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Introduccion

I.1. INFLAMACION

La inflamacidn es un mecanismo de defensa natural basado en un conjunto de
alteraciones bioquimicas, fisioldgicas e inmunoldgicas que se originan en respuesta a
estimulos nocivos para el organismo como infecciones, lesiones, irritaciones, etc. Su
finalidad es suprimir los patdgenos, subsanar el dafio tisular y restablecer la

homeostasis del lugar donde se produjo la infeccién o el dafio (Barton 2008).

La inflamacién puede ser considerada como un arma de doble filo: constituye
un mecanismo defensivo para eliminar patdgenos invasores y para iniciar el proceso de
curacién, pero la sobreproduccidon de los productos inflamatorios puede conducir al
dafno de las propias células, a la inflamacion crénica e incluso a la transformacién

neoplasica (Mantovani 2008).

Por ello, la respuesta inflamatoria debe estar correctamente regulada, ya que
de lo contrario puede ser perjudicial para el organismo. Asi, desaparece con rapidez
una vez que ha desarrollado sus funciones, mediante la accion de mecanismos
antiinflamatorios como la secrecidn de citoquinas antiinflamatorias, la inhibicidn de las
cascadas de senalizacion de las citoquinas pro-inflamatorias, y la activacion de células
regulatorias. Cuando esto no sucede, la respuesta inflamatoria puede cronificar, lo cual
puede ocasionar otras enfermedades que cuentan con algun componente inflamatorio
en su patogénesis, como hipertensién, disfuncién endotelial, ateroesclerosis,
enfermedades autoinmunes, diabetes tipos | y Il, enfermedades neurodegenerativas,
sindrome  metabdlico, enfermedades cardiovasculares, musculoesqueléticas
degenerativas, asma, artritis reumatoide, inflamacién crénica intestinal e incluso

cancer (Barton 2008).

La inflamacidn crdnica se caracteriza por respuesta ante estimulos normales,
infiltraciéon de un gran numero de células inflamatorias en sitios en los que

normalmente no deberian encontrarse en abundancia y superproduccion de
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oxidantes, citoquinas, quimioquinas, eicosanoides, y metaloproteinasas de matriz

(Posadas, Terencio et al. 2000).

La inflamacién aguda se origina principalmente debido a la presencia de
agentes extraflos o microorganismos patégenos, mientras que la crénica corresponde
esencialmente a causas relacionadas con el estilo de vida de las personas como mala
nutricién, inactividad, suefio deficiente o tabaquismo, asi como a factores ambientales

que les rodean como estrés, depresidon o contaminacién ambiental.
I.1.1. Mediadores inflamatorios

La activacion de células inflamatorias, entre ellas monocitos y macroéfagos,
juega un papel fundamental en la inmunidad innata. Dichas células participan en los
mecanismos de defensa del organismo contra la infeccion mediante la fagocitosis y la
reaccion inflamatoria. En el curso de la activacion por patogenos se producen una serie

de mediadores inflamatorios:

Oxido nitrico (NO).- EIl NO es un mediador celular que participa en abundantes
procesos fisiologicos y patoldgicos. Su sintesis es llevada a cabo a partir de L-arginina
por 3 isoformas de la enzima dxido nitrico sintasa (NOS): NOS neuronal (nNOS), NOS
endotelial (eNOS) y NOS inducible (iNOS). Las isoformas nNOS y eNOS producen, de un
modo constante, bajos niveles de NO, imprescindibles para numerosas funciones
biolégicas como neurotransimision, relajacién de la musculatura lisa o mantenimiento
de la homeostasis vascular. En cambio, iINOS se expresa como respuesta a varios
estimulos inflamatorios como lipololisacdridos de pared bacteriana (LPS) y ciertas
citoquinas proinflamatoiras como factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
interleuquina-1 (IL-1), interferon gamma (IFN-y), etc. (Moncada, Palmer et al. 1992).
La superporduccién de NO por la sobreactividad de la enzima inducible iNOS, puede
originar efectos indeseables presentes en la patogénesis de varias enfermedades
inflamatorias. Asi, la acumulacién de esta molécula, como de otras especies reactivas

de oxigeno (0;,..) pueden mediar en una amplia variedad enfermedades como
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aterosclerosis, artritis reumatoide, diabetes, esclerosis multiple, enfermedad de
Alzheimer y cancer (Stokes, Cooper et al. 2002).

Prostaglandinas.- Son sintetizadas por las enzimas ciclooxigenasas (COX) a
partir del acido araquiddnico. Dichas enzimas catalizan la sintesis de la prostaglandina
G,, que es una molécula inestable e intermedia, que mediante la accién de la actividad
peroxidasa de la COX es posteriormente transformada a prostaglandina H2. Esta es la
precursora de abundantes prostaglandinas (PGs) como PGE,, PGD,, PGF,, PGL, (o
prostaciclina) y el tromboxano A2, que son sintetizadas mediante la actividad de
prostaglandinas sintetasas especializadas (Greenhough, Smartt et al. 2009).

Desde el aino 1990 se conocen dos isoformas diferentes de la enzima COX, la
COX-1 y la COX-2. COX-1 se expresa en casi todos los tejidos de manera constitutiva
produciendo PGs para el mantenimiento de procesos fisioldgicos comunes como
modulacion de respuestas inmunes, proteccion de la mucosa intestinal,
mantenimiento de la homeostasis renal, regulacion y coagulacion del flujo sanguineo.
COX-2 se induce por células del sistema inmune, como los macrofagos, a modo de
respuesta ante infecciones, heridas o diferentes tipos de estrés, produciendo
cantidades altas de PGs que originan el estado inflamatorio, la sudoracién, el dolor y la

fiebre (Funk 2001).

Citoquinas.- Las citoquinas son péptidos y proteinas de bajo peso molecular,
pleiotrépicas y que pueden ser virtualmente producidas por todas las células
nucleadas del cuerpo como respuesta al estrés fisiolégico.

Se trata de péptidos de sintesis de novo que actuan regulando la respuesta
inmune mediante la accidn directa sobre las células inmunes asi como también, por
medio de moléculas de adhesidén que interaccionan con dichas células. Algunas de ellas
como IL-1, IL-6, IL-8, o TNF, originan el infiltrado celular y el dafio tisular
representativos de la inflamacion (Abbas and Lichtman 2004).

La IL-1B es una de las citoquinas proinflamatorias mas importantes ya que

activa distintos tipos de células que participan en la respuesta inflamatoria como

5
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monocitos macréfagos y neutrdfilos. Es producida por macréfagos, células endoteliales
y algunas células epiteliales, en forma de un precursor inactivo, que posteriormente,
mediante la accién de proteasas, adquiere su forma funcional. Es causante de la fase
aguda de la respuesta inflamatoria in vivo, origina la aparicion de fiebre, sintesis aguda
de proteinas, anorexia y somnolencia, induce las respuestas inmunes adaptativas Thly
Th17 y la liberacidn de otras citoquinas proinflamatorias como TNF-a y la IL-6 (Netea,

Simon et al. 2010).

La IL-6 es una citoquina multifuncional que juega un papel muy importante en
la defensa del organismo debido a su amplio rango de funciones inmunes,
hematopoyéticas y a su potente habilidad para inducir la respuesta de fase aguda

(APR), (Nishimoto, Kishimoto et al. 2000).

La interlequina-6 es producida por macréfagos, células T, células endoteliales y
fibroblastos. Los factores que intervienen en la induccién de su sintesis son varios
como IL-1, TNF, IL-2, IFN, factor de crecimiento plaquetario, y LPS. Entre sus funciones
destaca la estimulacién del crecimiento y diferenciacién de los linfocitos B a células
plasmaticas, induciendo la produccién de inmunoglobulinas, aunque también es capaz
de activar a los linfocitos T, modular la hematopoyesis y junto a la IL-1 es responsable
de la produccion de proteinas de fase aguda en el higado, especialmente fibrindgeno y

proteina C reactiva (CRP) (Abbas and Lichtman 2004).

En algunas condiciones fisiopatoldgicas crénicas caracterizadas por cierto grado
de inflamacién como aterosclerosis, artritis reumatoide y diabetes, se han detectado

niveles circulantes de IL-6 demasiado altos (Nishimoto, Kishimoto et al. 2000).

La IL-8 es una citoquina proinflamatoria, que actua como potente factor
guimiotactico de neutréfilos, cuya acumulacion en los tejidos, es uno de los principales
signos de inflamacién. La vida media de esta interleuquina es mucho mayor que la de
la mayoria de citoquinas (dias e incluso semanas, frente a horas), por lo que una vez

producida por estimulos de inflamacidon aguda, puede permanecer activa durante
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mucho tiempo. Lo cual hace que amplifique la respuesta inflamatoria local. Su sintesis
se realiza en fibroblastos, células endoteliales, monocitos, macréfagosy células
dendriticas. Ademas, regula la produccién de proteinas de adhesion, la formacién

de lipidos bioactivos y estimula la angiogénesis (Bickel 1993).

El TNF-a es una citoquina producida por macréfagos y linfocitos T clave en la
respuesta inflamatoria, debido a que es capaz de aumentar dicha respuesta a través
de distintas vias como la produccion sinérgica de NO, o la estimulacién de la secrecién
de IL-1 y quimioquinas. Ademas, puede originar la apoptosis y la degradacidon de
tejidos, y estimular el reclutamiento y activacion de neutrofilos y monocitos hacia los
focos de infeccién (Abbas and Lichtman 2004). Es producido en pequefias cantidades
cuando las células no han sido estimuladas, siendo su mayor inductor LPS, no obstante
su transcripcion también se induce por la accion de de IL-3, IL-1, GM-CSF y de IFN-y
(Park, Rimbach et al. 2000). El TNF-a fue descubierto como un péptido poseedor de
efectos antitumorales, debido a que es citotdxico para células cancerosas e inductor de
la respuesta inmune antitumoral tras ser administrado in vivo. También estimula la
adhesion de leucocitos al endotelio mediante la induccidn de ICAM-I, la activacién y
guimiotaxis de polimorfonucleares y la activacion de monocitos incrementando la

producciéon de mediadores inflamatorios como IL-6 e IL-8 (Aarons and Borish 1993).

La modulacién de la produccion de estos mediadores inflamatorios se ha
convertido en una diana en la busqueda de agentes terapéuticos que puedan frenar la
respuesta inflamatoria en su evolucion a la cronicidad. En este sentido los compuestos
funcionales naturales asi como los presentes en la dieta se han presentado como
grandes candidatos a la hora de intentar prevenir enfermedades crénicas que

presentan una base inflamatoria.
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1.1.2. Modulacion de la inflamacion a través de la dieta

La prevencion de varias enfermedades puede ser favorecida en gran parte por
ciertos factores ambientales entre los que cabe destacar la dieta. Una de las primeras
evidencias de ello fue el Seven Countries Study, que se llevd a cabo en 1960 y que
establecid conexiones entre patrones dietéticos y enfermedades cardiovasculares
(Keys, Menotti et al. 1986). De hecho, ese estudio trajo consigo las primeras pruebas
de que los habitos dietéticos de las regiones del mediterrdneo poseian propiedades
cardioprotectoras en comparacion con los de las regiones del oeste. Esto es, baja
proporcién de grasas saturadas y alta de monoinsaturadas y poliinsaturadas omega-3,
abundante consumo de frutas y verduras, y moderado de vino; frente a alta
proporcidon de grasas saturadas y azucares simples y baja proporcion de acidos grasos

poliinsaturados omega-3.

Dicha observacion inicial es hoy en dia un hecho que se ha visto confirmado por
varios estudios epidemioldgicos como el Lyon Diet Heart Study (de Lorgeril, Salen et al.
1999) o recientes ensayos pertenecientes al proyecto PREDIMED (Prevencidon con
Dieta Mediterrdnea), que demuestran que la dieta mediterranea puede redurcir
considerablemente el riesgo de padecer en enfermedades cardiovasculares (Martinez-
Gonzalez, Salas-Salvadd et al. 2015). Sin embargo la dieta mediterranea también
contribuye a la prevenciéon de otras enfermedades como la diabetes (Salas-Salvado,
Bullo et al. 2014), el estrés oxidativo y el estado inflamatorio (Massaro, Scoditti et al.

2010) (Badimon, Vilahur et al. 2010).

El que ya en la infancia se observen sintomas de inflamacidon es indicativo de
gue enfermedades croénicas relaccionadas con la inflamacion cada vez estan
apareciendo antes. El hecho de que la dieta sea uno de los factores de riesgo para
desarrollar una inflamacion crénica, y sea asimismo un factor modulable, la convierten
en un punto sobre el que poder incidir para su prevencién y probablemente para su
tratamiento. De hecho, diversos estudios han probado que diferentes componentes de

la dieta pueden modular vias implicadas en el control de la inflamacién como rutas de
8
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sefializacion intracelular, actividad de factores de transcripcion y generacién de

mediadores inflamatorios (Calder, Albers et al. 2009).

A este respecto, la dieta mediterranea ha generado un enorme interés debido a
su potencial antiiflamatorio. Se ha demostrado que esta dieta afecta de manera
positiva en el estado inflamatorio, disminuyendo los niveles de marcadores como
TNF-a, IL-6, CRP, ICAM-1, VCAM-1 y homocisteina. Las pautas dietéticas de occidente,
escasas en antioxidantes y fibra, distinguidas por el consumo de almidones refinados,
azlcar, y acidos grasos saturados y trans, producen una fase postpandrial casi
continua, que muchas veces provoca la activacién crénica del sistema inmune innato,
al revés de lo que sucede con la dieta mediterranea (Warnberg, Gdmez-Martinez et al.

2009).

Se ha demostrado que el incremento del consumo de aceite de oliva (15 frente
a 26,8 g/dia), frutas, legumbres, frutos secos y vegetales (198 frente a 487 g/dia) en
sujetos que padecen sindrome metabdlico, causa una reduccion significativa de los
niveles de IL-6, IL-7, IL-8 y CRP (Esposito, Marfella et al. 2004). De la misma manera, un
mayor consumo de frutas y vegetales se asociaba de manera independiente con
menores concentraciones de CRP, homocisteina y con una menor expresiéon de ARNm
de ciertos marcadores proinflamatorios (ICAM1, IL1R1, IL-6, TNF-a y NF-kB)
(Hermsdorff, Zulet et al. 2010).

Modulacion de la inflamaciéon mediante citoquimicos

La medicina tradicional siempre se ha surtido de extractos procedentes de
distintas plantas para la cura de un vasto rango de enfermedades, entre las que se
incluyen la inflamacién aguda y la crénica. Por ello, los denominados NHPs (Productos
naturales saludables), han cobrado un gran interés en los ultimos tiempos, como
alternativas para la prevencion y tratamiento de este tipo de transtornos (Haddad,

Azar et al. 2005).
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Asi pues, se han descrito un amplio nimero de compuestos naturales con

actividad antiinflamatoria:

- - Probiéticos: organismos vivos que, suministrados en cantidades adecuadas,
promueven beneficios en la salud del organismo hospedador. Se utilizan para el
tratamiento de la inflamacién intestinal por su capacidad para modular la flora

intestinal a través de diferentes mecanismos (Arribas 2009):

- Compiten con bacterias perjudiciales por el lugar de fijacidn al epitelio

- Reducen la permeabilidad intestinal mediante la fijacion de las bacterias, lo
cual hace que el paso de antigenos luminales a la lamina propia se vea

impedido

- Inhiben el crecimiento de bacterias patdgenas e inducen su muerte
produciendo compuestos antibacterianos y reduciendo el pH intestinal

Producen nutrientes esenciales para la funcién intestinal

- Modulan la respuesta inmune de la mucosa del hospedador

- Vitaminas C y E: Disminuyen el estrés oxidativo en diferentes enfermedades crénicas
a través de su actividad antioxidante. Contribuyen a controlar la inflamacién crénica

intestinal, la artritis y el asma (Diplock, Charleux et al. 1998).

Existen un gran numero de evidencias epidemioldgicas que relaccionan el papel
patogénico de los radicales libres con numerosos procesos bioldgicos, y mas
concretamente los que demuestran la correlacion existente entre la incidencia de
enfermedades inflamatorias y degenerativas con bajas concentraciones de agentes
antioxidantes en sangre. La vitamina C constituye el antioxidante hidrosoluble mas
abundante en la sangre, mientras que la vitamina E es el antioxidante lipofilico

mayoritario (Kinsella, Frankel et al. 1993).
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- Acidos grasos n-3 y n-6: El acido linoleico y el 4cido alfa linolénico, son compuestos
gue el organismo no es capaz de sintetizar por lo que han de obtenerse de la dieta. Por
ello se les considera como 4cidos grasos indispensables. Estos &acidos grasos
pertenecen a la familia n-6 o n-3, también conocidos como w—6 u w-3,

respectivamente (Sprecher 1992).

Ambos son agentes antiinflamatorios puesto que inhiben la produccién de
marcadores inflamatorios como CRP, IL-1, IL- 6, TNF-a y leptina (James, Gibson et al.

2000).

- Gingsenoides: Los ginsenoides son un tipo de saponinas triterpenoides que se
encuentran de manera mayoritaria en las especies del género Panax (ginseng). Estos
compuestos son objeto de estudio por ser efectivos agentes antiinflamatorios, asi
como por presentar otras acciones biolégicas de interés para la salud:
anticarcinogénicas, inmunomoduladoras, antialérgicas, antiesclerdticas,

antihipertensivos y antidiabéticos (Yang, Yang et al. 2015).

- Polifenoles: entre los numerosos compuestos de probada actividad antiiflamatoria
son los polifenoles los que, recientemente, han generado un mayor interés a causa de
su extensa distribucion entre los integrantes de la dieta y a la gran diversidad de

actividades bioldgicas que poseen (Garcia-Lafuente, Guillamon et al. 2009).

De este modo, numerosos estudios han probado que diversos compuestos
polifendlicos inhiben la producion de NO y otros mediadores en respuesta a estimulos
inflamatorios (Autore, Rastrelli et al. 2001). En el presente trabajo se estudiaran los
efectos de extractos ricos en compuestos fendlicos procedente de hongos comestibles,

por lo que se describiran en un apartado especifico.
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1.1.3. Mecanismos de accion

Los mecanismos por los que todos estos componentes naturales actian sobre
la inflamacién son muy variados y probablemente cada uno actle a través de varios de

ellos:

1. Actividad antioxidante y de secuestro de radicales libres. Altos niveles de
especies reactivas de oxigeno se asocian con diferentes tipos de dafio
tisular que a su vez conllevan a un extenso numero de enfermedades,
desde inflamacion hasta cancer. Numerosos compuestos naturales
presentan un elevado poder antioxidante in vitro, que les capacita tanto
para secuestrar una extensa suma de radicales libres, como para impedir la

formacion de los mismos (Jung, Jung et al. 2003).

2. Regulacién de las actividades celulares de células inflamatorias: mastocitos,
macroéfagos, linfocitos y neutrdéfilos. Ciertos compuestos funcionales son
capaces de intervenir sobre sistemas enzimaticos implicados en procesos
inflamatorios, fundamentalmente sobre ciertas quinasas (Middleton,

Kandaswami et al. 2000).

3. Modulacién de las actividades enzimaticas de las enzimas que metabolizan
el 4cido araquiddnico: fosfolipasa A2, ciclooxigenasa, lipooxigenasa y 6xido

nitrico sintasa (Raso, Meli et al. 2001).

4. Modulacion de la produccién de otras moléculas proinflamatorias, en
particular TNF-a, IL-6 e IL-1B que participan especialmente en los procesos

crénicos.

Un papel fundamental de la respuesta inflamatoria, lo desempefian los
macrofagos mediante la produccién de citoquinas como TNF-a o IL-1B,
diferentes mediadores inflamatorios como el NO y PGs. Después de la
exposicion a estimulantes como LPS, se han descubierto en tejidos

12
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inflamados, altos niveles de los citados mediadores inflamatorios producidos
por macréfagos, ademas de una elevada expresion de sus ARNm (Kim, Kwon

et al. 2003).

5. Modulacién de la expresion de genes proinflamatorios. Los factores de
transcripcion como el factor nuclear de transcripciéon NF- kB representan en
la regulacién celular un punto fundamental, puesto que regula la expresion
de varios genes entre los que se incluyen los de IL-13, TNF-a, iNOS, y COX-2.
El NF-kB se activa como respuesta a estimulos inflamatorios entre los que se
incluyen la LPS, proteinas virales y otros mediadores inflamatorios, lo cual
establece hoy en dia una diana para el tratamiento de numerosas
enfermedades que cuentan con importantes componentes inflamatorios

(Kim, Kun et al. 2004).

