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1 RESUMEN

Este trabajo es un estudio experimental para conocer el perfil proteinico del hongo superior
comestible Calvatia gigantea antes y después de someterlo a digestiones in vitro, siendo
de gran interés por la cantidad de problemas digestivos que actualmente ocasiona la
ingestién de setas comestibles. Este problema no es general, lo que nos lleva a pensar
que un péptido o proteina que resista la temperatura de coccién y las digestiones puedan
ser la causa de estos problemas en personas susceptibles, bien por déficit de alguna
enzima o algun cambio en los alelos de algin cromosoma como ocurre en la intolerancia
al gluten. Tras llevar a cabo digestion completa de la seta en estado crudo y cocinada,
observamos que hay bandas de péptidos o proteinas que resisten y algunas podran ser
las causantes de malas digestiones en pacientes sensibles.

Nutricionalmente los hongos comestibles tienen grandes cantidades de agua, alrededor de
un 90%, de hidratos de carbono y de proteinas. Por el contrario su contenido en lipidos es
bajo por lo que son muy recomendables para llevar a cabo dietas hipocaléricas. Contienen
minerales como hierro o calcio y vitaminas del grupo B y vitamina C.

En la Calvatia gigantea destaca su alto contenido en &acidos grasos poliinsaturados por lo
que podria definirse como un alimento potenciador de la salud, puesto que son esenciales
para el buen funcionamiento del organismo. Se les atribuye efectos hipocolesterolémicos,
cardioprotectores e hipotensores. También posee un gran contenido en hidratos de
carbono, proteinas y sustancias bioactivas otorgandole, estas Ultimas, propiedades
antibidticas, antivirales, antitumorales, entre otras. Entre estas sustancias bioactivas
resaltamos la calvacina, potente mucoproteina que inhibe la proliferacion de células
tumorales de algunos tipos de cancer.

La Calvatia gigantea podemos encontrarla en dos estados diferentes. Cuando su interior
se encuentra con tonalidades similares a las exteriores, blanca o levemente amarillenta,
puede consumirse, mientras que si por el contrario, encontramos su interior con
tonalidades marrones no puede ser consumida, pues es indicativo de que empieza a

pudrirse.

Gastronémicamente no es una variedad muy usada pero puede consumirse tanto cruda en

ensalada, tras macerarla adecuadamente, como asada, salteada, empanada o frita.

Palabras clave: digestién, medicinal, nutricional, propiedad, proteina, seta, toxicologia.
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3 INTRODUCCION

3.1 Definicion, ciclo vital y morfologia de las setas.

Los hongos, considerados organismos vivos completos, con autonomia propia,
pertenecen al reino Fungi, uno de los grupos de organismos mas heterogéneos. Son
eucariontes, con organizacion talofitica y heterétrofos. Ademas, segun su forma de vida y
de reproduccion, pueden ser parasitos o simbiontes.

Las setas o macromicetos son una parte del hongo que, en ciertas fases de su vida

desarrollan fructificaciones macroscopicas, es decir, el fruto de los mismos.
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La espora, femenina o masculina, germina gracias a unas condiciones determinadas de
humedad y temperatura, dando lugar al micelio primario 0 monocariético, en el que cada
una de la esporas contiene un solo nucleo. Este podra ser femenino o masculino, en
funcion de la espora que lo haya originado. Para que surja el micelio secundario o

dicaridtico, tienen que aparearse uno primario femenino y otro masculino.

El micelio secundario contendra dos nucleos por célula, a diferencia del primario y sera el
encargado de llevar a cabo las funciones vitales, vegetativas, contactando con raices de
plantas o absorbiendo las sustancias nutritivas del medio para madurar hasta convertirse
en el cuerpo fructifero o carpoéforo.

En él, tras la fusion nuclear y la meiosis, se formaran esporas que seran posteriormente

liberadas y transportadas por el viento, insectos, lluvia, etc., e iniciaran de nuevo el ciclo.
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Es muy importante conocer la fisiologia de las setas, para comprender, en todo momento,

a que parte de las mismas nos referimos. Destacan, principalmente, dos partes de las

mismas, el pie y el sombrero, pero algunas, como la que trataremos en el presente trabajo,

carecen de pie por lo que se denominan cuerpos fructiferos unicos. En la figura 2,

podemos observar todas y cada una de las partes que podemos encontrar en la

morfologia de estos hongos superiores.

-

Verrugas
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Aguijon: pequenas puas, rigidas y punzantes, que se encuentran en el himenio de
algunas setas.

Anillo: resto membranoso del velo parcial que queda rodeando al pie después de
abrirse al sombrero.

Cuticula: también denominada pellis, membrana que recubre el sombrero y el pie
del carpéforo, compuesta por una o varias capas.

Escama: placa adherida a la cuticula del sombrero procedente de la
desintegracion del velo general. Escama saliente del plano de la cuticula, tanto en
el sombrero como en el pie.

Estrias o estriaciones: surcos mas o menos profundos que se encuentran en el
borde del sombrero o en la superficie del pie. Cuando son muy pronunciados, se
dice que el borde es tuberculado.

Hifa: célula alargada, elemento constituyente del cuerpo de los hongos, que puede
ser septada (con tabiques) o aseptada (sin tabiques).

Himenio: capa fértil, que comprende las laminas, poros, aguijones, etc. de los
hongos. En los Basidiomicetos esta compuesto de basidios, basidiolos y cistidios.
En los Ascomicetos, por ascas y parafisis, todos verticalmente yuxtapuestos.

También se denomina tecio.



Lamina: también llamada limbo, repliegue del himenio que da lugar a tabiques que
van desde el borde del sombrero hasta el pie y que son portadores de basidios. Si
no llega hasta el pie, recibe el nombre de lamélula.

Margen: borde o zona periférica.

Micelio: parte vegetativa o talo del hongo, formada por una densa serie de
filamentos ramificados o hifas que se entremezclan entre si, de estructura y
composicion variables. Puede ser de formas muy diversas.

Pie: parte del carpéforo que sostiene el sombrero o el himenio. También llamado
estipe, estipide o pedicelo.

Placas: restos de la volva que se encuentran en los sombreros de ciertas setas.
Poros: pequenios orificios de los tubulos que forman el himenio.

Reticulo: filetes anastomasados, en relieve y en color distinto del fondo, que
marcan, a veces, el pie de algunos hongos. También se denomina red.

Sombrero: también llamado pileo, es la parte superior del carpéforo que, en
general, se presenta mas ensanchada, sostenida por el pie y que lleva el himenio.
Tubo: estructura tubular en cuyo interior se disponen los basidios.

Velo: cubierta de los cuerpos fructiferos jovenes, que protege las ldminas y puede
permanecer en forma de anillo en el pie o como porciones marginales en el
sombrero. También puede proteger a todo el hongo, apareciendo como placas o
motas en el sombrero o en la base del pie.

Verruga: protuberancia, formacion saliente terminada en punta o aplanada, residuo
del velo, que adorna la superficie de los carpo6foros, siendo blancas o coloreadas.
Volva: resto membranoso del velo universal en forma de vaina, que a menudo
persiste en la base del pie.

Zonaciones: ornamentaciones circulares concéntricas o similares, que se
presentan en la superficie por la alternancia de los colores, sobre todo en el

sombrero y, a veces, en el pie.

No todas las setas constan de todas ellas, cada familia cuenta con unas partes

morfolégicas caracteristicas.
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3.2 Propiedades nutricionales.

En general, los hongos proporcionan entre 26 Kcal/100 g en el caso de los champifiones y

35 Kcal/100 g en el caso de la seta Shiitake. Las cantidades tan bajas de energia se

deben a la gran cantidad de agua que tienen, entre un 81,8 y un 94,8%. A mayor

porcentaje de humedad, menos vida Util y energia aportaran dependiendo de la especie, el

cultivo, las condiciones de crecimiento y de su almacenamiento. Por ello se recomiendan

en dietas hipocaldricas.

En consecuencia, la materia seca es muy baja (10%) y estd compuesta por hidratos de

carbono, proteinas, fibra y minerales, pero su poder saciante es muy alto, debido a las

grandes cantidades de agua que poseen, y con baja densidad energética.

