspasar la suspension celular a un tubo Falcon para centrifugar las células a
12.000 rpm durante 5 minutos. Eliminar el sobrenadante y lavar el precipitado
con PBS 1x estéril.

e Resuspender el precipitado en 50 % de DMEM, 40 % de FBS y 10 % de DMSO.

e Dispensar en crioviales (1 mL en cada criotubo).

e Guardar rapidamente los crioviales en el congelador a -80 °C durante 24 h.

e Guardar los crioviales en un tanque de nitrdgeno liquido hasta el momento de su

descongelacion.
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Procedimiento de congelacion de células en suspension (JURKAT T)

e Traspasar la suspension celular a un tubo Falcon para centrifugar las células a
12.000 rpm durante 5 minutos. Eliminar el sobrenadante y lavar el precipitado
con PBS 1x estéril.

e Resuspender el precipitado en 50 % de DMEM, 40 % de FBS y 10 % de DMSO.

e Dispensar en crioviales (1 mL en cada criotubo).

e Guardar rapidamente los crioviales en el congelador a -80 °C durante 24 h.

e Guardar los crioviales en un tanque de nitrogeno liquido hasta el momento de su

descongelacion.

Procedimiento de descongelacion de células
El procedimiento de descongelacion de células tiene como objetivo eliminar el medio de
congelacion, que contiene DMSO, molécula que resulta toxica para las células en

crecimiento.

e Preparar un frasco de 25 cm? con 5 mL de medio de cultivo suplementado a 37
°C.

e Descongelar el criovial rdpidamente.

e Una vez descongelado, tomar el volumen de células con una pipeta y pasarlo al
frasco de cultivo.

e Guardar el frasco dentro del incubador por una hora.

e Eliminar el medio de cultivo del frasco (que incluye DMSO).

e Lavar las células dos veces con PBS 1x estéril.

e A continuacion se realiza el procedimiento mencionado en materiales y métodos

(3.2.3.), dependiendo de la linea celular descongelada.
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- Lavado de células

Esta operacion se realiza para retirar los restos de medio de cultivo cuando las células
van a ser sometidas a algin experimento posterior, cambio de medio de cultivo o
cuando las células van a ser congeladas (Ver anexo 3). Se afiade 2-3 mL de tampdn
PBS 1x estéril al frasco de cultivo, se homogeniza el PBS en la placa durante 1 minuto,

volviéndose a repetir este procedimiento 2-3 veces.
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