1.1.4. Inflamacion intestinal

La inflamacién intestinal es un proceso protector natural que resulta crucial
para mantener la integridad del intestino asi como su correcto funcionamiento (Martin
and Wallace 2006). Para ello, es necesario que se dé una continua comunicacion
cruzada entre los diferentes tipos celulares presentes en el intestino mediante la
secrecion de mediadores solubles. Las células epiteliales intestinales y las células
inmunoldgicas, establecen entre ellas interacciones bidireccionales (Danese, Angelucci
et al. 2008). Las células del epitelio intestinal poseen la propiedad de modular
selectivamente la monocapa del epitelio —y por tanto, también la exposicién de las
células inmunes a antigenos-, asi como de sintetizar y secretar mediadores
inflamatorios como oxido nitrico, eicosanoides, citoquinas y factores de crecimiento
(Martin and Wallace 2006) (Danese, Angelucci et al. 2008). Esto hace que sean capaces
de atraer células inmunes asi como de activarlas, iniciando asi procesos inflamatorios.
Las células epiteliales del intestino también responden a varios de los mediadores
inflamatorios que las células inmunes secretan, modulando la permeabilidad de la

monocapa y sus secreciones, siendo capaces, por tanto, de amplificar o disminuir la
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respuesta inflamatoria. Asi, para generar una respuesta inflamatoria 6ptima, este
proceso ha de estar perfectamente regulado (Van De Walle, Hendrickx et al. 2010). La
falta de regulacion de alguno de sus componentes puede originar que la respuesta

inflamatoria cronifique y dé lugar a algun tipo de desorden intestinal grave.

Las enfermedades inflamatorias intestinales crénicas incluyen diversas
patologias cuyo rasgo principal es la inflamacién crénica de cualquier parte del tubo
digestivo. Sin embargo, actualmente bajo el término “Enfermedad Inflamatoria
Intestinal crénica” (Ell) se designan 3 entidades: la enfermedad de Crohn (EC), la colitis
ulcerosa (CU) y la colitis indeterminada (Cl). Se caracterizan por brotes inflamatorios
crénicos que ocurren de manera impredecible sobre el intestino, provocando dolor
abdominal, fiebre, diarrea, pérdida de peso, sangrado rectal y anemia (Gassul,

Gomollén et al. 2007).

La incidencia de enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa es alta en los paises
industrializados y estd aumentando en los paises en desarrollo. Asi, las tasas de
incidencia de la EC se estiman en 3,9-7 pacientes por 100.000 habitantes y afio. La
incidencia en la CU es mayor, estimandose en 5-18 pacientes por 100.000 habitantes y
afo en los paises occidentales. En Espafa la incidencia de la enfermedad de Crohn es
de 5,5 por 100.000 habitantes/afio y la de colitis ulcerosa, de 8 por 100.000
habitantes/afio. La mayoria de los enfermos inicia su enfermedad entre los 15 y los 40
afios, con un segundo pico para la colitis ulcerosa entre los 55-65 afios (Gassul,

Gomolldn et al. 2007).

Ademas, la inflamacidn crdénica intestinal, puede contribuir a la apariciéon de
otras enfermedades como alergias alimentarias y enfermedades autoinmunes como la
celiaquia o la diabetes tipo 1, y se asocian a un elevado riesgo de padecer cancer
(especialmente cancer de colon). Un patron inflamatorio extenso (pancolitis)
dificilmente controlable con medicacion y la duracién de la enfermedad parecen ser

factores muy asociados significativamente al desarrollo de cancer de colon. Los
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pacientes con Ell, y principalmente, los de CU presentan un riesgo de desarrollar

cancer de colon muy superior a la poblacidn sana (Gassul, Gomollén et al. 2007).

La patogénesis de las enfermedades intestinales inflamatorias no esta
completamente esclarecida, pero si se sabe que posee 2 rasgos caracteristicos:
funcionamiento deficiente de la barrera intestinal y actividad inmune exagerada.
Ambas cooperan en un bucle de auto amplificacion, en el que participan la disfuncion
de la barrera inmune, un aumento de la permeabilidad paracelular a antigenos
luminales, aumento de la activacidn de las células inmunes en la mucosa y liberacién
de estimulos inflamatorios con respuesta de las células del epitelio intestinal (Bruewer,

Luegering et al. 2003).

Los mediadores que pueden estar implicados en el desarrollo de enfermedades
inflamatorias intestinales son muchos. Sin embargo los estudios, in vitro, con células
del epitelio intestinal, se enfocan principalmente a la implicacidon de 3 citoquinas: IL-
1B, TNF-a e IFN-y. La IL-1B es una citoquina multifuncional cuyo principal papel es el de
inciar y amplificar varias condiciones inflamatorias. Se ha demostrado su presencia en
altas concentraciones en los tejidos intestinales de pacientes con enfermedades
inflamatorias del intestino y estd involucrada en importantes caracteristicas de este
tipo de enfermedades como generacidn de fiebre, reduccidn del apetito, liberacion de
mediadores vy el reclutamiento de células inmunoldgicas (leucocitos). El TNF-a y el
INF-y son citoquinas con un papel crucial en la fase aguda de la inflamacién y de
diversos procesos inmunolégicos. Altos niveles de expresion de ambas, han sido
encontrados en las mucosas intestinales de pacientes con enfermedades inflamatorias

del intestino (Martin and Wallace 2006).

Otro factor que se considera importante tanto en la iniciacion como en la
reactivacion de las enfermedades inflamatorias intestinales, es la presencia de
componentes bacterianos como LPS. LPS puede provocar el aumento de la sensibilidad
de las células epiteliales del intestino frente a la microflora intestinal local, y en

consecuencia originar una serie de estimulos inflamatorios que conlleven a una
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presencia exagerada de citoquinas, lo que supone un factor de riesgo para el
desarrollo de enfermedades inflamatorias cronicas. Ademds, el aumento de Ia
permeabilidad de la barrera de las células epiteliales del intestino, que tiene lugar
durante la inflamacion, permite que un mayor nimero de bacterias logren atravesar
dicha barrera, lo que a su vez, aumenta la actividad inmunoldgica (Bocker, Yezerskyy et

al. 2003).

Los estudios in vitro, con IL-1B, TNF-a, INF-y y LPS sobre células del epitelio
intestinal, han demostrado que estos estimulos inducen la activacion de cascadas
intracelulares que conducen a un aumento de la actividad transcripcional y un
aumento de la secrecién de mediadores inflamatorios como IL-8 (Schuerer-Maly,
Eckmann et al. 1994), IL-6 (Vitkus, Hanifin et al. 1998), PGE, (Duque, Diaz-Munoz et al.
2006) y NO (Forsythe, Xu et al. 2002), ademas del aumento de la permeabilidad

celular, mediante el debilitamiento de las uniones celulares (Al-Sadi and Ma 2007).

Los tratamientos para estas enfermedades incluyen glucocorticoides, el acido
5-aminosalicilico (mesalazina) y agentes inmunosupresores (Triantafillidis, Merikas et
al. 2011). Los glucocorticoides son efectivos para el tratamiento a corto plazo de la
coiltis ulcerosa, sin embargo cuando ésta requiere de un tratamiento mas a largo
plazo, originan una gran cantidad de efectos adversos (Sands 2000). El acido 5-
aminosalicilico es cominmente muy utilizado en el tratamiento de las Ell, pero cuando
éstas presentan estados de importante gravedad, no resulta efectivo. Los agentes
inmunosupresores se emplean en los casos de gravedad severa o en los que la
enfermedad se hace resistente a las drogas esteroideas, pero frecuentemente
favorecen la aparicion de complicaciones asociadas (Ishiguro, Ando et al. 2006).
Actualmente, por tanto, no sélo no se dispone de tratamientos efectivos para la
remision de la Ell, sino que ademas ciertos farmacos como los anticonceptivos orales y
sobre todo los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), en ocasiones pueden
favorecer la aparicién de este tipo de enfermedades (Forrest, Symmons et al. 2004).

Por lo que existe la necesidad de encontrar nuevos compuestos con actividad
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antiinflamatoria que contribuyan a tratar con éxito estas dolencias. Recientes estudios
evidencian que los hongos pueden ser buena fuente de compuestos para el
tratamiento de estas enfermedades. Se ha demostrado en ratones a los que se les
indujo colitis mediante dextrano sulfato de sodio, que una previa suplementacién con
un 10% de Agaricus bisporus durante 4 semanas, prevenia el acortamiento del colon, la
diarrea, el sangrado y el dafio de la mucosa, que se observaba en los ratones que no
recibieron la suplementacién con A. bisporus. Asi mismo, se demostré que la elevada
actividad de la actividad mieloperoxidasa y la sobreproduccién de TNF-a, que tenian
lugar tras la induccion de la colitis, quedaban atenuados en aquellos animales
alimentados con A. bisporus. Dicha actividad antiinflamatoria se relaciond con la
capacidad antioxidante que el hongo mostrd, atribuyéndose ambos efectos, en gran

parte, al contenido de compuestos fendlicos del hongo (Um, Park et al. 2014).

Los compuestos fendlicos son los antioxidantes que mas abundan en la dieta
por hallarse ampliamente extendidos en el reino vegetal. Ademas, estos compuestos
contribuyen a la promocién y mantenimiento de la salud intestinal como consecuencia
de su alta ingesta diaria (entorno a 1 g de compuestos fendlicos/dia) y de su pobre
absorcién (Manach, Scalbert et al. 2004), lo que hace que las células epiteliales
intestinales, que cuentan con una posicién estratégica entre el espacio luminal
antigénico y el medio interno, experimenten una alta exposicion a dichos compuestos.
Este hecho junto al de que los compuestos fendlicos cuentan con demostradas
propiedades antiinflamatorias (Yoon and Baek 2005), hace que puedan ser
considerados como buenos candidatos para el tratamiento y prevencidon de las

enfermedades inflamatorias del intestino.
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1.2. COMPUESTOS FENOLICOS

Los polifenoles son compuestos organicos cuya estructura bdsica se caracteriza
por contener al menos un anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilo unidos, y
pueden abarcar desde moléculas simples (acidos fendlicos, flavonoides o
fenilpropanoides) hasta compuestos altamente polimerizados (taninos, ligninas o
melaninas). Se encuentran ampliamente distribuidos en el reino Plantae. Son
metabolitos secundarios imprescindibles para la vida de las plantas, puesto que
desempefian funciones de defensa claves para su supervivencia: protegen frente a
patégenos actuando como potentes agentes antibacterianos, antiviricos y
antifungicos; protegen ante determinadas situaciones de estrés como elevados niveles
de radiacién UV, calor, frio, pesticidas, etc. y participan en mecanismos de reparacién

celular (Crozier 2006).

1.2.1. Propiedades saludables de los compuestos fendlicos

Los polifenoles comenzaron siendo objeto de estudio por las cualidades
organolépticas que proporcionan a los alimentos: color (antocianinas), amargor
(flavanoles), astringencia (taninos), etc., pues aunque la principal funcion que
desempeiian en los vegetales es de defensa, aportan también propiedades
organolépticas caracteristicas de muchos alimentos vegetales, siendo responsables en
muchos casos de sus tipicos sabores y colores (Tarko, Duda-Chodak et al. 2013). Sin
embargo en las uUltimas décadas, los estudios sobre los polifenoles se han llevado a
cabo bajo el punto de vista de la salud, y hoy en dia se ha demostrado que poseen
propiedades antiinflamatorias, inmunomoduladoras, anticancerosas, antiaterogénicas,
antiulcerosas, antitrombdticas, antialergénicas, antiagregativas, antimicrobianas y
vasodilatadoras; ademds de poseer efectos estrogénicos, reductores de la incidencia
de diabetes o reguladores del metabolismo glucidico y lipidico. La mayor parte de estas
propiedades se deben a su poder antioxidante, su efecto como agentes quelantes y su
capacidad para modular o inhibir enzimas del tipo topoisomerasas, proteinas quinasas
o ciclooxigenasas (Scalbert, Manach et al. 2005).
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Los estudios epidemioldgicos sugieren que un alto consumo de frutas y
verduras ricas en compuestos fendlicos esta asociado con un descenso del riesgo de un
amplio espectro de enfermedades crénicas como enfermedades cardiovasculares,
inflamatorias, metabdlicas, neurodegenerativas, y algunos tipos de canceres. Estos
fitoquimicos se asocian intimamente con efectos beneficiosos en abundantes estudios
clinicos asi como en ensayos in vitro, y con animales. En lo que a la salud
cardiovascular y las enfermedades metabdlicas se refiere, estas sustancias son capaces
de alterar el metabolismo lipidico, reducir la oxidaciéon de LDL, ralentizar el desarrollo
de lesiones aterosclerdticas, mejorar la funcion endotelial, disminuir la presién
sanguinea, inhibir la agregacion plaquetaria, mejorar la resistencia a la insulina y
regular la inflamacién (Del Rio, Rodriguez-Mateos et al. 2013). Los polifenoles, en
particular los flavonoides, también han demostrado tener efectos cognitivos
beneficiosos y disminuir transtornos neurodegenerativos relacionados con la edad
(Williams and Spencer 2012). Ademads, poseen una amplia variedad de efectos
anticarcinogénicos como consecuencia de su capacidad para inhibir la proliferacion,
prevenir la angiogénesis y regular la apoptosis, de células cancerigenas (Cimino,

Sortino et al. 2012).

A diferencia de muchos compuestos farmacoldgicos, que actlan
especificamente sobre un receptor o una via de sefializacién concretos, la mayoria de
los polifenoles cuentan con acciones con multiples dianas. Asi, dependiendo de los
compuestos, los polifenoles pueden actuar mediante mecanismos no especificos y/o
mediante mecanismos especificos (Fraga, Galleano et al. 2010). Los primeros se
refieren a su capacidad de interactuar con las membranas plasmaticas, provocando
cambios en su estructura y caracteristicas fisicas que podrian afectar la funcién celular.
Los segundos se basan en la estructura particular y caracteristicas conformacionales de
ciertos polifenoles y sus dianas bioldgicas, incluyendo su habilidad para modular
actividades enzimaticas y factores de transcripcion o de interactuar con receptores. La

diversidad de estos potenciales mecanismos de accidon explica el amplio espectro de

20



Introduccion

actividades bioldgicas asociados con los polifenoles (Garcia-Lafuente, Guillamoén et al.

2009).

1.2.2. Biodisponibilidad

Las principales fuentes de la dieta de compuestos fendlicos son frutas,
verduras, cereales, cacao y legumbres, ademas de las bebidas hechas a partir de frutas

y demas vegetales, como zumos, café, té o vinos, por ejemplo.

Ademas de la estructura quimica, otro factor que influye en su actividad
bioldgica, es su absorcion y metabolismo tras la ingesta. De todos los polifenoles, sélo
las agliconas son capaces de atravesar las membranas bioldgicas por ser altamente
lipofilicas. Pero la mayoria de los compuestos fendlicos raramente se encuentran en
los alimentos como conjugados de agliconas, sino que generalmente lo hacen en
forma de esteres, glicdsidos y polimeros que no pueden ser absorbidos en esas formas
nativas, por lo que se requieren procesos de hidrolisis a cargo de enzimas digestivas o

de la microflora intestinal.

Otro factor que influye en la biodisponibilidad de los compuestos fendlicos es
la naturaleza de la propia matriz de los alimentos, ya que pueden reaccionar con
algunos de sus constituyentes, como por ejemplo ciertas proteinas y carbohidratos, lo
gue puede afectar significativamente a la absorcion de los mismos durante la digestion

(Manach, Scalbert et al. 2004).

Los compuestos fendlicos de la dieta son ampliamente digeridos y
metabolizados por la microbiota intestinal y el higado. Se estima que el 48% de los
compuestos fendlicos son digeridos en el intestino delgado y el 42% en el intestino
grueso. Solo el 10% no son digeridos y permanecen intactos dentro de la matriz
alimentaria (Manach, Scalbert et al. 2004). Los metabolitos de estos compuestos
conducen en ultima instancia a acidos benzoicos, que pueden ser absorbidos para
llegar a la circulacidon sanguinea donde se unen a la albumina y son transportados al

higado. Aqui se someten a procesos de hidroxilacion, desmetilacidn, metilaciéon o asi
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como a conjugaciones con glucurdnidos y derivados sulfatados através de diversas
enzimas hepaticas | y Il. Posteriormente una parte importante de estos puede,
secretarse junto con la bilis al intestino, donde otra vez son sometidos a hidrdlisis para

ser finalmente absorbidos o excretados por las heces (Tarko, Duda-Chodak et al. 2013).

Las formas predominates (en ocasiones, exclusivas) que llegan a la sangre y
alcanzan los tejidos diana son metabolitos conjugados (principalmente glucorinizados,
sulfatados y derivados metilados) quimicamente distintos de los compuestos originales
encontrados inicialmente en los alimentos vegetales. Las concentraciones maximas de
polifenoles en plasma suelen darse entre 1 y 6 horas después de haberse producido su
consumo y su grado de absorcién es bastante variable en cuanto a que la excrecién
urinaria relativa va desde 0,3% a 43% de la dosis ingerida dependiendo del polifenol
(Manach, Williamson et al. 2005). De modo que la concentracién maxima en plasma
después de haber ingerido 50 mg de un compuesto fendlico, raramente superara 1
MM, Hasta el momento, no hay ninguna evidencia convincente sobre la acumulacién
de metabolitos hidrosolubles a largo plazo incluso cuando se consumen dosis altas de

polifenoles repetidamente (Clifford and Brown 2006).

1.2.3. Clasificacion y caracteristicas de los principales grupos de compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos representan una gran variedad de compuestos,
habiéndose identificado mas de 8000 moléculas con estructura fendlica (Spencer, Abd-

el-Mohsen et al. 2004).

Su actividad bioldgica esta determinada por su estructura, y en base a ella se
pueden clasificar en distintos grupos en funcién del nimero de anillos fendlicos que
contengan y de los distintos elementos estructurales que unen los anillos: acidos
fendlicos, flavonoides (flavanoles, flavonoles, flavanonas e isoflavonas), estilbenos y

lignanos (Tucker and Robards 2008).
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e Acidos fendlicos

Los acidos fendlicos derivan de moléculas no fenélicas y se dividen en dos
grupos: los acidos hidroxicindmicos y los acidos hidroxibenzoicos, que provienen del

acido cindmico y del 4cido benzoico, respectivamente (Harborne and Williams 2000).

Los acidos hidroxicinamicos y sus derivados se encuentran generalmente en
plantas unidos a componentes estructurales de las membranas celulares como
celulosa, proteinas, lignina, asi como asociados mediante uniones ester, a otros acidos

orgdnicos como los acidos quinicos (acidos clorogénicos) o al acido tartarico (Liu 2004).

R _ Sustituddn

Rt R2 R3
R2 CH=CH-COOH p-Cumarico H OH H
= Caféico OH OH H
; Fertilico CH;O OH H
R Sindptico CH;O OH CH;O

Figura 1. Estructura y composicién de los derivados del dcido cindmico

Los acidos hidroxibenzoicos y sus derivados son, por lo general, componentes
de estructura compleja como taninos hidrolizables y ligninas, aunque también se

encuentran unidos a acidos organicos y a azucares de las plantas (Liu 2004).

Presentan varias acciones bioldgicas de interés como actividad antimicrobiana
(Alves, Ferreira et al. 2013), antiplaquetaria (Chou, Shih et al. 2011), antitrombdtica
(Holy, Forestier et al. 2011), antioxidante (Lee, Kim et al. 2007), anticarcinogénica y
antiinflamatoria, ademas de regular el metabolismo lipidico y glucidico (Milenkovic,

Jude et al. 2013).
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Rl - Sustitudén

Rt R R3
p-Hidroxibenzoico H OH H
2 -
R COOH | Protocatécuico H OH OH
Vanilico CH;O OH H
R3 Siringico CHs0 OH CH;0
Galico OH OH OH

Figura 2. Estructura y composicién de los derivados del 4cido hidroxibenzdico
* Flavonoides
O Flavanoles

Los flavanoles son una clase de flavonoides de formas monoméricas vy
oligoméricas entre los que figuran diversas formas de catequinas y proantocianidinas,
presentes en el té verde, en el cacao y en la furta. Estudios epidemioldgicos, clinicos, y
experimentales han indicado un potencial de los flavan-3-oles en la prevencién de
diferentes enfermedades. Galato epigalocatequina (EGCG) es el polifenol mas
abundante en el té verde y tiene potencial anticancerigeno y propiedades protectoras

cardiovasculares (Kanwar, Taskeen et al. 2012).

OH

Figura 3. Estructura quimica de los flavanoles
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O Flavonoles

Dentro de ellos estd la quercetina, el flavonoide mas presente en
la dieta humana, se encuentra en diferentes alimentos como cebollas,
manzanas, o vino y cuenta con un amplio espectro de efectos bioldgicos.
Los mecanismos subyacentes a los efectos bioldgicos observados en este
compuesto se relacionan con su capacidad para modular el estado de
fosforilacion de las moléculas de sefalizacidn celular y por consiguiente la

expresion de los genes (Dajas 2012).

OH O

Figura 4. Estructura quimica de los flavonoles
O Flavanonas

Las flavanonas representan una subclase de flavonoides de
interés, puesto que cuentan con efectos beneficiosos para la salud a nivel
cardiovascular. Ademas, ciertas flavanonas poseen efectos citotoxicos para
determinadas lineas celulares cancerosas. Dentro de la dieta, las
flavanonas se encuentran casi exclusivamente en las frutas citricas (Chanet,

Milenkovic et al. 2012).
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R‘.‘n

R:t
OH 0

OH 0

Figura 5. Estructura quimica de las flavanonas
O Isoflavonas

Las isoflavonas presentan una estructura similar al
17-B-estradiol, que ejerce efectos beneficiosos en la salud, en particular en
la prevencion de canceres dependientes de hormonas, enfermedades
cardiovasculares, osteoporosis, manifestaciones menopausicas adversas, y
descenso cognitivo relacionado con la edad (Milenkovic, Jude et al. 2013).
Evidencias recientes revelan que los mecanismos por los que se producen
estos efectos estan relacionados con la capacidad de estas moléculas de
interactuar con multiples vias de sefalizacion celular, por lo que
consecuentemente regulan la expresién de numerosos genes (Li, Kong et

al. 2011).