Hidratos de carbono (digeribles y no digeribles): las cantidades varian mucho
de unas especies a otras, entre un 35 y un 70% de su peso seco, pero son
alimentos con muy bajo indice glucémico (IG = 15), por su riqueza en carbohidratos
complejos y fibra que favorecen ralentizando la digestion, por lo que son
recomendados en dietas hipoglucemiantes. Dentro de los digeribles destacan el
manitol (0,3 — 5,5% en materia seca) y el glucégeno (1 — 1,6% en materia seca).
Los no digeribles (fibra soluble e insoluble) se encuentran en mayor cantidad y son
oligosacaridos como la trehalosa y polisacaridos no amilaceos como la quitina, los
B-glucanos y mananos. El contenido de fibra insoluble esta entre 2,28 — 8,99 g/100
g y el de de la fibra soluble entre 0,32 — 2,2 g/100 g, por lo que son buena fuente
de fibra dietética.

Lipidos: contienen menos del 5% de su peso seco, predominando los acidos
grasos insaturados y entre estos el acido linoleico (w-6).

Proteinas: las cantidades oscilan entre 15 y 25% de peso seco, con digestibilidad
y absorcion bastante buena, estando entre 73,4 — 76,3%, semejante a las
leguminosas. Contienen todos los aminodcidos esenciales y ademas, son ricos en
acido glutdmico, responsable del sabor umami, &cido aspartico y arginina.
Minerales: varia entre el 6 y 11% sobre materia seca. Los mas abundantes son
calcio, fésforo, potasio, magnesio, cobre, selenio, hierro y cinc.

Vitaminas: se consideran una buena fuente de vitaminas, sobre todo de riboflavina
(B2), niacina (B3) y folatos (B9). También destaca su contenido en precursor de
vitamina D (D,: ergocalciferol), puesto que es el Unico alimento no animal que lo

contiene.



3.3 Compuestos bioactivos.

Son compuestos biolégicamente activos que tienen propiedades beneficiosas para el
organismo y por tanto, para la salud. Entre ellos se encuentran polisacaridos como la
quitina, glucanos y celulosa que actian como agentes inmunomoduladores, antitumorales,
hipoglicémicos y antioxidantes, complejos polisacaridos-proteina que ejercen actividad
antitumoral e inmunomoduladora, compuestos de bajo peso molecular, como los
triterpenos que son agentes antivirales activos contra el VIH y virus del herpes y los
compuestos fendlicos que se caracterizan por su alta capacidad antioxidante, y
compuestos de bajo peso molecular como las lectinas con actividad inmunomoduladora,
antiproliferativa, hipoglicémica y antitumoral y las ligninas que tienen actividad antiviral.
Todos estos son los responsables del desarrollo del siguiente apartado.

3.4 Hongos medicinales

Para afrontar este tema, hay que saber diferenciar entre micologia y micoterapia. La
primera, hace referencia a la ciencia que estudia los hongos (caracteristicas, clasificacion,
consumo) mientras que la segunda, responde al uso de estos y de sus extractos a nivel
medicinal, tratandose de nutricion ortomolecular (aportar al organismo los nutrientes
necesarios segun el estado fisiolégico, con apoyo de complementos nutricionales
obtenidos de fuentes naturales).

Los hongos son usados como medicina tradicional, desde hace miles de anos, en China.
Se comenzaron a usar para curar heridas infectadas y son juzgados como ténicos del
sistema inmunol6gico, gracias a que actlan sobre los sistemas de regulacion y
regeneracion del organismo, al igual que en el medio ambiente, purificandolo o

descontaminandolo.

Ademas, son considerados adaptégenos por lo que pueden usarse frente al
sobrefuncionamiento y desregulacién del sistema inmunitario en alergias, inflamacién,
enfermedades autoinmunes, o frente al hipofunionamiento o depleccién del mismo en el
caso de cancer, inmunosupresion, inmunodeficiencia. Por ello, pueden usarse como
tratamiento de enfermedades, sobre todo tumorales y degenerativas, pero también, para la

prevencion de las mismas.
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Se les otorga esta importancia debido a que algunas sustancias producidas por el
metabolismo secundario de los hongos, tienen propiedades medicinales: antibiética como
la penicilina, que se extrae de Penicillium notatum. De lucha contra el cancer como la
ciclosporina, sustancia inmunosupresora usada en los trasplantes, producida por el hongo
Cordyceps subsessilis. En MCT (Medicina China Tradicional): cura de resfriados, gripe,
sarampion, bronquitis, prevencion y cura de HTA (Hipertension Arterial),
hipercolesterolemia y como ténico de higado y rifiones, gracias al hongo Lentinula edodes,
en japonés Shiitake u hongo del arbol Shii.

Actualmente, existen pocos estudios y muy similares sobre las propiedades beneficiosas
de los hongos en cuanto a medicina. Se han aislado y estudiado compuestos
farmacologicos activos, capaces de ejercer una accién terapéutica, pero el gran problema

es el poco conocimiento que se tiene acerca del mundo fungi:

- Solo se conoce el 10% de macrohongos presentes en la tierra, unas 14.000
especies de las 140.000 que existen.

- De estas, al menos 270 especies tienen propiedades terapéuticas, entre las que
cabe destacar: antioxidante, antihipertensiva, hipocolesterolemiante,
hepatoprotectora, antifibrética, anticoagulante, antidiabética, antiinflamatoria,
antiviral, antimicrobiana y antineoplasica. Estas propiedades se han estudiado “in
vitro” en mas de 50 especies, de las cuales 20 también lo han sido “in vivo”.

3.5 Aplicaciones medicinales de los hongos.

En el uso de los hongos o sustancias derivadas de los mismos para el tratamiento de
enfermedades, hay que tener en cuenta si la terapia es in vitro o in vivo, puesto que la
actividad satisfactoria esperada no tiene por qué ser igual de efectiva en ambos casos.
Esta efectividad depende de la via de administracion, la concentracién a la que estemos
suministrando la sustancia implicada en la posible cura 0 mejora, a los efectos secundarios
negativos que esta pueda ocasionar en el individuo y el factor interpersonal, ya que
algunas personas no podran ser tratadas por contar con una alergia reconocida.

La clasificacién de las aplicaciones medicinales de los hongos, es la siguiente:

- Adaptégenos y estimulantes del sistema inmunitario: son aquellos que tienen
la capacidad de ayudarnos a adaptarnos a los cambios, tanto ambientales como

(o]



5D

fisiopatoldgicos. Se lleva a cabo gracias a que estimulan la actividad de algunos de
los componentes del sistema inmunitario, mejorando la fatiga, el estrés, los ritmos
biologicos, el uso del oxigeno por parte del organismo, el anabolismo, la
recuperacion tras la practica deportiva, eliminacion de sustancias téxicas de
nuestro metabolismo y energizante. Ej: Tremella mesentérica, Trametes versicolor,
Inonotus obliquus, etc.

Afrodisiacos: llamados asi, haciendo referencia a Afrodita, diosa del amor, por
aumentar la libido sexual, los niveles de testosterona, el peso de los testiculos, etc.
Las trufas se encuentran dentro de estos por su forma y su olor, parecido al de las
feromonas de los animales. Como todos sabemos son un manjar culinario.
Alucindgenos: han llegado hasta nosotros gracias a los chamanes, ya que tras la
conquista de Méjico, las ceremonias que hasta entonces se celebraban con el
consumo de los mismos y que datan de la antigua Grecia (personajes como
Aristoteles, Platon, Soéfocles, etc., los consumian), fueron prohibidos. Son
denominados alucinégenos, todos aquellos que en su composicidn presenten
psilocina, psilocibina, baeocistina y/o nor-baeocistina. Estas sustancias ocasionan
psicosis, alteraciones de la personalidad y del pensamiento, euforia, confusion
mental, etc., como por ejemplo el cornezuelo.

Antibidéticos: Fleming fue el pionero con el descubrimiento de la penicilina en 1929
y su accion antibidtica frente a bacterias Gram-positivas. Descubrimiento casual al
darse cuenta que alrededor del cultivo realizado un mes antes de Staphylococcus
Aureus, habia crecido un hongo contaminante, Penicillium notatum, que habia
formado un halo trasparente que indicaba destruccion celular.

R. _Ne ¢
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En los anos 90 se descubrieron antibiéticos en los carpéforos de las setas Agaricus
campestris que actua contra Staphylococcus y Salmonella, Clitocybe nebularis
que contiene nebularina, asociacidén de ribosa y purina que tiene accién contra la
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tuberculosis y la lepra, el hongo del té, también llamado kombucha, en una infusion
de té con un poco de azucar, conviven microorganismos productores de acido
gluconico con levaduras que fermentan los hidratos de carbono y producen alcohol,
aminas bidgenas, acido lactico, tartarico, malico, citrico, etc. Se cree que tiene
propiedades digestivas ademas de variedad de propiedades antibiéticas, aun no
demostradas.

Anticancerigenos: algunas setas son capaces de detener la reproduccién celular
en la metafase, pero que no pueden ser usadas por el veneno letal que contienen,
es el caso de Amanita phalloides, A. virosa y A. verna. La a-amanitina es la
encargada de que se produzca esa accién, pero no puede entrar en contacto con
células sanas, por lo que no puede llevarse a la practica como tratamiento al
tratarse de, posiblemente, la toxina mas letal estudiada y que actia como
inhibidora de la RNA polimerasa Il. Cabe destacar que la penicilina es un efectivo
antidoto contra los efectos de envenenamiento de las amanitinas, puesto que
compite con ellas en el sistema de entrada celular a la membrana del hepatocito.
Otras como Ganoderma applanatum o G. australe inhiben el desarrollo del
sarcoma 180 y del cancer de esofago, por la accién de diferentes sustancias
presentes en cada una de ellas (G. australe contiene principios activos como
ergosteroles, triterpenos, etc., que inhiben la proliferacién y el crecimiento de estas
células cancerigenas). También incluimos en este apartado a Ganoderma lucidum,
conocida como reishi o pipa en nuestro pais. Sus polisacaridos son los encargados
de inhibir la proliferacion de ciertos tumores, pudiendo ser usados, junto a la
administracién de vitamina C para el tratamiento y la prevencién de distintos tipos
de céancer, en Espana ha sido usada como coadyuvante al tratamiento
anticancerigeno de leucemia linfoblastica en una nifa de 4 anos que no mejoraba
solo con los medicamentos y que hoy en dia lleva una vida normal, puesto que esta
totalmente recuperada. Hay otras muchas setas que pueden ser usadas,
dependiendo del carcinoma al que nos enfrentemos, teniendo en cuenta sus
principios activos.

Antiosteoporaéticos: especies muy comunes como son la seta de cardo, Pleurotus
eryngii, o el champifidn comun, Agaricus bisporus, tienen propiedades que
previenen la desmineralizacion 6sea e incluso ayudan a su regeneracion. Esto se
debe a que aumentan la absorcién y disminuyen la pérdida de calcio y de otras
sustancias indispensables para la formacion de los huesos.
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Antivirales: Calvatia gigantea, objeto de este trabajo y en la que mas adelante nos
centraremos, es antiviral frente a diferentes virus. Son muchos los hongos que
poseen esta propiedad, siendo cada uno especifico para el tratamiento de distintos
virus. Por ejemplo Agaricus xanthodermus, Macrocystidia cucumis, Ganoderma
lucidum, Grifola frondosa, Lentinula edodes, etc, son especificos para el
tratamiento del VIH, Agaricus xanthodermus, Rozites caperatus, Ganoderma
pfeifferi, entre otras, para el tratamiento del herpes simple y Rozites caperatus,
Ganoderma pfeifferi, Inonotus hispidus, etc., para el tratamiento de la gripe A.
Estimuladores del crecimiento de celulas nerviosas e inhibidores del
Alzheimer: las hericenonas extraidas de Hericium erinaceus que junto a la seta de
cardo (Pleurotus eryngii), la seta shiitake (Lentinula edodes) y la seta de ostra
(Pleurotus ostreatus) tienen efectos sobre la salud digestiva.

Inmunodepresores: son sustancias capaces de evitar que se produzca la reaccion
antigeno-anticuerpo, inhibiendo la produccién de linfocitos (ergosterol,
mayoritariamente), por lo que son muy importantes en las alergias. Algunos
hongos y setas con esta propiedad son: Pisolithus arhiruz, Lenzites betulina,
Tricholoma populinum, Saccharomyces cerevisiae, etc. Estas sustancias estan
contraindicadas en enfermos de VIH.

Provitaminicos: el ergosterol, componente de las membranas de los hongos, que
puede transformarse en vitamina D. En general las setas tienen grandes
cantidades de vitaminas del grupo B, destacando B; y B,, vitamina A, C y K.
También poseen acidos como el nicotinico y pantoténico, [B-carotenos y
aminoacidos que ayudan a la sintesis de vitaminas. Ej: Agaricus bisporus, A.
campestris, Cantharellus cibarius 'y Pleurotus ostreatus.

Propiedades medicinales de los hongos en enfermedades derivadas de una

mala alimentacion.

Antiacidos, disminucion de gases, mejora del metabolismo: hongo del té,
Ganoderma lucidum, Hericium erinaceus, etc.

Antioxidantes: protegen y conservan O6rganos vitales de nuestro organismo
gracias a la destruccién de sustancias téxicas generadas por nuestro metabolismo.
Especies de Ganoderma, hongo del té, entre otros.

Astringentes: Calvatia gigantea entre otras, retrasa el vaciamiento gastrico.



Cicatrizantes de ulceras digestivas: Coprinus atramentarius y Hericium
erinaceus.

Cirrosis hepatica: regeneracién celular en el higado por parte de Ganoderma
lucidum, hongo del té, etc.

Coadyuvante al tratamiento de enfermedades cardiacas: Ganoderma lucidum,
Hericium erinaceus, etc.

Diuréticos: Amanita muscaria, Ganoderma lucidum, especies de Pleurotus, entre
otros.

Gastritis y duodenitis: Fomitopsis officinalis y Ericium erinaceus.
Hipocolesterolemiantes: Ganoderma Iucidum, Grifola frondosa, Trametes
versicolor, especies de Pleurotus.

Hipoglucemiantes: Agaricus bisporus, Grifola frondosa, Trametes versicolor,
especies de Tramenetes, etc.

Hipotensores: la gran mayoria de los hongos y las setas tienen esta propiedad ya
que son ricos en potasio y este mineral ayuda a disminuir la tension arterial.
También ayudan a disminuir la tensién sanguinea regulando la actividad renal.
Laxantes, segun cantidad ingerida: Boletus satanas, Grifola frondosa, Pleurotus
ostreatus, Trametes versicolor, etc.

Obesidad: Agaricus bisporus, Grifola frondosa, entre otros.

Problemas del tiroides: Claviceps purpurea, actia ajustando las hormonas.
Tratamiento del alcoholismo: Coprinus atramentarius al consumirse con bebidas
alcohdlicas produce problemas intestinales leves, por lo que provoca rechazo al
alcohol.

3.7 Calvatia gigantea.

Calvatia gigantea, también denominada Langermannia gigantea y comunmente pedo o

cuesco de lobo gigante, ha sido el hongo comestible utilizado para llevar a cabo este

trabajo.

Es un hongo superior cuyo cuerpo fructifero unico, con cordones micelares en su base,

tiene forma globosa y puede alcanzar los 80 cm de didmetro y los 30 Kg de peso. Se

desarrolla en verano — otofo y puede hacerlo en una sola noche. En un inicio, su color es

blanco — amarillento (estado inmaduro), tanto en el exterior como en el interior, pero

posteriormente torna a colores marrones, debido a sus esporas, Yy consistencia polvo,
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estado maduro en el que la misma no puede ser consumida. Crece en terrenos no
demasiado humedos, como jardines, parques, areas herbosas de colinas y montafas,
montones de estiércol y lechos de ortigas.

Nutricionalmente, es rica en acidos grasos con un 14,2%, predominando los
poliinsaturados cuyo contenido es de 67,93%. Contiene un 34,3% de proteinas, un 52% de
hidratos de carbono y compuestos bioactivos en trazas como acido gentisico, hexanal y
trehalosa. Destaca una sustancia, la calvacina (calvacin en inglés), mucoproteina
compuesta por aminoacidos, urea, ergosterol y lipidos que tiene efectos anticancerigenos
contra sarcoma 180, sarcoma MA 387, sarcoma de Crabb y células humanas de cancer de
pulmdn A459. En grandes cantidades puede resultar toxica para el ser humano.

Medicinalmente,  posee  propiedades  antibiéticas, antivirales, = hemostaticas,
inmunomoduladoras y antitumoral. Ademas también presenta actividad expectorante,

sedante, antiinflamatoria y analgésica.

Gastronomicamente, se puede consumir incluso cruda en ensalada, tras cortarla, salarla 'y
macerarla con zumo de limén pulverizado sobre las l&dminas de la misma, durante un par
de horas. Gracias a la consistencia de su carne, puede ser también asada, salteada o
incluso empanada y frita.
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4 JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Tras ver todos los beneficios que los hongos pueden aportarnos a nuestro organismo,

veremos los problemas que estos pueden ocasionarnos.