Figura 6. Estructura quimica de las isoflavonas
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e Estilbenos

El resveratrol es el miembro mas representativo de la clase de los estibenos,
se encuentra principalmente en uvas, vino, bayas, cacahuetes y en menor medida en el
cacao (Burns, Yokota et al. 2002). Existen dos formas isoméricas de resveratrol: cis- y
trans- resveratrol. Ambas isoformas tienen actividades bioldgicas y antioxidantes
similares, aunque cis-resveratrol es inestable y no se encuentra comunmente en los

alimentos (Orallo 2006).

Este compuesto posee diversas acciones bioquimicas y fisioldgicas, entre las
gue se incluyen antiinflamatorias, antioxidantes, antiproliferativas, promocién de la
diferenciacién y efectos quimiopreventivos, ademds de su potencial antiobesidad. Los
efectos beneficiosos del resveratrol parecen ser mediados en gran parte por la
regulacién de las vias de sefializacion y de la expresidn génica (Markus and Morris

2008).

Figura 7. Estructura quimica de los estilbenos

e Lignanos

Los lignanos son derivados de la dimerizacién oxidativa de dos unidades de
fenilpropanoides, y representan uno de los grupos de metabolitos secundarios mas
omnipresentes en las plantas terrestres, aunque las cantidades totales en las que se
encuentran son pequefias (ug por cada gramo de materia seca) (Crosby 2005). Su

estructura viene determinada por dos unidades de CsCs; unidas mediantes enlaces B,B'
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(Moss 2000). Presentan formas finales muy diversas, lo cual les otorga un amplio
espectro de actividades bioldgicas: antioxidantes, antitrombéticas, antitumoral,

antivirales, antifungicos y antiinflamatorios (Saleem, Kim et al. 2005).

e Curcuminoides

Los curcumionoides son otra clase de compuestos fendlicos, entre los que
destaca la curcumina, un polifenol hidrofébico de color amarillo que se encuentra
como molécula principal en la especia curcuma que se obtiene de los rizomas de
Curcuma longa (Alappat and Awad 2010). Tradicionalmente, se ha utilizado a parte de
como especia de la dieta, como agente colorante de alimentos y textiles (Meydani and

Hasan 2010).

Se ha demostrado que la curcumina posee potentes propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, inmunomoduladoras, proapoptdticas, antiobesidad, y antiangio-
génicas (Milenkovic, Jude et al. 2013). Estos efectos son mediados por la capacidad
gue tiene la curcumina para modular la actividad de vias de sefializacién y factores de
transcripcion. Estudios epidemildgicos y ensayos clinicos han demostrado importantes
efectos quimioprotectores de la curcumina en cdnceres colorrectales y pancreaticos

(Strimpakos and Sharma 2008) (Zhou, Beevers et al. 2011).
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1.3. HONGOS

1.3.1. Caracteristicas generales

Los hongos son organismos que pertenecen al reino Fungi, un reino
independiente del animal y también del vegetal desde que en 1969 Whittaker los

diferenciara de éste Ultimo en base a tres principios basicos:

-Son organismos no fotosintéticos.

-Se alimentan de nutrientes producidos por otros organismos.

-Se diferencian de las plantas en sus estructuras corporales, sus métodos de

reproduccién y en su composicién celular (Whittaker 1969).

Se trata de un reino antiguo, variado y muy amplio; actualmente se estima que
hay en la Tierra alrededor de 1,5 millones de especies de hongos, de las cuales,
140.000 producen cuerpos fructiferos lo suficientemente grandes y poseen la
estructura requerida para que sean consideradas como macrohongos. De ellas tan

solo se conocen el 10%, es decir, entorno a 14.000 especies (Hawksworth 2001).

Los hongos son organismos eucariotas, generalmente plurinucleados, cuya
reproduccién puede ser tanto sexual como asexual. Son organismos heterdtrofos que
se suelen alimentar por absorcion, liberando generalmente al exterior enzimas

digestivas para absorber después los productos de la digestion.

El reino Fungi se divide en 4 filos: Basidiomycota, Ascomycota, Zygomycota y

Deuteromycota.

Entre las especies que se incluyen en el filo Basidiomycota se encuentran las de
la clase Basidiomycetes, que son aquellos que poseen cuerpos fructiferos lo
suficientemente grandes como para ser vistos a simple vista, a la que pertenecen los

hongos objeto de este estudio.

29



Introduccion

En el filo Ascomycota, destacan desde el punto de vista culinario las tan
apreciadas especies de los géneros Tuber (trufas) y Morchella (colmenillas) asi como

Saccharomyces cerevisiae, en este caso apreciada por sus aplicaciones biotecnoldgicas.

La especie mas conocida dentro del filo Zygomycota, que esta constituido por
alrededor de 600 especies, es Rhizopus stolonifer que es un hongo negro que infecta

comunmente el pan.

Y finalmente, en el filo Deuteromycota, el filo de los llamados hongos
imperfectos, se sitian géneros como el Penicillium, el causante de infecciones en los
seres humanos Candida albicans, o el responsable de producir también en humanos el

popularmente conocido pie de atleta, Trichophyton (Alexopoulos, Mims et al. 1996).

En cuanto a su estructura, en los hongos basidiomicetes se distinguen dos partes

fundamentales, el talo o cuerpo vegetativo y el carpéforo o cuerpo fructifero.

- El talo o cuerpo vegetativo esta formado por hifas microscopicas y su conjunto
recibe el nombre de micelio. Dichas hifas estan recubiertas de una pared
celular compuesta fundamentalmente de un polisacéarido, la quitina (aunque

algunos grupos presentan celulosa u otros polisacdridos).

- El carpdforo o cuerpo fructifero es lo que se conoce comunmente como “seta”.
Se origina como consecuencia del crecimiento diferenciando y del
entrelazamiento de las hifas junto a su rdpida expansién causada por la
absorcion de agua. Su finalidad es la de producir y diseminar las esporas, para
asegurar asi la supervivencia del hongo (Martinez Pefia, Oria de Rueda et al.

2011).

30



Introduccion

sombrero —— , ~

detalle de
laminilla -

)

laminilias

estado

. de boton
cuerpo < pie — |
fructifero
-: hasidlos
®
o - micello
® vegelativo

basidiosporas

Figura 8. Estructuras microscépicas y macroscépicas de los hongos basidiomicetes.
1.3.2. Importancia de los hongos

Los hongos tienen una gran importancia para el hombre en ambitos muy variados.
Desde el punto de vista medio ambiental, los hongos son organismos de vital
importancia para el correcto funcionamiento de todos los ecosistemas. Son los
responsables (junto a determinadas bacterias) de la descomposiciéon de la materia
organica, desempefian una importante funcién en el mantenimiento del ciclo troéfico
de plantas y animales muertos (Hawksworth 1991) y son fundamentales para el
mantenimiento de la calidad de los suelos (Perry, Amaranthus et al. 1989). Ademas,
existen hongos micorricicos que son capaces de establecer asociaciones con las raices
vegetales, que muchas veces son necesarias para la vida de ciertas plantas. A nivel
forestal, algunos hongos formadores de micorrizas se emplean para estimular el
desarrollo de plantas asi como para la produccién de hongos de elevado valor
comercial como son las trufas. Otros, son apreciados por tratarse de especies
productoras de enzimas que se utilizan en diferentes procesos industriales, asi como
otros lo son por ayudar al control de determinadas plagas (Martinez Pena, Oria de

Rueda et al. 2011).

En cuanto a su relacién con el hombre, existen evidencias que prueban que el

reino Fungi lleva unido al hombre desde sus primeros tiempos, iniciandose en la
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prehistoria, donde los hombres ya usaban como alimento hongos que recogian de la
naturaleza, continuando con las primeras civilizaciones de la antigua Grecia, los
egipcios y los romanos. Los primeros pobladores de China y Méjico también
consideraban a los hongos como elementos de preciado valor, por sus sabores, sus
propiedades terapéuticas y en ocasiones por su importancia en determinados ritos

religiosos (Alexopoulos, Mims et al. 1996).

En nuestros dias, algunas especies cuentan con un alto reconocimiento en el
mundo gastrondmico, a consecuencia de sus apreciados aromas y sabores, mientras
gue otras se utilizan como ingredientes o alimentos, levaduras de la masa del pan,
fermentadores de la produccién del vino y cerveza, maduradores de quesos, etc.
Existen también especies que tienen especial importancia por su capacidad de
sintetizar antibidticos y hormonas empleadas en medicina, mientras que otras cada
vez estan despertando mayor interés, por su composicion funcional y las actividades

terapéuticas que poseen (Martinez Pefia, Oria de Rueda et al. 2011) (Fleming 1929).

Los hongos, por tanto, han contribuido a lo largo de los afios mediante sus

numerosas aplicaciones al continuo progreso de la sociedad humana.

1.3.3. Propiedades medicinales de los hongos

Desde tiempos inmemoriales, los hongos han sido empleados por el ser
humano no sdlo como alimentos sino también como agentes medicinales. Prueba de
ello es la larguisima tradicion que cuenta el empleo de hongos como agentes
terapéuticos en la medicina de paises orientales (China, Japén y Corea,
principalmente). Ademas, en la actualidad los hongos estdn recibiendo un creciente
interés en las sociedades occidentales por sus propiedades medicinales, lo cual a su
vez se estd traduciendo en una cada vez mayor variedad de productos obtenidos a
partir de distintas especies de hongos que ayudan a mejorar el estado de salud

(Wasser 2011).
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De las 14.000 especies de macrohongos conocidas, aproximadamente 700 son
consideradas como especies poseedoras de propiedades medicinales. Por el contrario,
el numero de aquellas catalogadas como venenosas es de 500 especies (Wasser 2010)
(Chang and Wasser 2012). Ademas, se estima que los hongos medicinales son capaces
de provocar 126 acciones medicinales entre las que destacan actividades
antitumorales, inmunomoduladoras, cardiovasculares, antibacterianas, antivirales,
antifungicas, antiparasitarias, antioxidantes, secuestradoras de radicales libres,
antihipercolesterolemicas, hepatoprotectoras, antidiabéticas, detoxificantes y

antiinflamatorias (Wasser 2011).

Se cree que la gran mayoria, si no todas las especies de hongos basidiomicetes,
contienen polisacaridos biolégicamente activos en sus cuerpos fructiferos, en sus

micelios cultivados y en sus medios de cultivo (Wasser 2010) (Smith 2003).

Los hongos medicinales pertenecientes al filo Basidiomycota, por tanto,
suponen una fuente abundante de productos naturales con actividades bioldgicas de
interés aun en gran medida sin explotar (Reshetnikov, Wasser et al. 2001). De todas las
especies de hongos con propiedades medicinales, tan sélo unas pocas han sido
estudiadas. Las especies mas estudiadas son Ganoderma lucidum, Schizophyllum
commune y Trametes versicolor dentro de las especies no comestibles y Flammulina
velutipes, Grifola frondosa, Hericium erinaceus, Lentinus edodes, Pleurotus spp. y

Tremella spp. dentro de las especies comestibles (Elisashvili 2012).

Las propiedades terapéuticas de estos hongos considerados como medicinales,
se deben tanto a varios de sus compuestos celulares, como a ciertos metabolitos
secundarios presentes en los cuerpos fructiferos, micelios y medios de cultivo de los
mismos. Dichos metabolitos pueden ser de naturaleza muy variada: polisacdridos,
proteinas, complejos formados por ambos o metabolitos de bajo peso molecular como
es el caso de compuestos fendlicos, triterpenoides, poliquétidos, lactonas, alcaloides,
acidos grasos y nucleédtidos (Reshetnikov, Wasser et al. 2001) (Lindequist, Niedermeyer

et al. 2005).
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Los hongos medicinales cada vez estan suscitando mayor interés en cuanto a su
cultivo, consumo y estudio de sus componentes bioactivos, hasta el punto que varios
de sus derivados se encuentran a las puertas de ensayos clinicos mientras otros ya
estan en fase de desarrollo para una futura comercializaciéon (Zhou and Gao 2002). A
continuacion se describen brevemente las especies consideradas tradicionalmente

como mas utiles desde el punto de vista medicinal asi como sus efectos terapéuticos.

G. lucidum, comunmente conocido como lingzhi, reishi o mannentake, se ha
utilizado durante mas de 4.000 afios para promover la salud y la longevidad en la

medicina tradicional china (Batra, Sharma et al. 2013).

Figura 9. G. lucidum

El potencial farmacolégico de G. lucidum se debe a la alta actividad
inmunomoduladora que posee. Asi pues, en las diferentes partes de este hongo
(carpdforo, micelio y esporas) se han descubierto mds de 400 compuestos bioactivos
gue incluyen: polisacaridos, esteroles, triterpenoides, esteroides, péptidos y proteinas,
nucledtidos, acidos grasos y elementos traza, que le confieren una gran variedad de
efectos farmacolodgicos. Se trata del hongo medicinal mas estudiado y la prueba de ello
es que numerosos productos obtenidos a partir de él han sido objeto de ensayos
clinicos y se encuentran actualmente disponibles en forma de comprimidos,
inyecciones o jarabes (Wasser, 2010) (Batra, Sharma et al. 2013), para el tratamiento

de una gran variedad de enfermedades (Kim and Song 2014).
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Otro de los hongos mas estudiados es L. edodes, conocido en China
popularmentecomo xiang gu, y en Japdn y cada vez en mas lugares del mundo
(Europa, América...) como shiitake. La medicina tradicional oriental ha utilizado este
hongo para tratar una gran variedad de dolencias. Actualmente se utiliza para el
tratamiento de la artritis, la hipertension y la hipercolesterolemia. También contribuye
a mejorar el sistema inmunitario, combatir infecciones, desérdenes gastrointestinales
y el sindrome de la fatiga crdnica, asi como ciertos tipos de tumores cancerosos (Kim

and Song 2014) (Ooi 2000).

Figura 10. L. edodes

De L. edodes se ha extraido, tanto de sus cuerpos fructiferos como de sus
micelios, uno de los polisacaridos de hongos mas importantes desde el punto de vista
terapéutico, el lentinan. Fue aislado en 1970 (Chihara, Hamuro et al. 1970) y presenta
una potente actividad antitumoral, derivada de su capacidad para ampliar las
respuestas inmunitarias. Esto ha hecho que en la actualidad, este compuesto sea
utilizado frecuentemente como adyuvante, en la quimioterapia en determinados
pacientes con cancer para ayudar a mejorar la respuesta inmune de los mismos (Oba,

Kobayashi et al. 2009).

De la misma manera se han aislado diferentes compuestos de otros hongos con
variadas propiedades medicinales. Por ejemplo la cordicepina, un compuesto con
actividad antibidtica, aislado de Cordyceps sinensis (De Diego Calonge 2011), o el
péptido polisacarido (PSP) y el polisacarido K (PSK), aislados del hongo Trametes
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de pacientes con cancer (Kim and Song 2014).

veriscolor que tienen propiedades anticancerigenas y actualmente se utilizan como

coadyuvantes combinados con quimioterapia o radioterapia para el tratamiento clinico

No obstante muchas mas especies de hongos se utilizan en la actualidad para

el tratamiento de diferentes dolencias:

Tabla 1. Tabla resumen de diferentes especies de hongos medicinales y las patologias

C. sinensis

Cordyceps sobolifera

Poria cocos

Tremella fulciformis

Auricularia auricula

H. erinaceus

T. versicolor

para las que se emplean

Tonico renal, pulmonar, sexual,

inmunitario, cardiovascular y hepatico.

Agente antiviral y antibacteriano.

Tratamiento para anemia, asmay tos

crénicas.

Alivio de espasmos
palpitaciones, tos, irritacién e
inflamacion de garganta.
Agente desintoxicante.

Tratamiento de ictericia, estados
febriles y edemas.
Antitusivo, diurético.

Fortalecimiento del bazo e inducién

de la menstruacion.

Tratamiento de Ulceras y traqueitis
cronica.

Agente antipirético.
Efectos antitumorales,
inmunoestimulante e
hipocolesterolémico.

Analgésico y activador de la
circulacién sanguinea.
Estimulador de los movimientos
intestinales.

Tratamiento de Ulceras gastricas y

duodenales, gastritis cronica y gastritis

cronica atrdfica.

Mejora el estado de salud de los
enfermos de la demencia de
Alzheimer.

Efectos anticancerigenos frente a
carcinomas gastricos, esofagicos y
cervico uterinos.

Tratamiento de la inflamacidn del

aparato urinario, del tracto digestivo,

del aparato respiratorio superior,

infecciones, enfermedades hepdticas,

diabetes, estados de debilidad e
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(Hobbs 2003) (Jones
1997) (Chang 1996)
(Ying 1987)

(Liu and Bau 1980)

(Hobbs 2003) (Chang
1996)

(Hobbs 2003).
(Liu and Bau 1980)

(Ying 1987) (Kim and
Song 2014) (Oyetayo
2011)

(Mizuno 1995)
(Kawagashi, Ando et
al. 1990)
(Kawagashi, Ando et
al. 1991)

(Ooi 2000)
(Tsukagoshi,
Hashimoto et al.
1984) (Kobayashi,
Matsunaga et al.
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G. frondosa

F. velutipes

Inonotus obliquus

Phellinus hartigii
Phellinus linteus

Phellinus ribis

Morchella esculenta
Fomes fomentarius

Wolfiporia cocos

Pholiota nameko
Sarcodon aspratus
Armillariella mellea
Calocybe gambosa
Panellus serotinus
Tricholoma matsutake

Umbilicaria esculenta

Pleurotus tuber-regium

Lentinus squarrosulus

Tabla 1 continuacion

incluso ciertos tipos de tumores.

Efectos hipocolesterolémicos,
hepatoprotectores, antidiabéticos y de
reduccion de la presion sanguiena.
Tratamiento de dolencias estomacales
o esplénicas, hemorroides,
enfermedades de préstata y
reumaticas.

Agente calmante, revitalizante y
antioxidante.
Mantenimiento de la salud hepatica y
gastrointestinal.
Propiedades anticancerigenas
compuestos antiviricos.

Cancer, prevencidn de tuberculosis y
de enfermedades cardiacas, hepdticas
y gastricas.

Cancer
Cancer, inmunodeficiencia,
enfermedades hepdticas.
Dolores postparto, cancer
Cancer
Dolor abdominal, alopecia,
cancer,resfriados, estrefiimiento,
problemas oculares, fiebre, glicosuria,
hipertensidn, indigestiones en la
infancia, cancer hepatico, cirrosis,
obesidad, paralisis, tuberculosis
pulmonar
Analgésico, ansiedad, problemas de la
circulacion sanguinea, cancer,
hiperhidrosis, insomnio, menorragia,
enfermedades renales, trobosis
Cancer

Enfermedades dseas, cancer,
indigestiones
Cancer

Cancer, cancer hepatico
Cancer
Cancer, cancer gastrico, amigdalitis

Intoxicacion alimentaria, desérdens
gastrointestinales, glicosuria,
hipertension
Dolor de cabeza, resfriados, fiebre,
dolor de estémago,estrefiimiento
Paperas, enferemdades coronarias
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1993) (Kobayashi,
Matsunaga et al.
1995) (Oba,
Teramukai et al.
2007) (Kim and Song
2014) (Jong and Yang
1999)

(Hobbs 2003) (De
Diego Calonge 2011)

(Ooi 2000) (Ikekawa
1995 ) (De Diego
Calonge 2011)
(Kim and Song 2014)
(Maret 1991)

(Huang 2002)

(Kim and Song 2014)
(Kim and Song 2014)

(Kim and Song 2014)

(Kim and Song 2014)
(Kim and Song 2014)

(Kim and Song 2014)

(Kim and Song 2014)
(Kim and Song 2014)
(Kim and Song 2014)
(Kim and Song 2014)
(Kim and Song 2014)
(Kim and Song 2014)

(Kim and Song 2014)

(Oyetayo 2011)

(Oyetayo 2011)



Introduccion

Termitomyces microcarpus
Calvatia cyathiformis
Ganoderma resinaceum
Ganoderma applanatum
S. commune

Volvariella volvacea
Daldinia concentrica

Polyporus officinalis
Termitomyces microcarpus
Termitomyces titanicus

Parkia biglobosa

Tabla 1 continuacion

Gonorrea
Leucorrea, hipo
Reducir nivel de azlcar en sangre y
proteger células hepaticas
Hipertension, reducir nivel de aztcar
en sangre, y antioxidante
Diabetes
Antibidtico y antineopldsico
Ulcera gastrica, enfermedades de la
piel, tos ferina y la prevencién del
crecimiento excesivo del feto
Hernias, tos, catarros
Promotor de la salud e inducir
lactancia materna
Dolor abdominal, dolor de estémago,
Ulceras y estrefiimiento
Sindrome de dificultad respiratoria

(Oyetayo 2011)
(Oyetayo 2011)
(Oyetayo 2011)
(Oyetayo 2011)
(Oyetayo 2011)

(Oyetayo 2011)
(Oyetayo 2011)

(Oyetayo 2011)
(Tibuhwa 2012)
(Tibuhwa 2012)

(Beiersmann, Sanou

como resultado de la acidosis de la
malaria

et al. 2007)

1.3.4. Hongos comestibles

Los hongos han sido consumidos por el hombre desde hace siglos, bien sea
como parte habitual de su dieta o bien como algo extraordinario en forma de manijar.
En la actualidad, los hongos son elementos muy apreciados en la gastronomia debido a
las cualidades culinarias que poseen (sabores y aromas Unicos), tanto en forma de

alimento principal como en forma de ingredientes.

De las especies de macrohongos conocidos, se considera que el 50% posee
algun grado de comestibilidad (esto es, unas 7.000 especies) de las que mas de 3.000
especies pertenecientes a 231 géneros son consideradas como hongos comestibles de

primera (Wasser 2010).

Ademas de sus cualidades organolépticas, los hongos ofrecen una interesante

composicion nutricional que les ha hecho recibir una gran atencién.
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1.3.4.1. Composicion nutricional

La composicién nutricional de los hongos comestibles se caracteriza por su bajo
contenido caldrico y lipidico, asi como por su elevado contenido de proteinas, fibra,
vitaminas y minerales, lo que hace que, desde el punto de vista nutricional,
constituyan un alimento saludable (Martinez Pefia, Oria de Rueda et al. 2011). No
obstante hay que sefalar que dicha composicidon nutricional puede variar en funcién
del estado de desarrollo del carpéforo, de las condiciones pre y post recoleccion, asi
como de otros tratamientos recibidos en el almacenamiento, procesado o mediante
las transformaciones culinarias a las que se les someta (Barros, Baptista et al. 2007b)

(Reis, Barros et al. 2012).

Pueden considerarse como valores medios de composicion nutricional

(respecto a materia fresca) los siguientes (Barros, Baptista et al. 2007a).

Tabla 2. Composicion nutricional media de los hongos comestibles respecto a materia

fresca

HIDRATOS
. SALES
PROTEINAS | GRASAS DE
MINERALES
CARBONO
30
89-90% 1,5-3,5% 0,3-0,4% 4-6% 1-1,5% 1%
Kcal/100g

¢ Humedad

El componente mayoritario de los hongos es el agua por lo que su contenido de
humedad es muy alto; 85-95% de su peso total (Guillamén, Garcia-Lafuente et al.
2010). La materia seca (MS) de los hongos comestibles es muy baja tanto en el caso de
los hongos silvestres como en el de los cultivados, generalmente oscila entre valores
de 80-140 g/Kg (Kalac 2013), es decir, en torno al 10% del peso de los mismos. Por ello,

los datos que se publican sobre la composicién nutricional de los hongos, se suelen
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normalizar expresando los contenidos de nutrientes en relacién a una cantidad de

materia seca (Wang, Zhang et al. 2014).

* Proteinas y aminoacidos

Antiguamente los hongos silvestres comestibles eran popularmente conocidos,
en Europa Central, como la “carne de los pobres”, debido a la calidad y cantidad de las

proteinas y aminodcidos que contienen (Kalac 2013).

El contenido proteico de los hongos se considera bastante alto, pudiendo
oscilar entre valores de 10 a 44% del peso seco (Longvah and Deosthale 1998).
Petrovsca analizd el contenido proteico de 47 especies obteniendo un resultado
medio de 22,8% de MS (Petrovska 2001) y Uzun et al., por su parte, en un estudio
sobre 30 especies, obtuvieron valores medios de 24,9% de MS (Uzun, Gengcelep et al.
2009). Algunos autores han llegado a detectar valores de hasta 54% y 59% de MS en

Cantharellus cibarius y Lepista nuda, respectivamente (Barros, Venturini et al. 2008).

En general, en términos de la cantidad de proteina cruda, los hongos se situan
en un rango inferior al de las carnes de animales, pero muy por encima al de la

mayoria de otros alimentos (Chang and Wasser 2012).

Respecto a su calidad, la FAO establecié en 1991 que los hongos poseen una
calidad nutricional proteica superior a la de los vegetales (FAO/WHO Food and
Agriculture Organization/ /World Health Organization.1991 ). De hecho, hay estudios
gue demuestran que la calidad bioldgica de las proteinas de los hongos es muy alta,
siendo similar a las de origen animal, consideradas como las de mayor valor por
excelencia. Ademas, en comparaciéon con las proteinas animales, presentan varias
ventajas como son el no ir acompanadas de altas cantidades indeseables de grasa y

tener un coste de produccion mucho mas barato (Longvah and Deosthale 1998).

Las proteinas de los hongos contienen los aminoacidos esenciales requeridos

por el hombre (Chang and Wasser 2012), de hecho la composicidon en aminoacidos de
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los hongos comestibles es considerada superior, o al menos, similar a la de las

proteinas de la soja y analoga a la del huevo de gallina (Yin and Zhou 2008).

Los datos sobre la composicion de aminoacidos de la proteina de los hongos
todavia son escasos, ademas sus perfiles son variables en funcidon de la especie. En
general, el rango de aminoacidos totales es de 93,6 a 230 g/kg MS y de 39,7 a

86,8 g/kg MS para el contenido de aminoacidos esenciales (Kalac 2013).

Los hongos son también son una fuente considerable de aminoacidos no
esenciales como alanina, glicina, prolina y serina (Ledn-Guzman, Silva et al. 1997).
Ademas, se han detectado cantidades significativas de dos aminoacidos poco
comunes en los alimentos como son el acido y-aminobutirico (GABA) vy la ornitina, de
gran importancia en cuanto a actividades fisioldgicas se refiere, pues actian como
neurotransmisores del sistema nervioso en el caso del GABA, y precursor en la sintesis

de la arginia, en el de la ornitina (Manzi, Gambelli et al. 1999).

e Lipidos

El contenido graso de los hongos, es muy bajo, puesto que sus valores oscilan
entre el 1% y el 8% MS, aunque puede variar entre especies o entre ejemplares de la

misma especie en funcién de diversos factores (Barros, Baptista et al. 2007c).

Algunas especies pertenecientes al género Cordyceps contienen porcentajes
grasos del 10,06%, mientras que en otras como L. edodes, Tremella fuciforis, Clitocybe
maxima, T. versicolor, Auricularia mesenterica y Auricularia polytricha se situa por

debajo del 1,5% (Ulziijargal and Mau 2011).

Este hecho, junto a que practicamente el 90% de los hongos es agua, hacen

que el valor energético de los mismos sea muy bajo.

Ademas, la proporcién de acidos grasos insaturados frente a saturados en los
hongos, seria de 4,3-12,7 en hongos silvestres (Liu, Sun et al. 2012) y 0,7-4,5 en

cultivados (Zhang and Ran 2005). Particularmente los acidos grasos (mono)
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insaturados: acido palmitico (C16:0), estedrico (C18:0), oléico (C18:1 A19c) y linoléico
(C18:2 A9c, 12c) son los mas representativos (Barros, Baptista et al. 2007a). De hecho,
el acido oléico y el linoléico son los que prevalecen mayoritariamente, constituyendo
dos tercios de todos los acidos grasos que se han identificado en los hongos, seguidos

a gran distancia por el acido palmitico saturado (Kalac 2009).

A pesar de que el contenido total de lipidos en los hongos es bajo entre las
grasas presentes en los mismos se encuentran todas las clases de compuestos lipidicos
como dacidos grasos libres, mono-, di-, y triglicéridos, esteroles, ésteres de esteroles y

fosfolipidos (Manzi, Gambelli et al. 1999).

e Hidratos de carbono y fibra

Los hidratos de carbono son los componentes mayoritarios de los hongos
comestibles pues pese a haber diferencias entre distintas especies, constituyen
aproximadamente la mitad de la MS de los hongos, encontrandose sus valores medios
entre 35 y 70 g/100 g MS. Abarcan una amplia variedad de compuestos; desde
azucares simples (monosacaridos, oligosacaridos y sus derivados) a polisacaridos de
reserva y construccidn (glucanos). Es interesante sefialar que los hongos contienen
glucégeno vy quitina, polisacaridos que se producen en los animales y no almiddon ni

celulosa, tipicos de los vegetales (Kalac 2013).

Los azucares mayoritarios en los hongos son el manitol y la trehalosa con
valores medios de 28,9 g/kg MS para el manitol y 39,2 g/kg MS para la trehalosa (Kalac
2009). El manitol es el aziicar mds abundante en especies como Lactarius deliciosus, C.
cibarius, A. bisporus o Volvariella volvacea; mientras que en otras como Pleurotus
ostreatus, Boletus edulis, C. gambosa o L. nuda predomina la trehalosa. Ademas de
estos dos azUcares mayoritarios, también poseen cantidades considerables de otros

como arabitol, galactosa, glucosa, inositol, manosa y fructosa (Barros, Cruz et al. 2008).

La fibra es una compleja mezcla de hidratos de carbono como: quitina,

mananos y glucanos, con proteinas, ceras, saponinas o fitoesteroles, que el ser
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humano no es capaz de digerir. Los hongos comestibles representan una fuente
importante de fibra: 4,5 a 54,5 g/100 g MS (Manzi, Marconi et al. 2004), con valores
medios de 40-90 g/Kg para la fibra soluble, y de 220-300 g/Kg para la fibra insoluble
(Kalac 2009).

¢ Cenizas y composicion mineral

El contenido normal de cenizas de los hongos oscila entre 60 g/Kg de MS (P.
ostreatus) y 120 g/Kg de MS (Craterellus cornucopioides). En las especies silvestres se
producen mayores variaciones que en las cultivadas, probablemente debido a que los
sustratos de las primeras son mas variables. Aun asi, la variabilidad en los contenidos
de ceniza parece ser menor que las de proteina cruda, lipidos y carbohidratos (Kalac

2013).

Los dos minerales mayoritarios en los hongos comestibles son el potasio y el
fosforo. De hecho los hongos por lo general presentan en su composicion valores de
fésforo y potasio algo mas altos o, al menos, comparables a los de la mayoria de las

verduras (Kalac 2013).

Los hongos comestibles también presentan cantidades variables de calcio, zinc,

hierro, magnesio, sodio y cobre (Guillamon, Garcia-Lafuente et al. 2010).

e Vitaminas y provitaminas

Los hongos comestibles son considerados como una buena fuente de
vitaminas, especialmente de tiamina (vitamina B;), riboflavina (vitamina B;), niacina
(vitamina Bs), acido félico (vitamina Bg), tocoferol (vitamina E) y ergosterol (precursor
de la vitamina D,). Presentan ademas, trazas de acido ascérbico (vitamina C),

cianocobalamina (vitamina B1,) y B-caroteno, precursor del retinol (vitamina A).

El contenido normal de acido ascdrbico (vitamina C) en los hongos es 150-300

mg/Kg de MF, variando entre especies; asi el contenido de Agaricus spp. es mas bajo,
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mientras que en B. edulis y C. cibarius se dan niveles superiores a la media (Kalac

2013).

El contenido normal de tocoferoles es de 0,5 a 3 mg/Kg de MS. Lo cual supone
un nivel considerablemente mas bajo que el que se da en los vegetales. Aunque varias
especies tienen contenidos significativamente mayores, como es el caso de Boletus
reticulatus y Suillus variegatus (Pereira, Barros et al. 2012). Las especies cultivadas
parecen tener menores cantidades de tocoferoles que los hongos silvestres,

predominando en ellos generalmente, el y-tocoferol (Reis, Barros et al. 2012).

El B-caroteno, la provitamina A mds potente, es menos comun en los hongos
gue en las plantas. De hecho, su contenido es bajo, yendo desde un nivel indetectable

hasta 6 mg/Kg de MS (Pereira, Barros et al. 2012).

Mayor atencidon ha recibido el ergosterol, provitamina del ergocalciferol
(vitamina D,). El contenido de este se sitia en un margen entre 3000-7000 mg/Kg de
MS. Aunque el género Tuber presenta valores inferiores: 640 y 1770 mg/Kg MS (Kalac
2009), sin embargo para el caso de otros fitosteroles, como principalmente para el
brasicasterol, los niveles son similares a los del resto de hongos, situandose

entre 480 mg/Kg de MS (Tang, Li et al. 2012).

La creciente demanda de proteinas por parte de la poblaciéon hace de los
hongos una fuente idonea a explotar, con la ventaja de que estas proteinas se
acompafian de acidos grasos insaturados lo que disminuiria los riesgos alimentarios
gue se asocian al consumo de proteinas de origen animal. Ademas, los hongos cuentan
también con otras ventajas nutricionales, por ejemplo: una racién de hongos aporta
entre un 10-40% de la fibra dietética diaria recomendada (en torno a 25-35 g/dia)

(Martinez Pefia, Oria de Rueda et al. 2011).
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1.3.4.2. Composicion funcional

La preocupacién de la poblacidn por su estado de salud cada vez es mayor, y
eso se refleja no soélo en el seguimiento de una dieta equilibrada, sino también en la
busqueda de alimentos funcionales, que contribuyan a la obtencién y preservacién de

un estado dptimo de salud y bienestar (Araudjo, de Carvalho et al. 2010).

Esto no es un hecho aislado de la poblacidn, si no que los organismos publicos
relacionados con la salud, también estan buscando constantemente estrategias para
mejorar los habitos alimenticios y asi, mejorar el estado global general frente a
enfermedades cronicas como obesidad, aterosclerosis, hipertension, osteoporosis,

diabetes y cancer (Moraes and Colla 2006).

La importancia creciente de los alimentos funcionales en la sociedad actual, ha
contribuido a fomentar la investigacion cientifica de nuevos componentes naturales
biolégicamente activos para la prevencion y tratamiento de diversas enfermedades.
Algunas especies de hongos han demostrado contener numerosas sustancias
bioactivas sin presentar ningun tipo de toxicidad para la salud, lo que los caracteriza
como alimentos funcionales (Lindequist, Niedermeyer et al. 2005). A continuacion se

describen dichas sustancias.

e Polisacaridos

Un gran nimero de las propiedades beneficiosas para la salud que presentan
los hongos son debidas a su composicion de polisacaridos. Mas concretamente, a la
presencia de quitina, B-glucanos, B-mananos y hetero-polisacaridos con enlaces

glucosidicos (1-2), (1-3), (1>4) y (1-6) (Zhang, Cui et al. 2007).

La actividad biolégica de los polisacaridos, fundamentalmente en las ultimas
décadas, ha atraido la atencién de la comunidad cientifica, debido principalmente a

sus efectos bioldgicos como agentes inmunomoduladores y antitumorales.
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Indiscutiblemente, los polisacdridos mas estudiados son los beta-glucanos, por
su capacidad para modular el sistema inmune. Estos compuestos actlan a través de
diversos mecanismos como induccion de la hematopoyesis, activacion del sistema de
citoquinas, inhibicién del crecimiento de células tumorales e induccidn de la resistencia
a infecciones virales y bacterianas (Vannucci, Krizan et al. 2013), lo que les confiere
una variedad de efectos: antitumorales, inmunomoduladores, antiinflamatorios,
antioxidantes, secuestradores de radicales libres, cardiovasculares,
antihipercolesterolémicos, antivirales, antiparasitarios, antifungicos, detoxificantes,

hepatoprotectores y antidiabéticos (Wasser 2011) (Zhang, Cui et al. 2007).

Los glucanos son polimeros de D-glucosa que presentan enlaces glucosidicos
(1= 3) -, (1=24) -, (1=>6)- tipo alfa (dextrano, glucdgeno y almidén); (1=23) -, (126)-
tipo beta (zymosan, laminarina, lentinan y pleuran); o tipo alfa-beta (es decir mixtos).
En funcién de su constitucién, se les puede considerar como homoglucanos (sélo
moléculas de glucosa) o heteroglucanos (mas tipos de moléculas, a parte de glucosa)

(Synytsya and Novak 2012).

Se ha demostrado que la actividad biolégica de los polisacaridos estd
intimamente ligada a su composiciéon quimica y estructural. Esto se debe a que su
composicidn afecta, a su vez, a otros factores tales como la masa molecular, el grado
de ramificacién, la conformacion final, la solubilidad en agua y la biodisponibilidad

(Sletmoen and Stokke 2008).

Entre los polisacaridos funcionales de los hongos comestibles, sin duda los mas
estudiados son 4: lentinan, de L. edodes; schizophyllan, de S. commune; grifolan, de G.
frondosa y SSG, de Sclerotinia sclerotium. E| principal motivo por el cual han sido tan
estudiados es su actividad antitumoral. También son de especial importancia para el
tratamiento de ciertos cdnceres, a parte de por sus efectos anticancerigenos por
tratarse de agentes adyuvantes de eficacia probada para los tratamientos clasicos

(quimioterapia, radioterapia, inmunoterapia, etc.) (Furusawa, Chou et al. 1992).
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Ademas, varios polisacaridos como las fibras dietéticas solubles e insolubles
dependiendo también de su estructura molecular y conformacién, promueven el
estado de salud general y del tracto gastrointestinal en particular, al mismo tiempo
gue disminuyen el riesgo de padecer diversas enfermedades. Favorecen el proceso de
la digestion, fomentando el peristaltismo intestinal, y reducen los niveles en sangre de

glucosa y colesterol (Wang, Zhang et al. 2014).
e Proteinas

A partir de diferentes especies de hongos se han aislado distintas proteinas con

actividad inmunomoduladora asi como antifungica.

Tabla 3. Péptidos de hongos con propiedades antifingicas (Garcia-Lafuente, Moro et al.

2010)

Hypsina Hypsizigus marmoreus

Lentina L. edodes
Alveolarina Polyporus alveolaris

Eryngina Pleurotus eryngii
Pleurostrina P. ostreatus

Tricogina Tricholoma giganteum
Agrocibina Agrocybe cylindracea

Ganodermina G. lucidum

Podemos distinguir diversas clases de proteinas con actividades bioldgicas
como las FIPs (proteinas inmunomoduladoras de los hongos), glicoproteinas, proteinas

no glicosiladas, péptidos, etc.

Complejos polisacdrido-proteina: numerosos complejos de este tipo han demostrado
tener actividad inmunomoduladora asi como propiedades anticancerigenas. Sin

embargo son principalmente 2 del hongo T. versicolor los que destacan por su
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demostrada actividad anticancerigena, tanto in vitro como in vivo, y en ensayos en
humanos: Polisacdrido-K (PSK) y Polisacarido—Peptido (PSP) (Fisher and Yang 2002).
Ambos debido a que son totalmente compatibles con la quimioterapia y la

radioterapia, han sido incluidos en varias terapias contra el cancer (Kidd 2000).

Lectinas: las lectinas son un tipo de proteinas de origen no inmune que tienen la
capacidad de aglutinar células. Abundan en frutas, verduras y legumbres, asi como en
los hongos. Poseen un gran numero de propiedades funcionales como mitogénicas,
antiproliferativas, o inmunoestimulantes (Garcia-Lafuente, Moro et al. 2010). Por
ejemplo, una nueva lectina procedente del hongo Pleurotus citrinopileatus posee
potentes efectos antitumoral y antimitogénico, ademds de una gran actividad
ihnibidora de la transcriptasa inversa del virus de la inmunodeficiencia adquirida

humana-1 (HIV-1) (Li, Liu et al. 2008).

Proteinas inmunomoduladoras de los hongos (FIPs): algunas de ellas han sido aisladas
de distintas especies de hongos: G. lucidum (Kino, Yamashita et al. 1989), Ganoderma
tsugae (Lin, Hung et al. 1997), F. velutipes (Ko, Hsu et al. 1995) y V. volvacea (Hsu, Hsu
et al. 1997). Se ha demostrado, in vitro, que presentan efectos mitogénicos y
activadores en linfocitos de la sangre periférica de humanos (hPBLs), por lo que
estimulan la produccidn de citoquinas como la IL-2, el IFN-y, y el TNF-a. Ademas, se ha
demostrado que estas proteinas son, igualmente, capaces de actuar como agentes

inmunosupresores (Moradali, Mostafavi et al. 2007).

e Componentes lipidicos

Algunos componentes de origen lipidico cuentan también con propiedades
funcionales. Es el caso del ergosterol y del peréxido de ergosterol, y de ciertos acidos
grasos que presentan con propiedades antitumorales, antioxidativas, antiinflamatorias

e inmunosupresoras.

El ergosterol es un componente exclusivo de los hongos. Se encuentra en las

membranas celulares de levaduras y hongos y desempena las mismas funciones que el
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colesterol en las células animales (Margalith 1989). El ergosterol, ademas de ser el
precursor de la vitamina D, (ergocalciferol), , cuenta con demostrada actividad
antitumoral y antiinflamatoria y asimismo, en la ultima década, se ha reconocido su
papel en la prevencién de cancer y modulacién del sistema inmune (Kalogeropoulos,

Yanni et al. 2013).

El peréxido de ergosterol posee actividad citotdxica, inhibe el crecimiento de
células cancerigenas e induce la apoptosis en células de leucemia humana HL60 (Takei,

Yoshida et al. 2005).