4.1 Justificacion.

El tema ha sido seleccionado porque en la actualidad muchas personas afirman que ante
la ingestion de hongos comestibles, se desencadenan problemas gastrointestinales. En el
ano 2013 el Servicio de Informacion Toxicologia registrd 178 intoxicaciones por setas (un
0,23% del total de intoxicaciones anuales). El 30% de las mismas, fueron graves con
intoxicacion hepatica por Amanita phalloides, Lepiota brunneoincarnata y otras
pertenecientes al género Ovisporae. Un 52% se desarrollaron como gastroenteritis. El 18%
restante se atribuye al resto de sindromes téxicos fungicos entre los que se incluye un 1%
de trastornos que fueron causados por setas comestibles. En el informe mas reciente
creado por el SIT (Servicio de Informacién Toxicoldgica), perteneciente a las
intoxicaciones del afio 2016, no se especifica la sintomatologia causada. Se recogieron
168 consultas relacionadas con setas que corresponden al 0,18% del total de problemas
toxicos anuales y afirman que “los trastornos causados por especies comestibles no
siempre han de tener lugar, fundamentdndose en su caso sintomas digestivos como
nauseas, vomitos y leve diarrea, normalmente autolimitada en el tiempo y sin mayores

consecuencias médicas”. (Anexo 1).

Las intoxicaciones pueden ser de muchos tipos y cada uno de ellos produce unos
problemas diferentes:

- Intoxicacion faloidiana: en su mayoria son producidas por especies de Amanitas
pero también las causan especies de Galerina, Lepiota'y Pholiotina filaris. Consta
de 3 fases: la primera desarrolla problemas gastrointestinales, después se produce
una fase de mejoria aparente pero finalmente las toxinas atacan el higado,
produciéndose semanas después, la muerte.

- Intoxicacion orellanica: producidas por diferentes especies de Cortinarius. Los
sintomas son muy parecidos a la intoxicacién anterior, pero en este caso el dafo
tardio que se produce es renal e incluso trastornos neurolégicos.

- Intoxicacion giromitrinica: la causan Cudonia circinans, Leotia Iubrica,
Spathularia flavida y especies de Gyromitra y Helvella. Sintomatologia muy
parecida también a la faloidiana pero con alteracion anadida del bazo, cardiaca,
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neurolégica y renal. Posible muerte a los pocos dias por parada respiratoria o
insuficiencia cardiaca.

Intoxicacion por rabdomiolisis: causada por distintas especies de Tricholoma.
Cursa con debilidad, rigidez de las extremidades, orina oscura, aumento de la
creatina- fosfocinasa (CPK por sus siglas en inglés), problemas intestinales, etc.
Intoxicacion por Paxillus involutus y P. filamentosus: problemas
gastrointestinales, sudores frios y en casos graves hemdlisis.

Trastornos gastrointestinales: especies de Agaricus, Boletus, Entoloma,
Lactarius, Ramaria, Tricholoma,... La sintomatologia es muy variada, desde coélicos
y molestias, hasta graves cuadros de diarrea y deshidratacion.

Intoxicacion sudoriana o muscarinica: especies de Clitocybe e Inocybe.
Aumento de todas las secreciones del organismo, sintomas digestivos, problemas
de vision, etc.

Interacciones con alcohol: Boletus luridus, Laetiporus sulphureus, especies de
Coprinus, entre otras. Sus sintomas duran dos horas y constan de rubefaccién
cutanea, sofocos, palpitaciones, pinchazos, problemas digestivos, sudoracion,
arritmias, alteraciones visuales, etc.

Trastornos mentales: dentro de este grupo tenemos dos subgrupos.

o Con predominio de trastornos nerviosos: causados por especies de
Amanita que cursan con problemas gastrointestinales y motrices, pudiendo
llegar a ser mortal.

o Con predominio alucinégeno: especies de Inocybe, Mycena, Panaeolina,
Pholiota, Psilocybe, entre otras. Presentan alteraciones sensoriales, del
pulso, de tension, de visién, sudoracion, debilidad y mareos.

De todas las alteraciones nombradas, nos interesan las que producen trastornos

intestinales e incluso las que interaccionan con bebidas alcohdlicas puesto que en nuestro

pais, lo mas comun es consumir una copa de vino en las comidas. El resto de problemas

tratados como intoxicaciones, no nos competen en este caso ya que se trata de problemas

desencadenados por el consumo de setas no comestibles, ya sea por error o confusion de

alguna especie o por “diversion”.

La alergia/intolerancia se define como la sintomatologia que producen, en este caso las

setas consideradas comestibles, debido a una sensibilidad intrinseca al consumidor (no

todo el mundo las tolera).
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Hay individuos que no poseen alguna de las enzimas digestivas indispensables para
descomponer compuestos que se encuentran en las paredes celulares de los hongos
como por ejemplo la enzima trealasa que descompone la disacéarido trealosa, por lo que
llegan sin digerir al intestino grueso, donde fermentan y producen célicos, gases vy

malestar.

Dejando de lado los hidratos de carbono cabe pensar que, en ocasiones, este malestar
general acompafnado de problemas gastrointestinales, puede deberse a que en los hongos
comestibles se integren proteinas y/o péptidos resistentes al cocinado, digestion gastrica e
intestinal. En caso de ser resistentes a estos procesos, podrian ser sustancias alergénicas
en personas con sensibilidad, al igual que ocurre con las fracciones problematicas del
gluten (gliadina) de los cereales.

4.2 Objetivos.

v’ Extraer el perfil proteinico de la seta Calvatia gigantea en su estado crudo, tras
elaborar extractos, dializar y digerir (gastrica e intestinalmente) las muestras para
posteriormente someterlas a electroforesis tras precipitacion de proteinas con TCA
(acido Tricloroacético) o tras ultrafiltracién.

v’ Extraer el perfil proteinico de la seta Calvatia gigantea cocinada, tras elaborar
extractos, dializar y digerir (gastrica e intestinalmente) las muestras para
posteriormente someterlas a electroforesis tras precipitacion de proteinas con TCA
o tras ultrafiltracion.

v' Comparar los perfiles proteinicos de la seta Calvatia gigantea en sus diferentes

estados, anteriormente nombrados.

Una de las fuentes de informacion utilizadas para realizar este trabajo ha sido la base de
datos PubMed. La busqueda bibliografica se hizo desde lo mas general, setas, hasta lo
mas particular, las proteinas de Calvatia gigantea.
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Palabras de
busqueda

Articulos

Revisiones

Anos

Mushrooms

Mushrooms
chemical
composition

Mushrooms
medicinal

Calvatia
gigantea

Calvatia
gigantea
medicinal

Calvatia

gigantea
proteins

Calvacin

5 10 Total

3.613 6.569 11.793

2.260 4122 6.319

1.152 999 648

212

115

65

10

367

206

112

Total

618

300

136

Tabla 1. Busqueda bibliografica en la base de datos PubMed.



5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales.

v Agitador magnético. J. JIMENO S.A. v Elix. MILLIPORE.
v Balancin “ROCKER 25”. LABNET. v’ Estufa plastico DRYING OVEN.
v Balanza de precision. GRAM FV- RAYPA.
120. v Estufas para secar el material.
v Balanza. KERM 572. v' Méquina de hielo.
v Bafo de ultrasonidos. SELECTA v Microcentrifuga
ULTRASONS. “SPECTRAFUGE24D”. LABNET.
v Bafo digestor con agitacion. BT-21 v Microjeringa HAMILTON.
SBS. v Pellet Pestle. SIGMA.
v' Bafio MAGNETIC STIRRER. VELP. v Pipetas (200-1000 pL, 20-200 pL, 2-
v" Campana extractora de gases. 20 pL). LABSYSTEMS. BIOHIT.
KOTTERMANN. v" Sonda homogeneizadora MICRA D-
v Centrifuga “KINETIC ENERGY”. 9.
LABNET. v Triturador de hielo.
v Destilador 341. POBERI. v' Vértex. RAYPA.
v'  Electroforesis MINI-PROTEAN
TETRA SYSTEM. BIORAD.
v Botellas (de 250 ml a 2000 ml). v' Papel de filtro.
SIMAX. v Parafilm. VEMIX
v Eppendorf (1,5-2 ml). DELTALAB v Pipetas Pasteur.
SL. v" Probetas (de 100 ml a 2000 ml).
v' Filtros de ultrafiltracion AMICON. NORMAX.
v Geles TGS (4-20% y 12%). v" Recipientes contenedores de
BIORAD. plastico y de poliespan.
v Gradillas. v Tubos, distintos materiales y
v Guantes de vinilo. capacidades.
v" Morteros. v" Vasos de precipitados (de 100 ml a
v' Papel absorbente. 1000 ml). NORMAX.
v Papel de aluminio.
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Acetona Marca PANREAC.
Acido Acético. BAKER.

Acido Clorhidrico. PANREAC.
Acido Tricloroacético. PANREAC.
Bicarbonato de Sodio. AIBASA.
Biuret. PANREAC.

BSA. ROCHE.

Cloruro de Sodio. MERK.
EDTA. PANREAC.
Etanol 96%. BAKER.
Glicerol. TERMO.

TGS. BIORAD.

Pepsina. SIGMA.
Pancreatina. SIGMA.

AN N N NN
N N N N N NN

v’ Seta Calvatia gigantea.

5.2 Métodos.

Tras preparar las muestras del hongo superior cocinado y sin cocinar se lleva a cabo un
proceso comun de dialisis para purificar los extractos para posteriormente comparar los
perfiles proteinicos de Calvatia gigantea sin digerir y digerida. Las proteinas son extraidas
mediante dos procesos: precipitacion con TCA y lavados de acetona y ultrafiltracion.
Finalmente se someten a electroforesis que ordenara las proteinas contenidas en cada

muestra segun su peso molecular.

La extraccion de muestras nos permite determinar el perfil proteinico de la seta estudiada.
Para comparar las proteinas presentes en extractos crudos y cocinados es necesaria una
preparacion determinada de los mismos. Para ello hay que pesar una porcion del cuerpo
fructifero y colocarlo en un mortero cerdmico, en bafo de hielo - agua, estéril. Verter 16 ml

de NaCl 0.5 M por cada 4 g de seta. Triturar, lo mas fino posible.

Pasar la mezcla a un tubo de plastico de 50 ml y homogeneizarla con la sonda
homogeneizadora MICRA D-9.

Finalmente, centrifugar a 3.500rpm y 4°C durante 30 minutos. Recoger los sobrenadantes
(fraccién mixta de albuminas y globulinas), para su posterior dialisis.
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La dialisis es un proceso de filtraciébn molecular que separa las moléculas contenidas en
un extracto segun su tamano. Se emplean membranas semipermeables denominadas
tripas de didlisis que contienen poros. Estos permiten el paso de las moléculas pequenas
como disolventes, sales, azucares, etc., a la solucién acuosa que rodea el exterior de la
membrana, que en nuestro caso se trata de agua Elix. El proceso de didlisis se encuentra
explicado en anexos (anexo 2).

El efecto de la temperatura degrada nutrientes por lo que interesa saber cudles
permanecen en el alimento tras ser cocinado. El fin de este trabajo es conocer el posible
contenido de alguna proteina o fraccion de la misma que provoque intolerancia a personas
susceptibles, por lo que el alimento debe cocinarse para que las perdidas y
transformaciones sean iguales a cuando lo consumimos. La técnica de cocinado utilizada

se encuentra descrita en anexos (anexo 2).

Las digestiones in vitro simulan lo que ocurre en nuestro estdbmago e intestino,
produciendo una perdida y transformacion de sustancias debida a la accion de enzimas
que degradan las macromoléculas presentes en los alimentos que consumimos y que
posteriormente seran usadas por nuestro cuerpo para llevar a cabo multitud de funciones,
siendo una de las mas importantes la creacion de moléculas de ATP, encargadas de

aportarnos energia.
Se lleva a cabo en muestras crudas dializadas y muestras cocinadas dializadas.

Gastrica: en un eppendorf de 2 ml, vertemos: 18 pl de NaCl 2M a pH 1,2 para que actue
la pepsina, 20 ul de pepsina 3,8 mg/ml, 362 pl de agua Elix y 800 ul de muestra. Volumen
total: 1200 pl. También realizamos control de BSA (albumina sérica bovina por sus siglas
en inglés) digerido (50 pl de BSA, 1112 pl de agua Elix y el resto de sustancias igual que

en las muestras).
Lo sometemos al bafo digestor durante 30 min a 37°C y 70 opm.

Este proceso siempre se realizara por duplicado puesto que tenemos que obtener una
muestra para electroforesis y otra para someterla a la posterior digestion intestinal.
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Intestinal: tras la digestion gastrica, anadimos al eppendorf 100 ul de solucién KH,PO,4 0.5
M + pancreatina 13 mg/ml. Llevamos el pH de la nueva mezcla a 7.5, con NaOH 1 M, para
que actie la pancreatina. Incubamos la muestra a 37°C y 70 opm durante 60 minutos.

La precipitacion es un proceso de extraccién de proteinas que se produce gracias a la
accion de TCA. Los acidos forman sales insolubles al unirse con los iones catiénicos (+)
presentes en las proteinas, las cuales precipitan formando pequefias motitas blanquecinas
suspendidas en la muestra. Posteriormente para degradar esas sales insolubles y obtener
solamente las proteinas, hay que llevar a cabo varios lavados con acetona. La acetona se
encarga de disolver el acido que previamente se habia unido a las mismas. Los pasos a

seguir para su realizacién se encuentran en anexos (anexo 2).

La ultrafiltracién es un proceso de separacion, fraccionamiento y concentracién de
sustancias sin sufrir cambios. Para ello se usa un filtro ceramico que contiene una
superficie con poros de tamano definido que impedird mayoritariamente el paso del
contenido proteico de la muestra, siendo necesaria una presién constante. El contenido no
filtrado serd nuestra nueva muestra rica en proteinas concentradas. El desarrollo del

método esta descrito en anexos (anexo 2).

La electroforesis es una técnica analitica en la que se separan biomoléculas en disolucién
como consecuencia del paso de corriente eléctrica. Las biomoléculas poseen carga
eléctrica de diferentes magnitudes dependiendo del pH del medio en el que se encuentran.
Por ello, estas son desplazadas cuando se someten a la fuerza de un campo eléctrico que
les proporciona una velocidad constante y un medio que les proporciona una resistencia

de avance, fuerza de friccién o rozamiento.

R R Y TR RY

Donde q es la carga; E la intensidad del campo; f el coeficiente de friccion y v la

velocidad de la molécula.
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El rozamiento mide la resistencia segun la forma y el tamafo de la molécula. A mayor

tamano e irregularidad de su forma, mayor coeficiente de friccion.

En nuestro caso, se trata de una electroforesis zonal de soporte vertical y continua (un
solo tipo de gel, 12%) en la que la muestra se aplica como banda y sus componentes
migran a través del disolvente. El objetivo es la separacién de las proteinas y los
aminoacidos pequefos de la muestra segun su peso molecular.

compartir_nento pocillos donde se aplican las muestras la muestra se aplica a los pocillos
superior ) empleando una pipeta
con tampén\ cétodo
yelcétodo .
: o o B [7 / R
| 1 ca‘lodo N B
bandas L [\&%"\1 {\
en las que B\B,& 1
seseparan _____| |
los componentes | | - gel colocado ) /
entre placas compartimento
colorante . / de vidrio superior 7
indicador — =<1l _ ~ |} con tampén
del frente h
de avance || | gel entre dos
11k (’—‘ énodo @ placas de vidrio
) ~ ~ "1
compartimento =~ ol l l V1
inferior ~ N YA
con tampon SN U/L
P ~ |
¥ el dnodo A s compartimento
inferior

2 con tampén

Para realizar electroforesis de muestras precipitadas con TCA, afadimos a cada
eppendorf de muestra 36ul de agua Elix y 12ul de 4 x Laemmli Sample Buffer, que tenira
las muestras y mejorara el paso de la corriente por las mismas en la electroforesis. En el
caso de la ultrafiltracién, se anadira 4 x Laemmli Sample Buffer en la cantidad
correspondiente a la obtenida de muestra.

Hervimos las muestras problema y los controles durante 3-4 minutos y sometemos a una
centrifugacion de 500 rpm para mezclar los componentes. Como algunas muestras
pueden encontrarse acidas y la corriente no efectuara la migracion de proteinas,
anadiremos 1 pl de NaOH 0.3 M para basificarlas.

Los controles son de BSA compuesto por 2,5 ul de BSA (10 mg/ml), 6 ul de 4 x Laemmli
Sample buffer y 20,5 pl agua Elix, de pepsina compuesto por 2,5 pl de pepsina (3,8
mg/ml), 6 ul de 4 x Laemmli Sample buffer y 20,5 pl agua Elix y de pancreatina compuesto
por 2,5 ul de pancreatina (13 mg/ml), 6 pl de 4 x Laemmli Sample buffer y 20,5 pl agua
Elix.
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Sacamos la placa que contiene el gel, guardado en solucion 12% TRIS/HCI, retiramos la
tira protectora para que se transmita la electricidad y lo colocamos en el soporte con
electrodos. Quitamos el peine protector de los pocillos donde pipetearemos las muestras.