* Terpenoides

Muchos terpenoides se encuentran en plantas, organismos marinos y hongos.
Sin embargo los triterpenoides, que poseen propiedades medicinales, sélo se han
aislado en hongos. De hecho sdélo en los cuerpos fructiferos de los de la familia
Polyporaceae y Ganodermataceae se han encontrado mas de 100 diferentes, entre los
gue se encuentran acidos ganodéricos, dcidos ganodenéricos y acidos ganodérmicos

entre otros (Moradali, Mostafavi et al. 2007).

Uno de los hongos mas estudiados en este aspecto es G. lucidum; estudios con
triterpenoides aislados del mismo han revelado poseer actividades antiinfecciosas,
citotéxicas e inmunomodulatorias. El dcido ganodérico T (GA-T) purificado a partir de
un extracto metandlico del micelio de G. lucidum resulté ser citotoxico para una linea
celular de carcinoma humano de una manera dosis dependiente (Tang, Liu et al. 2006).
De la misma manera, el acido ganodérico Me (GA-Me), inhibe el crecimiento tumoral

asi como la metdstasis de las células de cancer de pulmén (Wang, Zhao et al. 2007).
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¢ Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos estan presentes en una extensa de variedad de
organismos vivos, pero especialmente en las plantas, debido a que ejercen en ellas una
amplia gama de respuestas ante factores genéticos y ambientales (Del Signore, Romeo

et al. 1997).

El contenido fendlico de los hongos viene determinado por la presencia
mayoritaria, aunque no exclusiva, de acidos fendlicos, ya que también se dan otras
clases de compuestos fendlicos dependiendo de las especies analizadas. Los
flavonoides, representan los compuestos fendlicos que menos se dan en los hongos
(Barros, Duefias et al. 2009). De hecho son pocas las fuentes que prueban su presencia
en escasas, Y muy concretas, especies de los mismos (lwashina 2000) (Ribeiro,

Valentao et al. 2007).

Los compuestos fendlicos se encuentran entre las sustancias bioactivas mas
potentes desde el punto de vista terapéutico, proporcionando beneficios para la salud
asociados con un menor riesgo de enfermedades crdénicas y degenerativas. Muchos de
sus efectos biolégicos se han atribuido a su actividad antioxidante asi como a la de

eliminacion de radicales libres (Soobrattee, Neergheen et al. 2005).

Las actividades bioldgicas de los compuestos fendlicos de procedencia vegetal
han sido tradicionalmente muy estudiados por lo que sus efectos estan bien definidos:
antioxidantes, antibacterianos, antivirales, antiinflamatorios, antialérgicos,
antihiperglicémicos, inhibidores enzimdaticos, protectores frente a enfermedades
cardiacas y cancer (Martinez-Flérez, Gonzalez-Gallego et al. 2002). El estudio de estos
compuestos en los hongos es mucho mas reciente. Aun asi, sus efectos bioldgicos son
ya una evidencia (Palacios, Lozano et al. 2011). Una de las propiedades mas estudiadas
es su actividad antioxidante, tanto por sus implicaciones beneficiosas directas sobre la
salud, como por la positiva influencia sobre determinadas enfermedades croénicas, en

cuya patogénesis se ve implicada la accion de los radicales libres como isquemias
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cardiacas y cerebrales, diabetes, arteriosclerosis, artritis reumatoide, inflamacién e
incluso en el inicio de ciertos tipos de cdnceres, asi como en el proceso de

envejecimiento (Scalbert, Johnson et al. 2005).

Ademas de la actividad antioxidante, los compuestos fendlicos presentes en los
hongos tienen otros efectos menos estudiados como efectos antimicrobianos,
anticancerigenos, hepatoprotectores, y antiinflamatorios (Garcia-Lafuente, Moro et al.

2010).

1.3.5. Los hongos como alimento funcional

A medida que la ciencia de la nutricion avanza, el papel de la dieta en la salud
parece estar variando. La principal funcién de la alimentacién como tal es la de aportar
la energia en forma de nutrientes de un modo correcto y suficiente como para cubrir
las necesidades fisioldgicas, bioldgicas y metabdlicas de los individuos. Sin embargo,
hoy en dia las investigaciones sobre la alimentacién se estdn centrando en los
beneficios que los diferentes alimentos son capaces de aportar a la salud y bienestar,
mas alla de su aspecto puramente nutricional (Isolauri 2001). El descubrimiento de los
potenciales efectos beneficiosos de distintos nutrientes y otros componentes de la
dieta ha llevado al concepto de alimentacion funcional, basada no en el valor nutritivo
de los alimentos de la dieta, sino en el potencial de los mismos para promocionar y
favorecer la salud asi como para reducir el riesgo de padecer enfermedades. Por
tanto, hoy en dia podemos decir que un alimento es funcional, cuando se ha
demostrado experimentalmente que afecta positivamente a una o varias funciones del
organismo, favoreciendo la salud y bienestar o disminuyendo la incidencia de

enfermedades (Valencia and Roman 2004).

En base a esta definicidn, los alimentos funcionales se clasifican en diferentes

categorias:

-Alimentos que no han sufrido modificacidn alguna: dentro de estos se encuentran los

hongos, las legumbres, frutas, hortalizas...
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-Alimentos modificados: aquellos que han sido enriquecidos con algun tipo de
nutriente, aumentando su contenido natural de fitoquimicos o aquellos a los que se les
ha retirado alguno de sus componentes.

-Alimentos desarrollados por medio de la ingenieria genética y de la biotecnologia

(Valencia and Roman 2004).

Los hongos como alimento, son apreciados en todo el mundo por sus sabores,
aromas y texturas. Ademds de sus propiedades nutricionales, expuestas
anteriormente, varios estudios demuestran que el consumo regular de hongos o de
compuestos bioactivos presentes en los mismos es beneficioso para la salud
(Lakhanpal and Rana 2005). Su rica composicién en sustancias bioactivas les confiere
una serie de propiedades bioldgicas desde el punto de vista de la salud como
hepatoprotectora, antiosteopordtica, antimicrobiana, antiaterogénica,

immunomoduladora o antiinflamatoria, entre otras (De Diego Calonge 2011).
1.3.5.1. Actividad hepatoprotectora

Diversos estudios demuestran que los hongos, en concreto extractos acuosos,
alcohodlicos o hidroalcohdlicos de cuerpos fructiferos o micelios de hongos

basidiomicetes y ascomicetes, poseen actividades hepatoprotectoras.

Esta actividad hepatoprotectora de los hongos se ha demostrado en modelos in
vivo, alimentando animales con hongos integros o con extractos no purificados de los
mismos, o incubando preparaciones de tejidos hepaticos con extractos semi o
totalmente purificados (Soares, de Sa-Nakanishi et al. 2013). Extractos obtenidos a
partir de especies de hongos comestibles como Panus giganteus, L. edodes o G.
frondosa han demostrado actividad hepatoprotectora en modelos de dafio hepatico in

vivo (Wong, Abdulla et al. 2012).

Se han identificado distintos mecanismos a través de los cuales los hongos ejercen
esta accion. Algunos extractos de G. lucidum actuan a través de su capacidad

antioxidante y de secuestro de radicales libres (Shieh, Liu et al. 2001), otros como
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extractos de Agaricus blazei, mediante la accion directa sobre la membrana plasmatica

de los hepatocitos (Al-Dbass, Al-Daihan et al. 2012).

También se han logrado identificar distintos compuestos responsables de este
efecto como triterpenoides, polisacaridos y péptidos de G. lucidum (Zhou, lJia et al.
2002), un compuesto llamado antrhaquinol de Antrodia camphorata (Kumar, Chu et al.
2011a), polisacaridos del micelio de P. ostreatus (Nada, Omara et al. 2010) (Refaie,
Esmat et al. 2010) y P. eryngii (Chen, Mao et al. 2012), polisacaridos endo-miceliales de
H. erinaceus (Zhang, Lv et al. 2012) o una lectina de Pleurotus florida (Rana, Bera et al.

2012).
1.3.5.2. Actividad antiosteopordtica

Se ha demostrado que varias especies de hongos poseen potencial para tratar o

prevenir la osteoporosis:

Seguin el CMA (Centro Médico Adaptdgeno, Medicina Sistémica), en base a
ensayos llevados a cabo con ratas, extractos provenientes de P. eryngii cuentan con
efectos estimulantes para los osteoblastos, puesto que tras 4 semanas de tratatmiento
con el extracto, produjeron masa ésea de un modo mas rapido que aquellas que no
recibieron el tratamiento, cuyos huesos permanecieron mas fragiles, ademas de sufrir
pérdidad de peso. P. eryngii cuenta con principios activos que estimulan, in vitro, los

osteoblastos mientras inhiben la accién de los osteoclastos (De Diego Calonge 2011).

Qi et al., trabajando con ratas a las que se les habia inducido la osteoporosis,
demostraron como el tratamiento oral de dichas ratas con un extracto de C. sinensis
acompafiado de estroncio, mejoraba el estado de osteoporosis, puesto que producia

un aumento de los niveles de osteocalcina y estradiol (Qi, Wang et al. 2011).
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1.3.5.3. Actividad antimicrobiana

La cada vez mayor prevalencia de enfermedades infecciosas se esta
convirtiendo en un gran problema a nivel mundial, la aparicién de nuevas cepas
bacterianas resistentes a farmacos, estan haciendo que la efectividad de los
tratamientos destinados a combatir sus infecciones, se haya visto disminuida
(Donadio, Carrano et al. 2002). Por ello, es urgente el descubrimiento de nuevos
agentes antimicrobianos que sean efectivos frente esos microorganismos patdégenos

resistentes.

El reino Fungi es muy apreciado desde el punto de vista biomédico debido a los
antibidticos que se han conseguido extraer de ciertas especies (la penicilia, extraida del
hongo filamentoso Penicillium, representa el mejor ejemplo). Muchos de los
metabolitos secundarios de los hongos son capaces de combatir bacterias (Obuchi,
Kondoh et al. 1990) y virus (Brandt and Piraino 2000). Sin embargo la presencia de
antibidticos dentro de la clase Basidiomycetes, que es la que representa a la mayoria
de las especies que comunmente conocemos como hongos, apenas esta documentada
(Wasser and Weis 1999). A pesar de haberse demostrado que extractos provenientes
de hongos basidiomicetes tienen actividad antibacteriana (Hirasawa, Shouji et al.
1999) todos los antibidticos de origen fungico que se comercializan hoy en dia,

provienen de hongos microscépicos.

Diversos estudios demuestran que distintas especies de hongos presentan
actividad antibacteriana tanto frente a bacterias Gram + como -: el micelio de F.
velutipes posee actividad antibacterial frente a las Gram positivas Bacillus subtilis y
Staphylococcus aureus (Ishikawa, Fukushi et al. 2001). El extracto proveniente del
cuerpo fructifero de Armillariella mellea también posee actividad antibacterial frente a
Bacillus cereus, in vitro (Obuchi, Kondoh et al. 1990). Laetiporus sulphurous, ademas de
poseer capacidad inhibitoria sobre las Gram positivas, incluyendo B. cereus, B. subtilis,
Micrococcus luteus y Micrococcus flavus, también posee un estrecho espectro

antibacteriano frente a las Gram negativas (Turkoglu, Duru et al. 2007). Extractos de L.
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edodes poseen actividad antibacterial frente a los dos tipos de bacterias (Hirasawa,

Shouji et al. 1999).

Varios trabajos demuestran que triterpenos y sesquiterpenos provenientes de
hongos son potentes agentes antibacterianos (Ishikawa, Fukushi et al. 2001; Wilkens,
Alarcon et al. 2002). El 4cido armilldrico, un terpenoide aislado del hongo Armillaria

mellea, inhibe el crecimiento de bacterias Gram positivas (Obuchi, Kondoh et al. 1990).

Los polisacdridos aislados del cuerpo fructifero de L. edodes, lentinano y krestin,
también presentan actividad antibacteriana (Jong and Birmingham 1993) (Hiroshi and

Takeda 1993).

Tabla 4. Compuestos obtenidos de especies de hongos con actividad antibacteriana

MICROORGANISMO FRENTE AL QUE

Acido (Obuchi,
A.mellea s Bacterias Gram positivas Kondoh et al.
armillarico
1990)
(Komatsu,
Nagumo et al.
Bacterias Gram positivas y 1973)
negativas (Matsuyama,
Mangindaan
et al. 1992)
(Dornberger,
Agaricus xanthoderma Psalliotin Bacterias Gram positivas lhn et al.
1986)
(Takeuchi,
Trametes spp. Coriolin Bacterias Gram positivas linuma et al.
1969)
(Jong and
Birmingham
1993)
(Jong and
Birmingham
1993) (Hiroshi
and Takeda
1993)

S. commune Schizophyllan

Bacterias Gram positivas y

L. edodes Lentinano .
negativas

Bacterias Gram positivas y

L. edodes Krestin .
negativas
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1.3.5.4. Actividad antiviral

Se han descrito efectos antivirales de hongos comestibles, tanto en extractos

como en compuestos aislados, mediante dos mecanismos:

e Mecanismos directos: llevados a cabo por moléculas pequenas, como péptidos,
lectinas, o ribonucleasas que inhiben directamente el desarrollo del virus. Son

los llamados antivirales verdaderos.

e Mecanismos indirectos: en este caso el efecto antiviral lo llevan a cabo
moléculas como polisacaridos y otros compuestos complejos, como

consecuencia de su actividad inmunomoduladora (Brandt and Piraino 2000).

Diversos tipos de extractos poseen actividades antivirales. Extractos de Fomes
fomentarius inducen la inhibicién del virus del mosaico del tabaco (De Diego Calonge
2011). También se demostrd que un extracto obtenido del medio de cultivo donde se
desarrollé el micelio de L. edodes, inhibia la replicacion del virus del sida in vitro
(Tochikura, Nakashima et al. 1988). Ademas, se han aislado distintos compuestos con

actividad antiviral, a partir de diferentes especies de hongos (Tabla 5).

56



Introduccion

Tabla 5. Compuestos obtenidos de especies de hongos con actividad antiviral

Cordyceps militaris

Rozites caperatus

Ganoderma pfeifferi

G. lucidum

L. edodes

Cordicepina

Proteina RC-183

Acido aplanoxidico
Ganodermadiol
Lucidadiol

Acido ganodérico B
Ganoderiol
Ganodermanontriol
Acido ganodérico
alfa

Lentinano

1.3.5.5. Actividad antitumoral

Lucas y su equipo fueron los

Leucovirus

Virus de la gripe A
Virus del sarcoma de
Rous
Virus del herpes simple
Virus sincital de los
pulmones
Virus de la varicela

Virus del herpes simple
Virus de la gripe A

Virus del sida

Virus del sida
Virus de la estomatitis
vesicular
Virus de la gripe

primeros en demostrar

(Mauvernay, Pourrat et
al. 1978)

(Piraino and Brandt
1999)

(Lindequist,
Niedermeyer et al.
2005)

(el-Mekkawy, Meselhy
et al. 1998)

(Brandt and Piraino
2000)

las propiedades

antitumorales de los hongos, cuando investigaron la influencia que tenian extractos

obtenidos a partir de cuerpos fructiferos de B. edulis y otros Homobasidiomycetes

sobre la linea 180 de sarcoma en ratones (Lucas 1957). Desde entonces y hasta ahora,

se ha demostrado que hongos pertenecientes a una gran variedad de especies asi

como extractos obtenidos a partir de ellos, poseen efectos antitumorales (Garcia-

Lafuente, Moro et al. 2010). Entre ellos Agaricus, Pleurotus, Lentinus, Ganoderma,

Auricularia, Collybia, Flammulina, Pholiota, Tremella, Tricholoma, Fomes, Russula,

Albatrellus, Lactarius, Xerocomus, Antrodia, Calvatia, Cordyceps, Clitocybe y Volvariella

(Mattila, Suonpaa et al. 2000) (Patel and Goyal 2012).
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A partir de estas especies se han aislado distintos extractos con actividades

antitumorales muy diversas.

Existen extractos de hongos que ejercen su actividad antitumoral mediante un
Unico mecanismo de accién como, extractos ricos en B-glucanos, obtenidos a partir de
H. erinaceus, cuya actividad antitumoral es debida a sus efectos inmunomoduladores
(Kim, Kang et al. 2011), o un extracto obtenido de /nonotus obliquus, que ejercio su
actividad antitumoral, inhibiendo el crecimiento de masas tumorales de melanoma
B16-F10 en ratones (Sun, Yin et al. 2011). Por el contrario, otros extractos poseen mas
de un modo de accion. Extractos de P. ostreatus y de A. camphorata son capaces de
detener el ciclo celular e inducir la apoptosis en lineas de cancer de colon (HT-29) (Lavi,
Friesem et al. 2006) y de mama (MDA-MB-231) (Yang, Kuo et al. 2011). Extractos
obtenidos de Phellinus linteus han demostrado poseer actividad antitumoral mediada
a través de efectos inmunomoduladores y antiinflamatorios in vivo (Huang, Chieh et
al. 2011), asi como mediante efectos antiangiogénicos in vitro e in vivo (Lee, Kim et al.

2010).

Finalmente, mientras ciertos extractos presentan actividad antitumoral frente a
una determinada linea celular, como algunos de los extractos obtenidos a partir de
Coprinus comatus, que demostraron ser efectivos frente a la linea tumoral MCF7 de
cancer de mama (Asatiani, Wasser et al. 2011); otros, como el extracto acuoso del
micelio de Funalia trogii, ejercen su actividad antitumoral frente a distintas lineas
celulares cancerosas: LNCaP, HT29, MCF-7, MDA-MB-231 y PC3 (Rashid, Unyayar et al.
2011).

Actualmente se han identificado diversos compuestos con actividad antitumoral
de diferente naturaleza: polisacdridos, proteinas, esteroides, glicopéptidos y otros
complejos protéicos, alcaloides, compuestos fendlicos, etc. Entre todos ellos, destacan
claramente los polisacaridos, especialmente los B-glucanos, que han sido identificados
como los principales responsables de tal efecto (Chen and Seviour 2007). Estos

compuestos son capaces de inhibir el crecimiento de tumores mediante dos vias: la
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estimulacion del sistema inmune, concretamente del sistema innato, aumentando la
actividad de macrofagos, células NK o linfocitos T (Wasser 2002), y a través de la
actuacion directa sobre las propias células tumorales, puesto que son capaces de
inhibir su proliferacién e inducir la apoptosis (Wang, Zhao et al. 2007). Esto hace que
resulten efectivos frente a un amplio espectro de lineas celulares cancerigenas.
Polisacdridos obtenidos del micelio cultivado de Lactarius flavidulus, son capaces de
inhibir el crecimiento del Sarcoma 180 al 100% tras ser administrados
intraperitonealmente en ratones (Wu, Wang et al. 2011). Otros, como los obtenidos de
Fomes fomentarius o Phellinus linteus muestran efectos antitumorales sobre las lineas
celulares de canceres de colon, SGC-7901 y SW40, respectivamente (Chen, Zhao et al.
2011) (Li, Kim et al. 2004). Finalmente, el proteoglicano purificado de P. linteus
presenta un rango de actuacion mas amplio al ejercer efectos antiproliferativos sobre
lineas celulares cancerosas humanas de colon (HT-29), de higado (HepG2), de mama

(Mcf-7) y de pulmon (NCI-H 460) (Li, Ji et al. 2011).

Otros compuestos de naturaleza no glucidica también cuentan con actividad
antitumoral. Los 4cidos ganodéricos T (GA-T) y Me (GA-Me), extraidos de especies del
género Ganoderma, han demostrado efectos antitumorales sobre la linea HTC-116 de
cancer de colon (Chen and Zhong 2011) (Zhou, Shi et al. 2011). La agaritina, un
derivado de la hidracina obtenida de A. blazei induce moderadamente la apoptosis en
células de linfoma de monocitos U937 (Akiyama, Endo et al. 2011). Un esteroide de
Russula cyanoxantha cuenta con actividad antiproliferativa y citotdxica frente a células
HepG2, asi como una lectina obtenida de la misma especie también demostrd
actividad anticancerigena sobre HepG2, ademas de en MCF-7 y S-180 (Zhang, Sun et al.
2010). Otra lectina, extraida de L. flavidulus, suprime la proliferaciéon de las lineas
cancerosas L1210 y HepG2 (Wu, Wang et al. 2011). El compuesto antroquinonol, de A.
camphorata, es efectivo en la reduccion de la proliferacion de la linea A549 de
carcinoma de pulmdén humano, en funcién de la dosis y del tiempo, mediante la

induccién de la apoptosis (Kumar, Yuan et al. 2011b).
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Por tanto, no hay duda de que los hongos y los productos procedentes de los
mismos, presentan un potencial muy grande para el tratamiento del cancer. De hecho
varias empresas farmacéuticas como: Zheijiang Fangge Pharmaceutical & Healthcare
Products Co. Ltd., FineCo Ltd. 6 Mushroom Wisdom, ya se dedican a la produccion de

drogas y férmulas anti cancer, y de suplementos para su prevencion.