Llenamos de tampén Buffer el soporte de los electrodos y la cuba de electroforesis hasta

la marca, segun el numero de geles que hayamos introducido.

Procedemos a pipetear las muestras, con una microjeringa especial de cristal
(HAMILTON), en los pocillos. En los pocillos 1 y 12 siempre se pipeteara un patron, que
nos facilitara unos pesos moleculares conocidos para realizar la recta patrén, y a partir de
la misma interpolar y extraer los pesos moleculares relativos de las muestras problema.

Tras 25 minutos la electroforesis habra finalizado llegando las bandas al borde del gel.

Para la fijacién de proteinas es necesario evitar su hidrélisis, produciendo deshidratacion y
coagulacion de las mismas para la conservacion de las bandas resultantes en el gel tras la
electroforesis. Esto se produce gracias a la accién de la solucién de Fixino, compuesta por
un 40% de etanol y un 10% de acido acético.

La tincién de las bandas anteriormente fijadas para su mejor visualizacion se lleva a cabo
con QC Colloidal Coomassie Stain. Es un compuesto coloreado que se une a las proteinas
aportandolas un color azul brillante mediante la saturacion de sus enlaces. La explicacion

paso a paso esta en anexos (anexo 2).

Para una optima conservacién y manejo de los geles conviene forrarlos con celofan tras
sumergir el gel en una solucion compuesta por un 10% de glicerol y un 20% de etanol, lo
que les aporta consistencia gracias a la extraccion de las moléculas de agua del gel. El
desarrollo del método esté detallado en anexos (anexo 2)

Para conocer los pesos moleculares relativos de las proteinas visibles en los geles, se usa
la interpolacion. Este calculo puede efectuarse puesto que en ciertos pocillos de los geles,
pinchamos una solucién patron de pesos moleculares conocidos que nos permite

representar una recta patron.
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Nosotros hemos usado un patrén para geles de 4-20% por lo que no obtendremos una
recta en la representacion, sino una parabola en la cual interpolaremos nuestros datos de

las muestras problema.
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Es usado para medir la cantidad de proteinas de extractos de alimentos. La concentracion
en proteinas de las muestras a estudiar se obtiene por la interpolacion de las absorbancias
obtenidas en una recta patron, elaborada con patrones de concentracién conocida en
proteina BSA.

El biuret es un reactivo, de color azul, formado por sulfato de cobre que reacciona con los
grupos —NH de las proteinas. Se forma un complejo con éstas gracias al Cu*?, tornando la
mezcla a color violeta. A mas intensidad de color, mayor contenido en proteinas tendra la

muestra.

La cantidad de proteinas que contienen las muestras la medimos gracias a un
espectrofotdmetro que deja pasar un haz de luz, la cudl sera absorbida por las proteinas
presentes en las mezclas. El desarrollo de esta actividad esta explicado en anexos (anexo
2).
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6 RESULTADOS
6.1 Método del Biuret.

Tras realizar la espectrofotometria de las muestras patrén y problema, representar la recta
patron e interpolar las absorbancias de las muestras problema, obtenemos los siguientes
resultados:

Calvatia gigantea no cocinada 4139/4,13%

Calvatia gigantea no cocinada y dializada 2,76 9/ 2,76%
Calvatia gigantea no cocinada, dializada y sometida a
digestion gastrica
Calvatia gigantea no cocinada, dializada y sometida a
digestion gastrica e intestinal

Calvatia gigantea cocinada 22,46 g/ 22,46%

1,49 g/ 1,49%

1,939/1,93%

Calvatia gigantea cocinada y dializada 1,979/1,97%

Calvatia gigantea cocinada, dializada y sometida a
digestion gastrica
Calvatia gigantea cocinada, dializada y sometida a
digestion gastrica e intestinal

1,629/1,62%

2,179/2,17%

Las absorbancias de las muestras cocinadas son mas altas debido a la coloracioén que las
setas adquieren al someterlas a la accién del calor, por lo que no muestran las cantidades
reales de proteinas. Al saltearlas pierden proteinas tanto cuantitativamente como
cualitativamente y lo vemos reflejado en el resultado de la muestra cocinada dializada, en
la que la cantidad disminuye notablemente respecto a la muestra sin cocinar dializada.

Se aprecia que las muestra cuanto mas natural, mayor cantidad de proteinas y cuanto mas
procesada menor, excepto en las muestras sometidas a ambas digestiones consecutivas,
gue aumentan debido a la gran cantidad de encimas que contiene la pancreatina usada

para realizar la digestion intestinal in vitro.

El método de espectrofotometria mide la cantidad de proteinas de los extractos por
colorimetria, por lo que los porcentajes de proteinas de las muestras cocinadas no
muestran cantidades reales de proteina. Esto se debe a las sustancias que se generan
durante el procesado por la reaccién de Maillard. Sin embargo, los datos de las muestras

no cocinadas si son validos.
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6.2 Electroforesis.

Tras realizar las electroforesis de las diferentes muestras de Calvatia gigantea, vemos que
resiste alguna proteina tanto a la digestion como al cocinado. Comentamos los resultados
de la electroforesis realizada con muestras sometidas a ultrafiltracion puesto que las
bandas se ven con mas claridad que en las sometidas a precipitacion con TCA. Esto se
debe a que la ultrafiltracion elimina polisacaridos que han resistido a la dialisis y sin

embargo en el método de precipitacion con TCA, estos precipitan junto a las proteinas y
enmascaran el resultado.

Ademas, hemos corregido el efecto smile informaticamente que puede estar causado por
un aumento de la temperatura del buffer durante la electroforesis.
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Figura 8. Diferencia de la visualizacién de bandas entre los métodos. A, TCA con smile; B,
ultrafiltraciéon con smile; C, TCA con efecto smile corregido y D, ultrafiltracion con efecto smile
corregido.

Por tanto las condiciones de la imagen D son las que hemos utilizado para obtener
nuestros resultados, ultrafiliracién y efecto smile corregido y las encontramos en la
siguiente pagina, 27, que es desplegable (figura 10).



Electroforesis sin corregir el efecto smile y corregido, completas.
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Figura 9. Electroforesis sin corregir efecto smile. Donde: A, patrén; B, no cocinada; C, no cocinada sometida a digestion gastrica; D, no cocinada sometida a digestion gastrica e intestinal; E, cocinada; F, cocinada sometida a digestion gastrica; G, cocinada sometida a digestién gastrica
e intestinal; H, BSA; |, BSA sometido a digestion gastrica; J, pepsina; K, pancreatina y L, patrén.
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Figura 10. Corregido efecto smile. Donde: A, patron; B, no cocinada; C, no cocinada sometida a digestion gastrica; D, no cocinada sometida a digestion gastrica e intestinal; E, cocinada; F, cocinada sometida a digestion gastrica; G, cocinada sometida a digestion gastrica e intestinal; H,

B0

BSA; |, BSA sometido a digestion gastrica; J, pepsina; K, pancreatina y L, patron.
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En las figuras 9 y 10 observamos que hay 3 bandas que resisten todos los procesos a los
que han sido sometidas las muestras de Calvatia gigantea. Son las correspondientes a los
pesos moleculares relativos de 16,7, 13,5 y 8,1 kD, en el caso de la electroforesis sin
corregir el efecto smile (figura 9) y de 17,5, 14,5 y 10,5, en la que si ha sido corregido
(figura 10). La correccion de los pesos moleculares es mayor en las bandas de menor
peso molecular relativo puesto que el efecto smile es mas pronunciado por el aumento
paulatino de la temperatura del buffer. Para ver detalladamente lo que ocurre veremos las
diferencias apreciables entre cada proceso usando la figura 10, con efecto smile corregido:

. C, no cocinada sometida a D, no cocinada sometida a
B, no cocinada . .. . . .. L . .
digestion gastrica digestion gastrica e intestinal
—> Pocillo —> Pocillo —> Pocillo
» —> 100 kD —> 100 kD
[ > 81kD —> s2kD
—> 70kD
—> 58kD Pepsina —> 58kD

52 kD ;

e —

—> 34kD
36 kD

SV
—> (24 kD
28 kD

22,5kD —> [ 22kD

17,5 kD 17,5 kD .
| Pancreatina

14,5kD

14,5 kD
10,5 kD
10,5 kD

B, no cocinada: aparecen 11 bandas con pesos moleculares que van desde 100
hasta 10, 5 kD.

- C, no cocinada sometida a digestion gastrica: obtenemos 5 bandas con pesos
moleculares que van desde 10,5 a 24 kD. Una de ellas, de 24 kD, pueden ser un
péptido derivado de la degradacion proteica. La de 17,5 kD se mantiene, mientras
que la de 22, 14,5y 10,5 kD disminuyen respecto a la no cocinada (imagen B).

- D, no cocinada sometida a digestion gastrica e intestinal: la pancreatina,
digiere el posible péptido originado en la digestion gastrica y una de las proteinas,
de 22 kD, pero no altera 3 proteinas, de 17,5 kD, 14,5kD y 10,5 kD.
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E. cocinada F, cocinada sometida a G, cocinada sometida a
’ digestion gastrica digestion gastrica e intestinal
——> Pocillo ———> Pocillo ——> Pocillo
—> 100 kD —> 107 kD
—> 82kD

Pepsina

——> 52kD ‘
———> 37KD 37,5 kD —> 38kD

—>( 31kD

25kD
—>| 21,5kD

Pancreatina
17.5 kD 17,5 kD

14,5 kD 14,5kD

> 10,5 kD ' 10,5 kD

- E, cocinada: el efecto de la temperatura degrada 3 proteinas, de 70, 58 y 22,5 kD,
pasando el numero total de bandas de 11 a 8, respecto a la no cocinada (imagen
B).
F, cocinada sometida a digestion gastrica: obtenemos 5 bandas Una de ellas,
de 31 kD, pueden ser un péptido derivado de la degradacién proteica. La de 17,5
kD se mantiene, mientras que la de 21,5, 14,5y 10,5 kD disminuyen respecto a la
cocinada (imagen E).

- G, cocinada sometida a digestion gastrica e intestinal: ocurre lo mismo que en
caso de las muestras no cocinadas, manteniéndose las mismas 3 proteinas de
17,5kD, 14,5kD y 10,5 kD.

La Calvacina puede ser la proteina de mayor peso molecular que aparece en las
electroforesis. En la que hemos corregido el efecto smile tiene un peso molecular de 100
kD (figura 10). Desaparece con la accion de la pepsina en la digestion gastrica pero no con
el cocinado.

En las digestiones se han restado las bandas que pertenecen a pepsina y a pancreatina,
para describir los resultados.

)



7 DISCUSION

Los resultados obtenidos en las digestiones de la seta cruda y cocinada no pueden ser
comparados puesto que nunca se ha realizado digestion in vitro de Calvatia gigantea.
Tampoco podemos contrastar nuestra digestién dado que en los estudios encontrados, las
realizan de forma paralela y simultanea. Nosotros la hemos ejecutado de manera continua
por lo que tras transcurrir el tiempo de la digestién gastrica, recoger parte de la muestra
para ser analizada y modificar el pH para condiciones intestinales, procediamos a
someterla a digestion intestinal.

Las cantidades de proteinas resultantes de la aplicacion del método del Biuret, tampoco
pueden compararse con los datos de cantidades de proteinas de la composicion
nutricional que hemos descrito, pertenecientes a la investigacion de Israel Kivrak. Nuestro
método mide la cantidad de proteinas por colorimetria, mientras que en el de Kivrak se
determina la composicién quimica completa de este hongo mediante tratamientos mas
exactos de extraccion de cada sustancia. Por ello a nosotros nos resultan cantidades de
proteinas de 4,13%, mientras que ellos obtienen 34,37%.

En cuanto a la banda obtenida de posible calvacina, que no se destruye con el cocinado,
nuestro organismo puede beneficiarse de las ventajas de esta sustancia. Su peso
molecular esta en torno a los 100 - 120 kD. En la figura 9, sin corregir el efecto smile se
situaria entre 92 y 100 kD. En la figura 10, corregido el efecto estaria entre 100 y 107 kD.
No podemos asegurar que se trate de esta glucoproteina puesto que no hay datos exactos
del peso molecular. Ademas las proteinas fungicas inmunomoduladoras (FIP’S) tienen un
peso molecular en torno a 15 kD, por lo que alguna de estas proteinas que se mantienen
tras el cocinado y las digestiones gastricas e intestinal podria ser una de ellas.

El efecto smile nos complica la obtencién de los pesos moleculares de las proteinas, por
ello siempre hablamos de peso molecular relativo. Aunque tengamos las figuras
corregidas, tampoco son exactas. La aparicién de este efecto se debe al aumento de la
temperatura del Buffer con el paso de la electricidad, a la resistencia del paso de la misma
por parte de la muestra y a la tendencia de estas a hacer difusion lateral. Para saber
cudles serian los pesos moleculares exactos de las proteinas de interés y si la banda
contiene sélo una proteina, varias o también algun péptido, tendrian que ser analizadas
por protedbmica que se encarga del estudio de la funcién y estructura de las proteinas,
mediante el fraccionamiento y la separacién por diferentes técnicas de cromatografia.

=)



8 CONCLUSIONES

v

El procedimiento de concentracion de proteinas del extracto mediante la utilizacion
del TCA en frio, si bien permite la concentracién de proteinas, no garantiza la
separacion de estas y de los polisacaridos, lo cual da como resultado unos geles
de dificil interpretacion.

La concentracibn mediante ultrafiltracion da mejores resultados que el
procedimiento de precipitacién con TCA obteniéndose geles mas limpios.

Es la primera vez que se obtiene el perfil electroforético de la seta Calvatia
gigantea encontrdndose proteinas desde 100 hasta 10,5 kD, siendo las proteinas
mayoritarias de 22,5y 17,5 kD.

La digestién gastrica permite la degradacién de gran nimero de proteinas excepto
la proteina de 17,5 kD y proteinas desde 14,5 a 10,5 kD.

La digestién intestinal aparentemente degrada las proteinas que resisten la
digestion gastrica.

El cocinado de la seta mediante salteado suave conduce a la degradacién de gran
numero de proteinas, siendo de destacar la resistencia de las proteinas de 17,5,
14,5y 10,5 kD.

La digestion gastrica e intestinal de setas cocinadas ofrece resultados similares a
los obtenidos en la digestion de las setas crudas, por lo que el cocinado parece
destruir sélo las proteinas labiles, sin afectar esencialmente las proteinas
resistentes a pepsina y pancreatina.

* Los pesos moleculares relativos que se indican en este apartado de conclusiones,

corresponden a la electroforesis con correccion del efecto smile, al igual que en los

resultados (figura 10).
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10 ANEXOS

Anexo 1. Informe del Instituto Nacional de Toxicologia: afio 2016.
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ASUNTO  COMUNICACION

El Instituto Nacional de Toxicologia y Ciencias Forenses (INTCF) se articula segin la Ley
Orgénica del Poder Judicial (LOPJ) como érgano consultor de la Administracién de Justicia.
Su finalidad es asesorar a Jueces, Magistrados, Fiscales y Tribunales acerca de materias de
orden toxicoldgico. Por ello, emite informes a instancia de los mismos cuando asi es
requerido por la Administracién de Justicia.

En él se integra el Servicio de Informacién Toxicolégica (SIT) que asume, entre otras, la
funcidén de emitir tanto informes toxicoldgicos judiciales como clinicos a peticién de un
organismo oficial y de particulares en caso de intoxicacién por ser un servicio médico
integrado por Médicos Forenses y Facultativos que actian como peritos oficiales judiciales.
El INTCF contribuye a la unidad de criterio cientifico y a la calidad de la pericia analitica,
asi como al desarrollo de las ciencias forenses, tal y como se establece por ley.

Respecto a su peticién, los datos estadisticos de nuestro Servicio estin publicados en
nuestras Memorias Anuales, correspondiendo la Gltima al afio 2016 y a disposicén publica.

Por otra parte, dentro de nuestros registros dados a conocer mediante dichos documentos,
reflejamos los datos estadisticos epidemiolégicos generales sin aportar casuistica cspecifica
de las setas responsables de cada intoxicacion.

Durante dicho afio se recibieron en este Servicio 90.922 consultas. Tras la revision
informatica correspondiente para localizar aquellas en las que el motivo estuviera
relacionado con Setas, se recogen 168 consultas (0,18% del total recibido).

La llamada tipo se trata de una consulta desde un centro médico por la exposiciéon de un
adulto por via oral a una seta sin identificar y en el Gltimo trimestre anual.

Se afiade que el consumo de setas puede producir diversos cuadros de toxicidad,
generalmente aguda, de una intensidad variable y que puede llegar a la letalidad por dafio
hepitico irreversible. Se conocen mas de 5000 variedades de setas. En Espafia estin
catalogadas més de 1500 especies, de las cuales entre 50 y 70 pueden considerarse
ciertamente toxicas y sobre una decena letales.
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combinando especies que sean causantes de cuadros clinicos de diferente gravedad y
prondstico con otras incluso comestibles.