1.3.5.6. Actividad hipolipemiante

Las investigaciones pioneras acerca de las propiedades hipolipemiantes de los
hongos comestibles datan del 1966 y fueron llevadas a cabo por Kaneda y su equipo,
que estudiaron los efectos hipocolesterolémicos de las especies L. edodes, A.
polytricha, F. velutipes y A. bisporus. La administracion a ratas de una dieta que
contenia un 5% de hongos deshidratados durante 10 semanas, produjo una
disminucion de los niveles de colesterol en plasma de las mismas (Kaneda and Tokuda
1966). Posteriormente este efecto fue demostrado también en otras especies de
hongos: P. ostreatus (Bobek and Galbavy 1999), G. lucidum (Berger, Rein et al. 2004),
Auricularia auricula (Chen, Luo et al. 2008 ) y Tremella fuciformis (Cheng, Hou et al.

2002), por ejemplo.

Este efecto se relaciona con ciertos compuestos de los hongos como son
polisacaridos (Chen, Luo et al. 2008 ), fibra, esteroles y acido nicotinico (Hu, Liang et al.
2006). Dichos compuestos pueden afectar tanto a la sintesis como a la excrecion del
colesterol. Por ejemplo, la fibra, actua influyendo sobre la absorcion vy el reciclaje de
los acidos biliares, lo cual se traduce en un aumento del colesterol excretado. La fibra
procedente de diferentes especies: L. edodes, G. frondosa y F. velutipes ha
demostrado ser eficaz en la reduccién del colesterol en suero de animales de
laboratorio cuando se administra como parte de la dieta (Fukushima, Ohashi et al.

2001).
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1.3.5.7. Actividad antiaterogénica

La patogénesis de la aterosclerosis se ve significativamente influenciada por las
especies reactivas de oxigeno, asi como por niveles elevados de lipidos en sangre. Por
lo que un control sobre dichos lipidos, especialmente sobre el colesterol, es

fundamental a la hora de reducir el riesgo de padecer aterosclerosis.

Un ejemplo lo constituye P. ostreatus. La alimentacion de ratas con una dieta
que incluia dicha especie, redujo la incidencia y el tamafio de placas de aterosclerosis.
Este efecto se asocidé a que P. ostreatus, combina el efecto hipocolesterolémico con el

de inhibir la peroxidacién lipidica (Bobek and Galbavy 1999).

1.3.5.8. Actividad antioxidante

El estrés oxidativo esta altamente implicado tanto en varias enfermedades
como en el proceso de envejecimiento (Sohal 2002). A pesar de que las especies
reactivas de oxigeno y de nitrogeno desempefian un papel importante para el
mantenimiento de la salud, su exceso conduce a situaciones de estrés oxidativo que

resultan perjudiciales (Alves, David et al. 2010).

El organismo cuenta con mecanismos intrinsecos para combatir el estrés
oxidativo, como enzimas antioxidantes: superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y
glutatién peroxidasa (GSH-Px) (Niki, Shimaski et al. 1994). Ademads, los antioxidantes
alimenticios pueden ayudar a estos mecanismos intrinsecos a luchar contra el estrés
oxidativo, por lo que una dieta equilibrada es uno de los pilares de la terapia para la
prevencion de esta situacidon (Brown, Waslien et al. 2003). Entre los alimentos mas
ricos en antioxidantes naturales se encuentran los de origen vegetal como frutas y
verduras, pero también los hongos, que a medida que se ha avanzado en su estudio y
conocimiento, han pasado a considerarse como fuentes destacadas de sustancias

antioxidantes (Kozarski, Klaus et al. 2012). Los hongos cuentan con distintos
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componentes con actividad antioxidante como compuestos fendlicos, tocoferoles,
acido ascorbico, polisacaridos, terpenoides y complejos polisacaridos-proteinas
(Kosanic, Rankovic et al. 2012). El estudio de 8 extractos obtenidos del género
Pleurotus (Pleurotus djamor, P. eryngii, P. citrinopileatus, P. ostreatus, Pleurotus sajor-
caju, P. florida y Pleurotus flabellatus) demostrd que todas las especies presentaban
una actividad quelante que era incluso superior, a la del agente utilizado como
referencia (EDTA 100 pm), y que los extractos de P. eryngii, P. djamor y P. flabellatus,
en su concentracién mas alta, ejercian una actividad de secuestro de radicales libres
mayor que la de los estandares empleados (vitaminas C y E) (Mishra, Pal et al. 2013).
Los géneros Ganoderma y Lentinus, también poseen especies con demostrada
actividad antioxidante. Extractos de G. applanatum, G. lucidum y L. edodes, ricos en
polisacaridos, compuestos fendlicos y proteinas revelaron capacidad para el secuestro
de radicales libres, inhibicién de la peroxidacion lipidica, poder reductor y habilidad
guelante de iones de hierro (Kozarski, Klaus et al. 2012). Extractos de otras especies
como Inonotus obliquus o Hypsizygus ulmarius, también demostraron elevadas

propiedades antioxidantes (Hu, Zhang et al. 2009) (Mishra, Pal et al. 2013).

La rica composicion de los hongos en este tipo de compuestos, ha hecho que ya
se disponga de férmulas comerciales con demostrada actividad antioxidante, como es
el caso de preparaciones en polvo de dos de los hongos comestibles mas famosos y

estudiados: A. blazeiy L. edodes (Carneiro, Ferreira et al. 2013).

Por ello, los hongos podrian ser considerados como posibles ingredientes o
alimentos funcionales, contra enfermedades crdénicas relacionadas con el estrés
oxidativo. Aunque a la hora de administrarlos en la dieta, habria que tener muy en
cuenta que durante los procesos de cocinado o procesado de los mismos, su actividad

antioxidante puede verse afectada (Barros, Baptista et al. 2007b).
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1.3.5.9. Actividad inmunomoduladora

Muchos de los efectos terapéuticos que poseen los componentes de los hongos
son consecuencia de su actividad inmunomoduladora. De hecho se esta investigando
mucho en este sentido, en cuanto a la capacidad que tienen extractos o metabolitos
de los hongos para estimular o disminuir la actividad de ciertos componentes del
sistema inmune, puesto que podrian ser de gran utilidad en el tratamiento de ciertas

patologias (Garcia-Lafuente, Moro et al. 2010).

Entre los compuestos inmunomoduladores mds efectivos de los hongos
destacan un tipo de polisacdridos, los 1,3-B-glucanos ramificados en 1,6. Pero también
cuentan con propiedades inmunomoduladoras otros compuestos como ciertas
proteinas, proteoglicanos, terpenos, furanos, complejos polisacdrido-péptido y
polisacarido-proteina, y otros compuestos de bajo peso molecular (Borchers,

Krishnamurthy et al. 2008).

Tabla 6. Ejemplos de compuestos de hongos con actividad inmunomoduladora

(Garcia-Lafuente, Moro et al. 2010)

Complejo T. versicolor Activacion de macrdfagos y linfocitos In vivo
polisacarido-péptido

Galactomanano M. esculenta Activacion de macréfagos Monocitos humanos
THP
Proteoglicano P. ostreatus “MCitotoxicidad de NK In vitro e in vivo

1 Produccién de NO por macréfagos

Fraccion-D G. frondosa Activacion de macréfagos y DC Ratones normales
Estimulacion de la respuesta Th-2
“MRespuesta Th-1
J Respuesta Th-2
Activacion de NK

Proteoglicano P. linteus Activacién DC PRespuesta Th-1
J Respuesta Th-2

Polisacarido acidico P. linteus Activacion de macréfagos
Polisacarido L-11 L. edodes Activacion de macréfagos y células T
Lentinan L. edodes Respuesta Th-1
Polisacaridos L. edodes Activacion de macrofagos:

produccion de NO, expresion de
citoquinas y fagocitosis
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Exopolisacarido

Glicoesfingolipido

Tabla 6 continuacion

L. edodes

H. marmoreus

Activacion de macréfagos

Activacién de DC

RAW 264.7

Células de ratén

P. eryngii Respuesta Th-1 In vitro

Polisacarido A. blazei Estimulacion células Th In vivo

Proteoglicano A. blazei Maduraciéon DC In vitro

Extracto Polisacarido G. lucidum / Actividad de NK Pacientes con

(Ganopoly) avanzados estados de

cancer

Extracto Polisacarido G. lucidum 1 TNF-a e IFN-g Pacientes con

(Ganopoly) 4 Citotoxicidad de Tc avanzados estados de

/1 Actividad de NK cancer

Polisacarido G. lucidum Activacion y maduracién de DC In vitro

Respuesta Thl Ratones BALB/c

Polisacaridos G. lucidum Expresion de citoquinas Macréfagos humanos

Fagocitosis de macréfagos J774.A

Maduracién de DC In vitro

Proliferacién PBMC
M IL-12, IL-10
Fucogalactan S. aspratus Activacion de macréfagos In vitro
Albaconol Albatrellus confluens Inhibicién de la maduracién de DCy In vitro
de la estimulacién de células T
Proteinas V. volvacea Activacion de monocitos y células T hPBMC
G. lucidum

Los mecanismos de accién de los compuestos inmunomoduladores son muy
variados, ya que pueden actuar sobre distintos tipos celulares del sistema inmune,
tanto innato como adaptativo, asi como sobre las vias de sefializacién y las redes de

citoquinas que dichas células producen.

e Efectos sobre el sistema inmune innato

El sistema inmune innato es la primera linea de defensa contra organismos
patdgenos asi como de otra indole como por ejemplo células tumorales malignas que
puedan darse de manera espontdnea. Lo constituyen diferentes tipos celulares:
macrofagos, neutrdfilos, NK y células dendriticas; y estd regulado por moléculas que
actian como mensajeros quimicos llamados citoquinas y por la activacion de la

respuesta inflamatoria y de la fase aguda.

Algunos componentes de los hongos pueden estimular la respuesta inmune

innata a través de sus efectos sobre distintos tipos celulares:
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Efectos sobre macroéfagos.- Los macrdéfagos desempenan un papel muy

importante en todas las fases de la defensa inmunitaria, tienen un campo de actuacién
muy amplio que abarca la fagocitosis, la presentacion y el procesamiento de antigenos,

y la secrecién de citoquinas que modulan el equilibrio Th1/Th2.

Tras el reconocimiento y la posterior fagocitosis, se activan numerosas enzimas
(iINOS, COX-2, etc.) y como consecuencia de esto, se producen una gran variedad de
moléculas bactericidas y citotdxicas, como NO. Ademas, los macréfagos activados
liberan moléculas inflamatorias como PGE,, numerosas citoquinas como IL-1, TNF-q,
guemogquinas y quimioatrayentes como IL-8 y MIP-1, que activan otras células del

sistema inmune (Lull, Wichers et al. 2005).

Numerosos estudios han demostrado que tanto extractos como metabolitos de
hongos comestibles, pueden activar las funciones de los macréfagos. Investigaciones
llevadas a cabo por diferentes grupos de trabajo demostraron que extractos obtenidos
a partir de A. blazei inducen la activacién de macréfagos y monocitos, provocando el
aumento de la secrecion de citoquinas como IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12 y TNF-a, y de NO,
asi como de sus expresiones génicas (Sorimachi, Akimoto et al. 2001) (Ellertsen,
Hetland et al. 2006). Extractos provenientes de Hericium erinaceum también activaron
a macroéfagos; aumentaron la produccién de NO e IL-1 en la linea celular RAW 264.7
via expresion génica, mediante la estimulacion de la actividad del factor de
transcripcion nuclear kappa B (NF-kB) (Son, Shin et al. 2006a) (Son, Shin et al. 2006b).
El extracto de Lentinus lepideus también aumenté la produccién de citoquinas (IL-1P,
IL-10, IL-12, y TNF-a) de manera dependiente de la dosis, através de la activacién de

NF-kB (Jin, Jung et al. 2003).

En la actualidad se han identificado distintos compuestos activos como
proteinas, péptidos y complejos polisacarido-péptido, aunque los polisacaridos han

resultado ser los mas efectivos.
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Dentro de los polisacaridos, los B-glucanos, resultan ser particularmente activos.
Son capaces de desencadenar una serie de acciones que modulan la respuesta innata
de manera directa, influyendo también sobre la respuesta adaptativa de modo
indirecto, principalmente mediante la liberacién de citoquinas pro inflamatorias, (IL-
la, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a) y de moléculas citotdxicas como los mediadores
inflamatorios NO o H,0, (Kaneko and Chihara 1992) (Vannucci, Krizan et al. 2013). Una
de las especies mas estudiadas al respecto es G. frondosa y el B-glucano mas conocido
aislado de dicha especie: el grifolan. Diversos estudios, in vitro, han comprobado que
grifolan induce en macroéfagos RAW 264.7, la produccién de IL-1, IL-6 y TNF-a (Adachi,
Okazaki et al. 1994) y de NO a través de iNOS (Sanzen, Imanishi et al. 2001).

A parte de los B-glucanos, otros polisacaridos inducen la estimulacién de los
macrofagos. El polisacdrido L-ll, aislado de L. edodes, restablecia la inmunidad
deprimida de ratones previamente inoculados con Sarcoma 180, mediante el aumento
de la fagocitosis de los macrofagos hacia las células tumorales, el incremento de la
producciéon de TNF-a, NO, IFN-y, y la actividad catalasa (Zheng, Jie et al. 2005). Otras
fracciones de polisacdridos obtenidas de este mismo hongo, a partir de diferentes
extractos, también estimulan la activacion de macroéfagos, mediante la induccion de la
fagocitosis, la expresion de citoquinas y la produccion de NO (Lee, Lee et al. 2009). El
polisacarido acidico de Phellinus linteus, PL, posee actividad inmunomoduladora y
antitumoral, in vitro e in vivo, por mediacién de las vias proteina quinasa C (PCK) y
proteina tirosina quinasa (PTK) (Kim, Oh et al. 2003). Un fucogalactano aislado a partir
de Sarcodon aspratus, y un galactomanano obtenido de un extracto polar de M.
esculenta incrementaron la actividad de los macrofagos, aumentando la produccién de

NO vy TNF-a, y de la expresion de NF-kB (Duncan, Pugh et al. 2002).

Los complejos polisacarido-proteina también son capaces de modular la
respuesta inmunitaria. El complejo polisacarido-péptido de L. edodes, LE, induce la
expresion y la produccion in vitro de IL-2 y TNF-a (Liu, Li et al. 1998). Y el complejo

polisacarido-péptido extraido de Tricholoma mongolicum, estimula en ratones la
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proliferacién de células Ty aumenta la producciéon de NO de los macréfagos (Wang, Ng

et al. 1996).

Efectos sobre las células natural killer (NK).- Las células natural killer son un tipo

de linfocitos importantes en la respuesta inmune innata, ya que se encargan de
destruir células tumorales y células que hayan sido infectadas por microorganismos
patdgenos asi como de producir interferon-y (IFN-y). Ademas, una vez se han activado,
estas células liberan citoquinas y quimioquinas que inducen respuestas inflamatorias,
modulan a los monocitos, las células dendriticas y el crecimiento y diferenciacién de
los granulocitos. También influyen posteriormente en la respuesta inmunitaria

adaptativa (Wu and Lanier 2003).

Varias especies de hongos comestibles han demostrado contar con metabolitos
capaces de estimular estas células. Es el caso de extractos de dos especies del género
Agaricus, A. blazei y A. bisporus, que aumentan la actividad de las células NK
incrementando su produccién de IL-12 e IFN-y (Yuminamochi, Koike et al. 2007), y de

IFN-y y TNF-a (Wu, Pae et al. 2007), respectivamente.

G. frondosa, es muy valorado desde el punto de vista medicinal por sus
propiedades anticancerigenas. El B-glucano, Fraccién D, de dicho hongo presenta
efectos antitumorales en ratones portadores de tumores mediante el aumento de
sistema inmune a través de la activacién de macréfagos, células Ty NK (Hishida, Nanba
et al. 1988). También inhibe la metastasis en un modelo de cancer de pulmdn de ratén

por mediacidn de la activacion de las células NK (Masuda, Murata et al. 2008).

De la misma manera, tres fracciones de proteoglicanos solubles en agua
obtenidas a partir de micelio de P. ostreatus presentaban efecto inmunomodulador y
anticancerigeno en ratones con Sarcoma-180. Estudios in vitro demostraron, que dicha
actividad estaba mediada por el aumento de actividad citotdxica de células NK y la
estimulacion de macréfagos a la produccion de NO (Sarangi, Ghosh et al. 2006). El

pleurotan, un B-D-glucano obtenido a partir de P. ostreatus era capaz de reducir la
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incidencia de las infecciones del tracto respiratorio en atletas cuando se les administré
a éstos en forma suplemento alimenticio. Lo cual se asocié directamente al efecto que

la administracion de pleurotan tiene sobre las células NK (Majtan 2012).

Efectos en las células dendriticas.- Son células presentadoras de antigenos

capaces tanto de inducir la respuesta adaptativa como de mantener la tolerancia a
antigenos propios, por lo que son células de gran importancia para la inmunidad innata

asi como para la adquirida (Banchereau, Briere et al. 2000).

Ciertos hongos, asi como algunos de sus componentes son capaces de activar la
maduracion de células dendriticas, aumentando asi, la respuesta inmune. Ren y
colaboradores demostraron, in vitro, que A. bisporus promueve la maduracion de las
células dendriticas y aumenta su funcidon de presentacion de antigenos. Este hecho,
supone que dicho hongo, posee un importante potencial para ampliar tanto la

inmunidad innata como aquella mediada por las células T (Ren, Guo et al. 2008).

Varios de los polisacaridos que contiene G. lucidum también cuentan con
efectos sobre este tipo de células. Se ha comprobado, in vitro, que promueven la
maduracion de las células dendriticas provenientes de la médula ésea de ratén (Cao
and Lin 2003). Este mismo efecto se ha demostrado en células dendriticas derivadas de
monocitos humanos a través de la accion del factor de transcripcion NF-kB y de la

proteina quinasa activada por mitégenos, p38 (Lin, Lee et al. 2006).

No obstante, hay otros hongos con compuestos capaces de actuar sobre la
activacion y maduracién de las células dendriticas; componentes solubles de
Armillariella mellea, proteoglicanos de A. blazei y de Phellinus linteus, o lentinan de L.

edodes (Garcia-Lafuente, Moro et al. 2010).

e Efectos sobre el sistema inmune adaptativo

El sistema inmune adaptativo proporciona una respuesta inmunitaria mas lenta

pero con mayor especificidad que la respuesta innata. Una vez los leucocitos del
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sistema inmune innato han sido activados, éstos producen citoquinas y presentan los
antigenos a los linfocitos T y B, lo cual lleva a la activacion de la respuesta inmune

adaptativa (Plat and Mensink 2005).

Los hongos presentan efectos a distintos niveles de la respuesta inmune

adaptativa:

Efectos sobre las células T.- Se cree que la polarizacidén de los linfocitos ThO hacia

Thl o Th2, juega un importante papel en el curso de enfermedades de caracter
autoinmune e infeccioso. Por lo que el mantenimiento de un correcto equilibrio Thl y

Th2 es esencial para el tratamiento de dichas enfermedades.

Algunas especies de hongos pueden inducir la polarizacién de las células T hacia
el tipo Th1l mientras que otros lo hacen hacia el tipo Th2 (Borchers, Keen et al. 2004).
La administracion del PB-glucano, SSG, de Sclerotinia sclerotiorum a ratones
previamente inmunizados con el antigeno trinitrofenilo ovoalbumina (TNP-OVA)
promovio especialmente el desarrollo de células Thl mediante la induccion de IL-12
(Suzuki, Adachi et al. 2001). De la misma manera, la fraccion D de G. lucidum, debe su
actividad antitumoral a la activacion de diferentes células inmunocompetentes y al
equilibrio entre las células Thl y Th2 (Inoue, Kodama et al. 2002). De hecho, en ratones
BALB/c, en los que domina la respuesta Th2 como consecuencia de la introduccion de
células tumorales, la fraccion D es capaz revertir la situacidn y aumentar la respuesta

Th1 (Kodama, Harada et al. 2002) (Harada, Kodama et al. 2003).

Ademas de los polisacdridos, otros compuestos procedentes de hongos
comestibles, también han demostrado efectos sobre los linfocitos T, tanto in vitro
como in vivo. Asi, varios glicoesfingolipidos de H. marmoreus y P. eryngii inducen la
secrecion, in vitro, de IFN-g e IL-4 por parte de células T (Nozaki, Itonori et al. 2008),
mientras que la proteina inmunomoduladora de F. velutipes, FIP-fve, activa las células
T via P38 MAPK (Wang, Hsu et al. 2004). Por otro lado, un proteoglicano aislado de

Phellineus linteus, inhibe in vivo el desarrollo de una masa tumoral esplénica en
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ratones, mediante el incremento y la dominancia de la respuesta Th1l, asi como de la

activacion de las células dendriticas (Kim, Shin et al. 2004).

Efectos sobre las células B.- El proteoglicano (PL) de Phellinus linteus estimula

selectivamente los las células B pero no las T, in vitro e in vivo (Kim, Park et al. 2003).
Tres polisacaridos aislados del cuerpo fructifero de G. lucidum, aumentan la
proliferaciéon de linfocitos T y B, in vitro (Bao, Wang et al. 2002). Ademas, el
proteoglicano GLIS aislado también del cuerpo fructifero de G. lucidum estimula la

activacion, proliferacion y diferenciaciéon de los linfocitos B (Zhang, Tang et al. 2002).