Para ayuda a su peticién y respecto a la informacién que sugiere, los trastornos causados por
especies comestibles no siempre han de tener lugar, fundamentindose en su caso en sintomas
digestivos como néuseas, vomitos y leve diarrea, normalmente autolimitada en el tiempo y
sin mayores consecuencias médicas.

Las Rozas de Madrid, a 9 de Abril de 2018

CORREO ELECTRONICO: Pagina 2 de 2 C/ José Echegaray, 4
sit@mju.es 28232 Las Rozas de
Madrid (MADRID)

TLF: + (34) 91 768 98 00
FAX: + 134) 81 RR4 R Ad



UVa

Anexo 2. Métodos: procedimientos.

4.

Preparamos un fragmento de tripa de dialisis de unos 15 cm de largo y entre 2y
2,5 cm de ancho. Lo lavamos por fuera minuciosamente, dejando correr agua Elix
sobre toda la superficie, en bastante cantidad y varias veces.

Hacemos un nudo a uno de los extremos. Vertemos agua en su interior. Cerramos
el otro extremo y movemos el agua dentro de la misma, de un lado a otro, varias
veces, con el fin de lavar la tripa por dentro. Tiramos el agua. Repetimos esta
operacion entre 3y 5 veces.

Una vez limpia introducimos la muestra dejando una cdmara de aire, anudaremos
el otro extremo para que la tripa quede totalmente cerrada.

Introducimos la tripa en una garrafa con 5 L de agua Elix y dializamos la muestra.

Tras hidratar una porcién de la seta, la cortamos en laminas de unos 3 mm de grosor. En

una sartén caliente a una temperatura entre 200-220°C, colocamos las laminas durante 2

minutos por cada lado. Tras esto, se procede a la extraccién de muestras y su posterior

dialisis, procesos anteriormente explicados.

Se lleva a cabo en seta cruda dializada, seta cocinada dializada y muestras de ambas

sometidas a digestidén gastrica e intestinal.

A

. Anadir 200 ul de TCA al 50% a 800 pl de la muestra y mantener la mezcla en bafo

de hielo - agua durante 30 minutos para permitir la precipitacién de las proteinas.
Centrifugar la mezcla a 11.000rpm durante 15 minutos en la microcentrifuga
“SPECTRAFUGE 24D".

Desechar el sobrenadante y con una pieza de papel absorbente fina, retirar el TCA
sobrante.

Llenar 3/4 del eppendorf con acetona fria y con ayuda del pellet Pestle, limpiar bien
los restos de TCA en la proteina precipitada. Centrifugar de igual manera que se ha
descrito en el punto 2. Repetir el punto 3. Este proceso se realizara 3 veces para
eliminar todo el TCA.



Tras observar resultados interesantes en las electroforesis de las muestras precipitadas

con TCA/acetona, conviene utilizar un método mas limpio, pero mas costoso

econémicamente, que sustituye al nombrado. Es un método mas fino y preciso de

extraccion de proteinas. Se llevara a cabo en muestra de seta cruda dializada, seta

cocinada dializada y muestras de ambas sometidas a digestion gastrica e intestinal.

B

Colocamos 500ul de cada muestra a analizar en tubos de ultrafiltrado para
centrifuga. Los ponemos en hielo hasta su centrifugacion.

Centrifugamos durante 20 minutos a 11.000rpm.

Sacamos los filtros de los tubos y los colocamos de manera inversa en unos tubos
nuevos, esterilizados, como se muestra en la figura 13. Les damos un pulso de 10
segundos, para recoger el contenido sobrante de las muestras que se ha quedado
en ellos durante la centrifugacién (contenido no filtrado: proteinas).

Medimos las cantidades obtenidas y calculamos la proporcion de Sample Buffer
que hay que anadir, sabiendo que este se encuentra concentrado 4 veces.
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Sacamos el gel del soporte y lo ponemos en un recipiente con agua Elix..
Transcurridos 2 minutos quitamos el agua y vertemos solucién Fixino (40% etanol
del 96% + 10% acido acético) que fija las proteinas al gel. Por seguridad, este paso
ha de llevarse a cabo en la campana extractora. Tapamos el recipiente y lo
ponemos en balanceo continuo 15 minutos.

Retiramos la solucion y limpiamos con agua Elix el gel durante 2 minutos.
Retiramos el agua y lo cubrimos con tinte QC Colloidal Coomassie Stain. Tapamos
el recipiente y lo dejamos en balanceo continuo hasta el dia siguiente.
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Retiramos el tinte y vertemos de nuevo agua Elix para eliminar el exceso de este.
Tras 20 minutos de lavado con balanceo continuo, realizamos otro cambio de
agua, que dejaremos actuar durante otros 20 minutos.

Finalizado el lavado, retiramos el agua y anadimos solucién glicerol al 10% y etanol
del 96% al 20%. La dejamos actuar durante 15 minutos. El alcohol desplazara el
agua que contiene el gel y lo sustituira por glicerol, aportando resistencia al mismo.

Cortamos unas porciones de celofan y las ponemos a hidratar 2 minutos para que
se ablande y sea mas manejable.

Colocamos la placa trasera con el borde biselado hacia abajo y ponemos uno de
los celofanes estirado, con cuidado de que no queden burbujas entre este y el
cristal.

Ponemos el gel sobre el celofan, con cuidado de que no queden burbujas y de que
no se agriete el gel.

Colocamos la otra hoja de celofan hidratado sobre el gel y en caso de que
guedasen burbujas, las eliminariamos deslizando por encima un tubo de cristal.
Disponemos la otra parte de cristal con forma de marco, con el borde biselado
hacia arriba. Nos aseguramos de que el marco cubre todos los bordes del celofan.
Colocamos unas pinzas que sujetan y ejercen presion en el reborde del
enmarcado.

Lo dejamos secar 2-3 dias. Después se retiran las pinzas y los marcos con cuidado
y comprobamos que esté totalmente seco, incluidos los bordes. Recortamos el gel,
dejando medio centimetro de celofan sobrante a cada lado. Lo guardamos en una
bolsa hermética y la etiquetamos.

Pipeteamos las sustancias que aparecen en la siguiente tabla, en ese mismo orden
y en los tubos correspondientes que tenemos que nombrar previamente.

Donde el blanco es usado para tarar el espectrofotémetro; del 1 al 5 son las
muestras patrén con las que realizaremos la recta patron, puesto que conocemos
la concentracion exacta de BSA que contienen y Calvatia gigantea (n, natural; d,
dializada; dg, digestion gastrica; di, digestiébn gastrica e intestinal y co, cocinada)

son las muestras problema.
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BSA Extracto

NaCl 0,9% Calvatia Biuret
(10mg / ml) .

gigantea
Blanco 1500 pl 0 pl - 1500 pl
1 1487.,5 ul 12,5 pl - 1500 pl
2 1475 pl 25 ul - 1500 pl
3 1459 pl 50 pl - 1500 pl
4 1375 ul 125 ul - 1500 pl
5 1250 pl 250 pl - 1500 pl
CGn 1300 pl - 200 pl 1500 pl
CGd 1200 pl - 300 pl 1500 pl
CG dg 1100 pl - 400 pl 1500 pl
CG di 1000 pl - 500 pl 1500 pl
CGcon 1200 pl - 300 pl 1500 pl
CGcod 1100 pl - 400 pl 1500 pl
CG co dg 1000 pl - 500 pl 1500 pl
CGcodi 900 pl - 600 pl 1500 pl

Incubamos los 7 tubos preparados a 55°C durante 10 minutos, lo que intensifica el
color del biuret al fijarse los complejos que se forman entre el cobre del biuret y los
grupos —NH de las proteinas.

Bajamos la temperatura del bafio a 20°C e introducimos los tubos otros 5 minutos
en agua templada y procedemos a medir la absorbancia de todos ellos.

Primero vertimos el contenido del blanco en la cubeta del espectrofotometro visible,
cogiendo esta por la parte con rayas, cuidando que las paredes estén bien limpias
y no tengan huellas que podrian distorsionar la medida. La introdujimos en la
maquina, con la flecha que tiene mirando hacia nosotras y hacemos el blanco
(blanco = 0).

Llevamos a cabo el mismo procedimiento con todas las muestras patron y las
muestras problema, cuidando de no contaminarlas.

Anotamos todas las absorbancias medidas a 540 nm, para realizar la recta patrén
con las muestras 1 a 5 y poder llevar a cabo la interpolacion de las muestras

problema y conocer su concentracion proteica.
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