Ilgualmente existen en los hongos compuestos que desencadenan el efecto
contrario, la supresién de las funciones de las células B. Un B-D glucano aislado de
esporas de G. lucidum posee un efecto supresor muy potente sobre la proliferacion de
linfocitos en ratones inducida por LPS y sobre la produccion de anticuerpos y
Concavalina A (Con A) (Bao, Fang et al. 2001). Otro B-glucano extraido del cuerpo
fructifero de G. frondosa, denominado Fraccién D, también inhibe la activacion de las

células B en ratones portadores del carcinoma MM-46 (Inoue, Kodama et al. 2002).

La administracion de la proteina fungica inmunomoduladora aislada de F.
velutipes, FIP-fve, a ratones BALB/c inmunizados con OVA, indujo una disminucion de

la respuesta especifica OVA Ig E (Hsieh, Hsu et al. 2003).

Efectos sobre la red de citoquinas.- Las citoquinas, son glicoproteinas solubles

de crucial importancia para la induccion y regulacion de las respuestas inmunes. Son
producidas por una gran variedad de células inmunes tras estimulacién. Cambios en
los niveles de las citoquinas pueden desembocar en condiciones patoldgicas y causar
alteraciones en la interaccion entre la respuesta inmune innata y la adquirida (Jeurink,

Noguera et al. 2008).

Ciertos componentes de los hongos comestibles poseen actividad
inmunoestimuladora como consecuencia de su capacidad para actuar sobre la

regulacién de la red de citoquinas, como los complejos polisacdrido-proteina, PSK, de
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T. versicolor; PSPC, de Tricholoma lobayense; OL-2 de Omphalia lapidescens o el B-

glucano de L. edodes, lentinan (Liu, Ooi et al. 1999).

El estudio de la actividad inmunomoduladora de varios extractos proteicos de
diferentes hongos, demostré que ciertas proteinas de V. volvacea y G. lucidum
inducian un determinado perfil de citoquinas, actuando directamente sobre los

monocitos y las células T (Jeurink, Noguera et al. 2008).
1.3.5.10. Actividad antiinflamatoria

La inflamacidén se encuentra implicada en el desarrollo de varias enfermedades
cronicas, tales como arteriosclerosis, obesidad, diabetes, enfermedades
neurodegenerativas e incluso cancer. Aunque los farmacos antiinflamatorios no
esteroideos (NSAIDs) y los antiinflamatorios esteroideos se utilizan actualmente para
tratar la inflamacién aguda, estos farmacos no cuentan con un éxito completo para el
caso de trastornos inflamatorios crénicos, y ademads frecuentemente suelen ocasionar
efectos secundarios indeseables. Por consiguiente, existe un gran interés en encontrar
nuevos, compuestos antiinflamatorios mas seguros (Garcia-Lafuente, Guillamén et al.
2009). Durante los ultimos afios se esta haciendo un gran esfuerzo por encontrar
productos naturales que puedan ser utilizados como agentes antiinflamatorios y, pese
a que la actividad antiinflamatoria de los hongos no ha sido tan extensamente
estudiada como otras de sus propiedades (actividad inmunomoduladora, por
ejemplo), ya se han encontrado evidencias de que los hongos podrian suponer una
excelente fuente potencial de compuestos antiinflamatorios (Garcia-Lafuente, Moro et

al. 2010).

En la actualidad ya hay trabajos que demuestran el potencial antiinflamatorio
de algunas especies de hongos. El extracto metandlico de A. camphorata, reduce de
modo significativo la produccion de citoquinas proinflamatorias y la expresion génica
de iNOS y COX-2 en macrdfagos de ratén RAW 264.7, y en células mononucleares de

sangre periférica humana (PBMCs), estimuladas con LPS. Ademds, este mismo extracto
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resultd ser activo en un modelo in vivo de inflamacion inducida por carragenina en
ratones. Alivié los sintomas de los edemas que habian sido provocados y disminuyeron
los niveles de NO y TNF-a en los edemas y en el suero de los ratones (Wen, Chang et

al. 2011).

El extracto de micelio de Lentinus polychrous (LPME), compuesto por esteroles
y compuestos fendlicos, también cuenta con actividad antiinflamtoria, demostrada en
estudios in vitro e in vivo. LPME disminuyd significativamente la produccion de NO y
TNF-a en macréfagos RAW 264.7 estimulados por LPS asi como las expresiones génicas
de iNOS y TNF-a. lIgualmente, LPME redujo las expresiones de otros genes
proinflamatorios como IL-1B, IL-6 y COX-2 y disminuyd el edema producido en un
modelo inflamatorio de rata, de manera dependiente de la dosis y del tiempo, en
niveles similares a los de las drogas antiinflamatorias propionato de clobetasol y

diclofenaco (Fangkrathok, Junlatat et al. 2013).

Un extracto de P. florida, compuesto por flavonoides y otros compuestos
fendlicos, hidratos de carbono, aminoacidos y alcaloides, demostrd resultados
similares al disminuir significativamente edemas inducidos por carragenina

(Ganeshpurkar and Rai 2013).

L. edodes y dos variedades de A. bisporus también ejercieron efectos
antiinflamatorios al inducir la superproduccién, in vitro, de IL-23 en la linea J.744.1 de
monocitos de ratén e in vivo, en un modelo de colitis aguda inducida. Igualmente
Agaricus brasiliensis, en bajas dosis atenuaba la inflamacién pulmonar (Croccia, Lopes
et al. 2013). A partir de este hongo, se aislé su metabolito secundario, agaricoglicérico,
y se demostré que su administracion en ratones alimentados con altos niveles de
sacarosa, era capaz de restablecer la disfuncion metabdlica, disminuyendo las
citoquinas inflamatorias mediante la via NF-kB (Yu, Han et al. 2013). Otros compuestos
asilados de otras especies, como davallialactona de Inonotus xaranticus, también

poseen efectos antiinflamatorios (Yang, Lee et al. 2013).
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Aunque se ha demostrado la presencia de compuestos con actividad antiinflamatoria
en algunos hongos, la mayoria de los trabajos se han limitado a unas pocas especies, en
general, aquellas que tradicionalmente han sido mds apreciadas por sus propiedades
medicinales que por sus propiedades nutritivas, a excepcion de A. bisporus. Sin embargo, el
contenido en compuestos bioactivos presentes en los hongos comestibles abre un gran campo
de trabajo en la busqueda e identificacidn de nuevos agentes terapéuticos con posibles efectos

antiinflamatorios.
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I.V. JUSTIFICACION DEL TRABAJO

Desde hace un par de décadas, la preocupacién de la poblacién por la nutriciéon
ha ido aumentando en paralelo a la divulgacion de las evidencias cientificas que
relacionan dieta y salud. Un reciente estudio conjunto de la OMS y la FAO ha
demostrado que diversos aspectos nutricionales, junto con otros relacionados con el
estilo de vida son los principales factores de riesgo modificables en relacién con el
desarrollo de algunas enfermedades no transmisibles como el cancer, las
enfermedades cardiovasculares, la diabetes tipo 2, la obesidad, la osteoporosis, entre
otras. Esta situacion se ha traducido en un aumento de la bisqueda de alimentos que
contengan compuestos funcionales con efectos en la prevencion o en el tratamiento

de enfermedades.

En este sentido, los hongos medicinales tienen una larga trayectoria a lo largo
de la historia como remedio para una gran variedad de enfermedades. Por otro lado,
los hongos comestibles han sido muy valorados por su composicion nutricional puesto
gue constituyen una buena fuente de proteinas, vitaminas, minerales y fibra a la vez
gue presentan bajos contenidos caldricos y lipidicos. Mas recientemente el interés se
ha centrado en su composicién funcional, considerando a los hongos como una fuente
de compuestos bioactivos de diferente naturaleza, que les confieren demostrados
efectos beneficiosos para la salud: antibacterianos, antivirales, inmunomodulatorios,
inmunodepresivos, antialérgicos, hipocolesterolémicos, hipoglicémicos y
antiinflamatorios. Algunos de estos efectos han sido profundamente estudiados, sin
embargo, la capacidad antiinflamatoria de los hongos comestibles, por el momento, no

lo lo ha sido tanto.

Por otro lado, se estd demostrando cada vez mds que los procesos
inflamatorios crénicos, para los que aun no existen tratamientos efectivos, estan
involucrados en el desarrollo de varias enfermedades que afectan a gran parte de la

poblacién como enfermedades cardiovasculares, obesidad, diabetes, enfermedades
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neurodegenerativas e incluso cdncer, por lo que una busqueda de compuestos
antiinflamatorios de origen natural, estd cobrando gran interés. Una de estas
patologias crénicas, con incidencia creciente en los paises desarrollados, es la

enfermedad inflamatoria intestinal.

Entre los compuestos bioactivos naturales que se estan estudiando, destacan
los compuestos fendlicos con una gran variedad de efectos demostrados. En el
presente trabajo se propone estudiar la composicion fendlica de varias especies de
hongos comestibles comunmente consumidos en nuestro pais, asi como el potencial
efecto antiinflamatorio de los mismos. Para ello se obtendran extractos metandlicos
ricos en compuesto fendlicos cuya capacidad antiinflamatoria se ensayard en una linea

celular de macréfagos y en un modelo in vitro de inflamacion intestinal.

Este trabajo plantea demostrar la presencia de compuestos fendlicos en los
hongos comestibles con capacidad antiinflamatoria y pretende ser el punto de partida
para el estudio de los hongos comestibles como fuente de agentes antiinflamatorios
gue puedan ser incluidos como parte de nuestra dieta, o se puedan utilizar para el
desarrollo de suplementos alimenticios, con el fin de contribuir a mejorar e incluso
prevenir los procesos inflamatorios, en general y la inflamacidon intestinal, en

particular.
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Objetivos

El presente trabajo cuenta como objetivos generales:

Obtener vy caracterizar extractos metandlicos ricos en compuestos fendlicos
a partir de varias especies de hongos comestibles.

Evaluar in vitro la capacidad antioxidante y la actividad antiinflamatoria de
extractos metandlicos de hongos comestibles ricos en compuestos fendlicos.
Estudiar el potencial efecto antiinflamatorio de los extractos en la

inflamacion intestinal.

Para ello se plantearon los siguientes objetivos particulares:

Obtener extractos metandlicos, ricos en compuestos fendlicos, a partir de

distintos hongos comestibles.

Valorar el contenido total de compuestos fendlicos en dichos extractos.

Analizar el perfil de compuestos fendlicos presentes en los extractos.

Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos:

0 Valorar la capacidad de absorcién de radicales de oxigeno de los
extractos metandlicos de hongos comestibles ricos en

compuestos fendlicos.

Estudiar la relacion existente entre capacidad antioxidante y contenido en

compuestos fendlicos de los extractos.

Evaluar la actividad antiinflamatoria de los extractos en una linea celular de

macrofagos RAW 264.7:

0 Valorar el efecto de los extractos sobre la produccion de
mediadores inflamatorios: NO y citoquinas en células RAW 264.7

activadas con LPS.
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0 Valorar el efecto de los extractos sobre la expresion de distintos
genes implicados en los procesos inflamatorios en células RAW

264.7.

Evaluar el posible efecto antiinflamatorio en una linea de células epiteliales

intestinales Caco-2:

0 Valorar el efecto de los extractos sobre la liberacion del

mediador inflamatorio NO en células Caco-2 estimuladas.

0 Valorar el efecto de los extractos en la expresion de distintos

genes inflamatorios en células Caco-2 estimuladas.

Estudiar la relacién existente entre actividad antiinflamatoria de los extractos y

el contenido fendlico de los mismos.
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111.1. HONGOS COMESTIBLES
Se utilizaron los cuerpos fructiferos de diferentes especies de hongos:

* Agaricus bisporus

* lactarius deliciosus

* Cantharellus cibarius

e Pleurotus ostreatus

* Boletus edulis

e Calocybe gambosa

e Hygrophorus marzuolus

* Craterellus cornucopioides

De ellas, 5 especies se obtuvieron de distribuidores comerciales de la zona: A.
bisporus, P. ostreatus, B. edulis, C. cibarius y C. cornucopioides; el resto, L. deliciosus, C.

gambosa e H. marzuolus se recolectaron en areas locales.

Figura 11. A. bisporus Figura 12. L. deliciosus
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Figura 13. C. cibarius Figura 14. P. ostreatus

Figura 15. B. edulis Figura 16. C. gambosa

Figura 17. H. marzuolus Figura 18. C. cornucopioides

84



Materiales y métodos

111.1.1. Tratamiento de las muestras

Tras la recepcion de las muestras se procedid a su registro y etiquetado. A
continuacion los hongos se limpiaron, trocearon, congelaron a -20 °C y se sometieron a
un proceso de desecado mediante liofilizacién en un liofilizador marca Telstar, modelo

Cryodos.

La liofilizacidon es un método de desecacion basado en la eliminacién del agua
congelada del producto por sublimacion del hielo en condiciones de vacio. Las
muestras congeladas se someten a una atmdsfera de muy baja presiéon y el agua, en
estado sélido, pasa directamente a estado gaseoso sin pasar por estado liquido
(sublimacién). Se trata de una técnica mas lenta y costosa que otros métodos
tradicionales de secado, sin embargo, al evitar el calor, se consigue una preservacién
de la estructura molecular del producto liofilizado que se traduce en el mantenimiento

de sus propiedades (Baxter 1999).

Una vez liofilizado el material se redujo a polvo en un molinillo (marca lka, modelo

M20), se envaso al vacio y se conservd a -20 °C hasta el momento de su utilizacién.
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l1.2. OBTENCION Y VALORACION DE EXTRACTOS METANOLICOS DE HONGOS
COMESTIBLES

111.2.1. Materiales y reactivos

Para la obtencidn de los extractos metandlicos de hongos comestibles se

emplearon los siguientes materiales:

e Balanza de precisién, marca DENVER INSTRUMENT, modelo SI-64

e Centrifuga, marca Hettich, modelo MIKRO 320R

¢ Concentrador de muestras, marca Stuart, modelo SBH 130D/3

e Cartuchos de extraccion, marca WATERS, modelo OASIS

e Placa calefactora con agitacion, marca JP Selecta, modelo AGIMATIC-E
¢ Vortex, marca Scientific Industries Inc., modelo G560E

e Espectrofotémetro, marca Jenway, modelo 6305

¢ Mili-Q, marca Milipore, modelo Advantage

Y los siguientes reactivos:

e Metanol (VWR)

e Agua Milli-Q (agua obtenida del aparato Milli-Q Advantage A10)
e Acido acético (Chromanorm, VWR)

» Acido gélico (Merck)

e Folin Ciocalteu (Merck)

e Carbonato de sodio (VWR)
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111.2.2. Obtencion de extractos
111.2.2.1. Extraccion

Para la obtencién de extractos ricos en compuestos fendlicos se realizaron
sucesivas extracciones metandlicas a partir del polvo de hongos. Se utilizd como
disolvente MeOH, debido a que es una molécula polar que extrae muy bien los
compuestos deseados y a que es una molécula pequena, con un punto de ebullicion de

65 °C y por tanto facil de eliminar.

Procedimiento: A partir de 0,10 g de polvo de hongo se afiadia un volumen de
2 mL de MeOH, y se mantenia en agitacién a 65 °C al bafio maria durante 24 horas.
Posteriormente, se centrifugaba a 4000 r.p.m. durante 10 minutos a 10 °C y se
recogian los sobrenadantes. Estos se mantenian en refrigeracion a 4 °C. Los residuos
solidos se sometian a una reextraccion, para lo cual se afiadian 3mL de MeOH,
calentando al bafio maria a 65 °C con agitacién durante 6 horas. Finalmente, los
sobrenadantes de dicha reextraccion se juntaban con los de la primera extraccién, y se
concentraban en un concentrador mediante flujo de nitrégeno sobre la superficie,
hasta un volumen final de 0,5mL, obteniéndose asi extractos metandlicos de las

distintas especies de hongos con una concentracion de 200 mg de hongo/mL.
111.2.2.2. Purificacion

La purificacion de los extractos metandlicos obtenidos se llevd a cabo mediante
Extraccion en Fase Sdélida (SPE). Esta técnica se basa en el paso de la muestra por una
columna SPE que contiene un lecho absorbente de particulas gruesas, sostenido entre
dos discos porosos. La fase sélida posibilita la preconcentracion de la muestra
minimizando el riesgo de su pérdida o contaminacién. El compuesto de interés aparece

retenido y los contaminantes e impurezas de la matriz se eluyen.
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La extraccién en fase sdlida consta de 5 etapas:

1. Activacion.- Consiste en la utilizacion de un solvente orgéanico para

humidificar la fase.

2. Acondicionamiento.- La fase estacionaria se acondiciona con el mismo

solvente que la matriz.

3. Retencidn.- Los compuestos de interés se retienen en el absorbente,

entretanto, los contaminantes, impurezas y la matriz se eluyen y desechan.

4. Eliminacion de interferencias.- Mediante el empleo de un solvente o varios
de fuerza creciente, se eliminan los contaminantes del absorbente hasta

gue finalmente sélo quedan retenidos los analitos deseados.

5. Elucién.- Empleando eluyente adecuado, se consigue que los analitos

eluyan, finalizando asi la extraccién de los mismos.

1 2 3 4 5
Lavado de
Activacion Acondicionamiento Retencion interferencias Elucion
® @
@=Analitos

=Matriz
@ =5olvente de lavado
=Eluyente

Figura 19. Esquema de las 5 etapas de la extraccion en fase sdlida
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Los extractos obtenidos se purificaron mediante el empleo de cartuchos de
extraccién OASIS® MAX de Waters, que estan especialmente disefiados para la
extraccién de compuestos cuyo pKa sea 2-8. Se trata de una SPE mixta que utiliza dos
modos de retencion (de fase inversa y de intercambio de iones) para aislar
selectivamente compuestos acidos y las interferencias, lo cual proporcionan una

mayor sensibilidad (OASIS® simple extraction Products) (Waters 2014).
Procedimiento:

* Se acondicionan los cartuchos mediante el paso por gravedad de 6 mL

de MeOH (0,1% ac. acético).

e Se equilibran los cartuchos mediante el paso de 6 mL de H,0 (0,1% ac.

acético).

e Se diluyen las muestras en H,0 para reducir la concentracién del MeOH
al 5% (0,5 mL de extracto mas 9,5 mL de H,0) y se colocan en los

cartuchos dejandolas pasar por gravedad.

* Se lavan los cartuchos con 6 mL de agua con 5% de MeOH (0,1% ac.

acético).

e Se eluyen las muestras afiadiendo 2 mL de MeOH (0,1% ac. acétcio), en

dos series de 1 mL cada una, y se recogen los extractos.

* 50 pl se utilizan para la valoracion de polifenoles totales por el método

Folin-Ciocalteau, y el resto se conservan a -20 °C.
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Acondicionamiento
6 mL MeOH (0,1% ac. acético)

J

Equilibrado
6 mL H,O (0,1% ac. acético)

4

Carga de la muestras
(0,5 mL Extracto + 9,5 ml H,0)

4

Muestra acida
cargada en
forma neutra o
ionizada

Bloqueo de
analito ionizado

Lavado en el intercambio
ionico y
6 mL HZO con 5% MeOH (opl% ac. aCétiCO) eliminacién de
salese

interferencia

J

Elucion
2 mL (ImL +1mL MeOH (0,1% ac. acético)

luciéon del analit
acido y retencion
de interferencias
hidrofébicas
acidas

Figura 20. Esquema del proceso de obtencidn de extractos por el método optimizado

oasis max
111.2.3. Valoracidén del contenido en compuestos fenélicos totales

Para la valoracién del contenido de compuestos fendlicos de los extractos se

empled el método Folin-Ciocalteu.

Este método se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes
oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molibdato y tungstato sédico, que
reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando complejos fosfomolibdico-
fosfotungstico (Peterson 1979). La transferencia de electrones a pH basico reduce los
complejos fosfomolibdico-fosfotingstico a éxidos de tungsteno (Wg0O,3) y molibdeno
(Mog033), cromégenos de color azul intenso, siendo proporcional este color al nimero

de grupos hidroxilo de la molécula (Julkunen-Tiitto 1985).
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Técnica

Se prepararon las muestras y el blanco, del siguiente modo:

Muestras: 50 pl muestra + 450 ul de MeOH; Blanco: 500 ul MeOH.
* Se afadian 100 pl del reactivo Folin Ciocalteu y esperaban 3 minutos.

e Se afadia 1,5 mL de carbonato de sodio al 20% y posteriormente 3mL
de H,0. Se agitaba y se mantenia 2 horas en oscuridad agitando cada 30

minutos.

» Se centrifugaba a 4000 r.p.m durante 10 minutos a 10 °C.

Lectura a 725 nm en un espectrofotometro Jenway 6305.

El contenido en compuestos fendlicos se midid en mg de equivalentes de
ac. galico/g hongo seco (mg GAE/g), a partir de una recta de calibracidn que se
construyd con acido galico. Partiendo de una solucion inicial de acido galico de
concentracién 1,162mg/mL, se realizaron diluciones en MeOH, de manera que las
concentraciones de los estandares utilizados fueron 0,1mg/mL, 0,05mg/mL,

0,025mg/mL, 0,0125mg/mL, 0,0625mg/mL. Las determinaciones se realizaron 6 veces.

111.2.4. Caracterizacion de los compuestos fendlicos presentes en los extractos

El andlisis de los compuestos fendlicos presentes en los extractos de hongos
comestibles se llevé a cabo en el laboratorio de quimica analitica del Centro para la

Calidad de los Alimentos por la Dra. Villares.

111.2.4.1. Reactivos y equipos

Se utilizé un equipo de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) Alliance
2695 (Waters) que contiene un modulo de separaciéon (Waters 2695), con calentador

de columna e inyector automatico y un detector fotodiodo array (Waters 2998)
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acoplado en linea con un detector de fluorescencia multi longitud de onda (Waters

2475).
Ademas se utilizaron los siguientes reactivos:

e Columna Cyg de fase reversa de 75 mm y 4,6 mm de didametro interno, tamafio

de particula 3,5 um, (Symmetry, de Waters)
e Agua MilliQ (agua obtenida del aparato Milli-Q Advantage A10)
e Acido acético (Chromanorm, VWR)
e Acetonitrilo (VWR)
e Estandares:
0 Catequina (Sigma Chemical Co)
0 Acido cindmico (Sigma Chemical Co)
0 Acido gélico (Merck)
0 Acido homogentisico (Aldrich)
0 Acido p-hidroxibenzoico (Aldrich)
0 Acido protocatécuico (Sigma Chemical Co)
0 Pirogalol (Sigma)
0 Acido caféico (Sigma Aldrich)
0 Acido clorogénico (Aldrich)
0 Acido p-cumarico (Sigma)
o Acido ferulico (Fluka)

0 Acido gentisico (Sigma Chemical Co)
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0 Miricetina (Extrasynthése)
0 Naringina (Sigma Chemical Co)

Para la separacion de los distintos compuestos fendlicos se utilizdo el método
previamente descrito por Kim et al. (Kim, Seguin et al. 2008). Se empled una columna
de fase reversa Cy3 termostatizada a 25 °C. El volumen de inyeccidn de la muestra fue
de 10 pL. La velocidad de flujo fue de 1 mL/min y la fase mdvil empleada consistia en
0,1% de acido acético en agua como solvente A y acetonitrilo como solvente B. Se
utilizé un gradiente que comenzaba con 100% de solvente A, para obtener 5% de
solvente B en 2 minutos, 40% de B en 20 minutos y 80% de B en 22 minutos. Los
compuestos fendlicos fueron identificados en base a sus tiempos de retencidn,
comparandolos con los de los estandares correspondientes. Para la cuantificacidon se
elaboraron curvas de calibracién con los diferentes estandares (r? >0,99) recogiendo
la absorbancia a 280 nm para catequina, acido cindmico, acido galico, acido
homogentisico, acido p-hidroxibenzoico, acido protocatécuico y pirogalol; y a 320 nm
para acido caféico, acido clorogénico, acido p-cumarico, acido ferulico, acido gentisico,

miricetina y naringina.

111.2.5. Capacidad antioxidante de los extractos

La valoracién del poder antioxidante se basa en la valoracion de la reduccién
del dafio oxidativo producido por un agente oxidante a un sustrato oxidable, como
consecuencia de la presencia de un antioxidante. Dicha inhibicién es directamente

proporcional a la actividad antioxidante del compuesto que se valora.

La actividad antioxidante in vitro se puede determinar por distintos métodos

(Cao and Prior 2001):
¢ Potencial antioxidante total (TRAP)
e 2,2-difenil-1-picrilhidracilo hidrato (DPPH)

e Acido 2,2 -azino-bis(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfénico (ABTS)
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® Reduccidn del hierro - Poder antioxidante (FRAP)
¢ Capacidad de absorcion del radical de oxigeno (ORAC)

El método que se utilizd para la valoracién del poder antioxidante de los

extractos metandlicos de setas comestibles, fue el método ORAC.

Este método que proviene del originalmente descrito por Glazer (Glazer 1990),
se basa en la medicién del descenso de la fluorescencia que la proteina ficoeritrina-
(B-PE) emite debido a la interaccién con radicales libres presentes en el medio, que

dafan su estructura.

En presencia de sustancias antioxidantes, ese descenso de fluorescencia queda
reducido, debido a que dichos antioxidantes captan los radicales, protegiendo asi a la

proteina B-PE.

El método ORAC fue recientemente mejorado gracias a la sustitucion de la
proteina B-PE por fluoresceina (Ou, Hampsch-Woodill et al. 2001), de manera que
ciertos inconvenientes como la pobre fotoestabilidad de B-PE y las interacciones de
ésta con ciertos compuestos como los compuestos fendlicos, fueron solucionadas
(Frankel and Meyer 2000). En este trabajo se siguid el protocolo descrito por Davalos

(Davalos, Gomez-Cordoves et al. 2004).
Técnica:

Se realizé una recta de calibrado usando como antioxidante estandar Trolox,
analogo hidrosoluble de la vitamina E. Para ello se utilizaron diluciones de una
solucion de Trolox en PBS, para obtener las siguientes concentraciones: 1, 2, 3, 4, 5, 6,

7y 8 uM.

Se realizaron distintas diluciones de las muestras en PBS 75 mM (pH 7,4) para
gue las mediciones de las mismas se encuentren en el mismo rango que las del agente

utilizado como referencia (Trolox).
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Tabla 7. Tabla de diluciones de las muestras empleadas para la determinacién de

poder antioxidante mediante el método ORAC

Hongo Diluciones
A. bisporus 1/50, 1/75, 1/100, 1/200, 1/300, 1/400
L. deliciosus 1/25,1/50, 1/75, 1/100, 1/150, 1/200
C. cibarius 1/50, 1/75, 1/100, 1/200, 1/300, 1/400
P. ostreatus 1/25,1/50, 1/75, 1/100, 1/150, 1/200
B. edulis 1/50, 1/75, 1/100, 1/200, 1/300, 1/400
C. gambosa 1/50, 1/75, 1/100, 1/200, 1/300, 1/400
H. marzuolus 1/25, 1/50, 1/75, 1/100, 1/150, 1/200
C. cornucopioides 1/50, 1/75, 1/100, 1/200, 1/300, 1/400

* En una placa negra de 96 pocillos se afiadian 20 pL/pocillo de los

estandares, las muestras y blancos (PBS).

* Se afiadia a cada pocillo 120 uL de solucién de fluoresceina (70 nM) en

PBS.
* Incubacién de 10 min a 40 °C.

* Se afadian 60 pL de una solucion de 2,2’-azobis (2-amidinopropano)

dihidrocloruro (AAPH) en PBS a una concentracion final de 12 mM.

* Se leia la fluorescencia emitida por la fluoresceina cada minuto durante
80 minutos, previa agitacion, en un lector de placas FLUOstar Omega de

BMG LABTECH.
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Todas las reacciones se realizaron por duplicado y en tres ensayos distintos

para cada muestra.

Los datos sin procesar fueron exportados desde el software Fluostar Galaxy a
una hoja de Excel (Microsoft, Roselle, IL) para los cédlculos posteriores. En primer lugar,
las curvas de las muestras (fluorescencia frente a tiempo) fueron primero normalizadas
con las correspondientes curvas del blanco, multiplicando los datos originales por el
factor de fluorescenciapjancot=o/fluorescenciamyestrat=o. A partir de las curvas
normalizadas, se calculd el area bajo la curva de decaimiento de la fluorescencia (AUC)

mediante la siguiente formula:

AUC = 1+ f/fy

i=1

Donde fy es la lectura de fluorescencia inicial a 0 minutos y f; es la lectura de
fluorescencia en el tiempo i.

Después el AUC neta correspondiente para cada muestra, se calculd restando
las AUC correspondientes al blanco. Posteriormente se calcularon para todas las
muestras, las ecuaciones de regresion entre el AUC y la concentracion neta
antioxidante, mediante el empleo de la curva estandar. De manera que X es la

capacidad antioxidante e Y el valor AUC neta de cada muestra.

Por ultimo los resultados finales se expresaron en pmol equivalentes de

Trolox/g de hongo (umol TE/g).
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111.3. MODELO EXPERIMENTAL: LINEAS CELULARES
111.3.1. Equipos de cultivo celular

Para los trabajos realizados con cultivos celulares se utilizaron una serie de

equipos especificos:

- Cabina de flujo laminar vertical, marca TELSTAR, modelo TELSTAR BV-100 1,5M.
Es una cabina de seguridad bioldgica tipo Il de flujo laminar vertical y provista
con filtro HEPA < 0,3 um. 15 Minutos antes de comenzar a operar en ella, se
limpiaba mediante la pulverizacion de etanol al 70% sobre su superficie y todos
los materiales eran puestos en su interior. Posteriormente, una vez terminada
su utilizacion, se procedia a su limpieza mediante la pulverizaciéon de etanol al
70% sobre su superficie. Finalmente se proyectaba sobre ella luz ultravioleta de

254 nm hasta el siguiente momento de su utilizacién.

Figura 21. Cabina de flujo laminar TELSTAR BV-100 1,5M, utilizada para los trabajos realizados

con cultivos celulares
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Incubadores de CO,, temperatura y humedad, que proporcionan a las células
las condiciones dptimas para su cultivo. Los cultivos celulares se realizaron en
dos incubadores: la linea celular RAW 264.7 se cultivé en un incubador HEAL
FORCE, modelo HF160W, y la linea celular Caco-2 en otro SL Shel lab, modelo
CO,.

Microscopio éptico con contraste de fases que permite observar células sin
colorear. Aprovechan las pequenas diferencias de los indices de refraccién en
las distintas partes de una célula o tejido, de modo que las partes oscuras
corresponden a las porciones densas; y las claras a las menos densas. Se

utilizaron dos tipos de microscopios épticos distintos:

. Microscopio binocular gama G, (EUROMEX, modelo GE 3030) para los

contajes celulares en camara de Neubauer.

Se trata de un microscopio vertical, con el que, tras tincién por azul

tripan (1:1), se llevaron a cabo los contajes celulares en la cdmara de Neubauer.

. Microscopio invertido (VWR, modelo IT 400) con camara DV-2B, para la

observacion y fotografia de cultivos celulares en flasks, placas de cultivo, etc.

El microscopio invertido, presenta la particularidad de que posee la
mayoria de sus componentes al revés, tan sdlo el tubo binocular estd en la

posicion habitual.
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Figura 22. Microscopio invertido IT 400 de VWR con camara DV-2B

Este tipo de microscopios permite la observacién de células en cultivo sin
necesidad de realizar una preparacién previa de las muestras. La observacion de las
muestras se produce a través de los recipientes donde las células estan siendo
cultivadas, tanto de plastico como de vidrio (flasks y placas de cultivo, placas de Petri,

etc.).

- Camara de Neubauer o hemocitometro. Se utiliza para realizar los recuentos
celulares. Se trata de un portaobjetos especial, que cuenta con dos depresiones
de 0,1 mm® o 10® mL en las que presenta una cuadricula con cuatro
cuadrantes. Una vez hecho el recuento, se calcula la media de las células de los
cuatro cuadrantes y se multiplica por 10* (ya que la capacidad de las
depresiones es de 10“mL) y por el factor de dilucién empleado para obtener n2

de células/mL.
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- Neubauer
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Figura 23. Cdmara de Neubauer (izquierda) y vista ampliada de una de las dos depresiones
gue contiene la cuadricula con los cuatro cuadrantes donde se realiza el contaje celular

(derecha)
111.3.2. Materiales y reactivos

Ademas de equipos especificos se utilizaron distintos materiales también

especificos para cultivos celulares:

- Flasks o frascos de cultivos celulares. Se utilizaron para el mantenimiento de los
cultivos celulares durante los sucesivos subcultivos. Para la linea celular RAW
264.7 se utilizaron flasks de 75 cm? mientras gue para el caso de Caco-2, de 175
cm’.

- Paralos diferentes ensayos se utilizaron distintos tipos de placas de cultivo:

0 Placas de 96 pocillos (marca Falcon) para los ensayos de citotoxicidad,
produccién de NO y citoquinas.

0 Placas de 48 pocillos (marca Costar) para las valoraciones de NO en
sobrenadantes de la linea celular Caco-2.

0 Placas de 6 pocillos (marca Costar) para los estudios de expresion génica
en ambas lineas celulares.

- Tanque de nitrégeno liquido, marca Arpege, modelo Arpege 110, para la

conservacion de los stocks celulares a -196 °C de temperatura.
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Para la realizacion de los cultivos celulares se emplearon los siguientes

reactivos:

- Medio de cultivo Dulbecco’s modified Eagle’s médium (DMEM), de SIGMA

- Suero fetal bovino (FBS), de SIGMA

- Penicilina y estreptomicina, de SIGMA

- Tripsina-EDTA, de SIGMA

- L-glutamina, de SIGMA

- Aminoacidos no esenciales, de SIGMA

- DMSO, de VWR

- Solucidon de Colageno tipo 1 de piel de becerro, de SIGMA

111.3.3. Linea celular RAW 264.7

Para este trabajo se utilizd la linea celular RAW 264.7 que se obtuvo de la

ECACC (Coleccion europea de cultivos celulares).

Se trata de una linea celular de raton que expresa propiedades de macréfagos.
Fue clonada por Raschke et al., a partir de ascitis de un tumor, inducido por la
inyeccion intraperitoneal del virus de leucemia Abelson (A-MuLV), en un ratén macho

BAB/14 (Raschke, Baird et al. 1978).

Los macréfagos componen una de las primeras lineas de defensa y representan
uno de los tipos celulares mds importantes en la inflamacion. Por ello, constituyen un
excepcional sistema para investigaciones in vitro sobre la respuesta inflamatoria, asi
como para la evaluacion del potencial antiinflamatorio tanto de farmacos como de

productos naturales.
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Figura 24. Fotografia de la linea celular RAW 264.7

Cultivo de RAW 264.7

La linea celular RAW 264.7 se cultivdo en medio de cultivo Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM), suplementado con 10% de FBS inactivado, 100 U/mL de
penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina. El cultivo celular se mantuvo en un
incubador de CO, a 37 °C, con un 5% de CO,y una humedad relativa del 95%,

mediante sucesivos subcultivos.

Al mismo tiempo que se realizaba el mantenimiento del cultivo celular, se
preparé un stock de células en distintos pases, que se mantienen congeladas en

nitrégeno liquido.
Medio de cultivo

El medio de cultivo ademas de aportar a las células los nutrientes principales
(hidratos de carbono, aminoacidos, péptidos y proteinas, acidos grasos y lipidos, sales
inorgdnicas, vitaminas, minerales), suministra una serie de condiciones fisico-quimicas
(pH, viscosidad, temperatura, osmolaridad) imprescindibles para el crecimiento

celular.
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En el presente trabajo se utilizé el medio de cultivo DMEM, cuya composicién

se muestra en la tabla.

Tabla 8. Composicion del medio de cultivo DMEM

COMPONENTES Peso Molecular Concentracion Molaridad (mM)
(mg/L)
Glicina 75 30 0,400
Hidrocloruro de 211 84 0,398
L-Arginina

L-Cistina 2HCI 313 63 0,201
L-Glutamina 146 584 4,00
Hidrocloruro de 210 42 0,200

L-Histidina-H,0

L-Isoleucina 131 105 0,802
L-Leucina 131 105 0,802
Hidrocloruro de 183 146 0,798
L-Lisina
L-Metionina 149 30 0,201
L-Fenilalanina 165 66 0,400
L-Serina 105 42 0,400
L-Treonina 119 95 0,798
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Tabla 8 continuacion

L-Triptéfano 204 16 0,0784

L-Tirosina dihidrato 261 104 0,398

de sal disddica

L-Valina 117 94 0,803
Cloruro de Colina 140 4 0,0286
Pantotenato 477 4 0,00839
D-Calcico
Acido Félico 441 4 0,00907
i-Inositol 180 7,2 0,0400
Niacinamida 122 4 0,0328
Hidrocloruro de 206 4 0,0194
Piridoxina
Riboflavina 376 0,4 0,00106
Hidrocloruro de 337 4 0,0119
Tiamina
Cloruro Calcico 111 200 1,80
(Cacl,) (Anhid)
Nitrato Férrico 404 0,1 0,000248

(Fe(NO3)3""9H20)

Sulfato de Magnesio 120 97,67 0,814
(MgS0,) (Anhid)
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Tabla 8 continuacion

Cloruro Potasico 75 400 5,33
(KCl)
Bicarbonato Sddico 84 3700 44,05
(Nch03)
Cloruro Sadico 58 4750 81,90
(Nacl)
Fosfato Sadico 138 125 0,906

Monobasico

(NaH,PO,-H,0)

D-Glucosa (Dextrosa) 180 4500 25,00

HEPES 238 5958 25,03

Suero fetal bovino

Para que las células en cultivo se multipliqguen en medios sintéticos necesitan
gue dicho medio sea suplementado con suero o factores de crecimiento. El suero
aporta al medio hormonas y factores estimulantes del crecimiento, factores de
adherencia y extensidn, proteinas transportadoras, aminoacidos, hidratos de carbono,
lipidos, vitaminas, minerales y elementos traza (Ca, Fe, Cu, Se..). Ademas, inactiva
enzimas proteoliticas, tampona el medio de cultivo y aumenta la viscosidad del mismo
originando un efecto protector frente al pipeteo, congelacion, agitacion, raspadores,

etc.

En este trabajo se empled FBS, que es uno de los mas utilizados por sus
caracteristicas: pobre en anticuerpos, pobre en lipidos, rico en factores de crecimiento,

tiene bajo riesgo de contaminacion y se puede usar para todos los tipos celulares.
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Composicion del suero fetal bovino

. Hormonas y otros factores de crecimiento (nepidermina, insulina, hormonas

tiroideas...)
Factores de adherencia y extensién (fibronectina y vitronectina)

Componentes de la matriz extracelular (laminina, glicosaminoglicanos,

colageno...)

Proteinas transportadoras (transferrinas, albumina...)

Lipidos (ac. linoléico, fosfolipidos, colesterol...)

Vitaminas

Minerales (Cu, Fe, Se, Zn...)

Nutrientes y metabolitos

Otras sustancias (sustancias detoxificadoras, inhibidores de proteasas...)
Inactivacion del complemento

El FBS se mantenia congelado y se sometia a un proceso de
descomplementacion antes de su uso. Para ello se descongelaba el suero a 4 °Cy se
incubaba en un bafio a 56 °C durante 30 minutos, agitando regularmente, después se

enfriaba rapidamente en hielo y se alicuoteaba.

Al calentar a 56 °C, se consigue que el factor C3 del complemento se destruya,
lo cual disminuye la toxicidad, puesto que evita las uniones antigeno-anticuerpo,
perjudiciales para las células. Ademas se reduce el riesgo de contaminaciones y se

destruyen proteasas y otros enzimas (como LDH, por ejemplo).
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Elaboracion de un stock de células congeladas

Con los sucesivos pases las células van perdiendo sus caracteristicas de manera
gue van perdiendo su capacidad de respuesta frente a estimulos. Por ello, no se
pueden utilizar células que hayan sufrido un elevado nimero de pases, por lo que es
imprescindible disponer de un stock de reserva de células congeladas en el mismo

pase.

Se elabord un stock de células RAW 264.7 entre los pases 16 y 18, que se

conservaron a -196 °C por inmersién en tanque de nitrégeno liquido.

Durante la congelacién, las células pueden sufrir dafios celulares debidos a
variaciones de la presion osmética, formacién de cristales, cambios de pH,
desnaturalizacion de las proteinas, deshidratacion, etc. Para evitarlo, se realizd una
congelacién lenta (descenso de temperatura inferior a 1 °C/min) y ademas se afiadio
DMSO como agente protectory FBS con el fin de aumentar la viscosidad del medio de

cultivo, aumentando asi la proteccion de las células frente a la congelacion.

Las células de cultivos que se encontraban en fase exponencial de crecimiento,
se despegaban y se resuspendian en medio de cultivo conteniendo 10% DMSO y
25% de FBS a una concentracion entre 0,7x10°-1,5x10° células/mL y se congelaban en

criotubos (VWR).

Para llevar a cabo la congelacion lenta, los criotubos se introducian en un
recipiente que contenia alcohol isopropilico (Mister Frosty, marca Nalgene) y se
mantenian a -80 °C durante 24 horas. Después, los criotubos se introducian en el

tanque de nitrégeno liquido para una dptima conservacion a largo plazo.
Descongelacion de las células

La descongelacion de las células, se realizaba rapidamente para preservar su
integridad. El criotubo se introducia en un bafio previamente calentado a 37 °C, y se

mantenia en agitacion durante unos 2 minutos. Posteriormente y para evitar el dafio
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celular que el agente protector DMSO puede ocasionar, eran diluidas con medio de
cultivo fresco. Finalmente se reservaban 50 uL para valoracién del rendimiento y el

resto se sembraban en un flask de cultivo de 5 cm?.
Subcultivos

La linea celular se mantenia mediante subcultivos que se realizaban una vez a la
semana cuando las células habian alcanzado el 80-90% de confluencia en cada pase.
Para ello se despegaban por métodos mecanicos con ayuda de un raspador, se
recogian mediante centrifugacion a 1160 r.p.m. durante 5 minutos, para después
resuspenderse en medio de cultivo fresco y realizar el contaje celular en una cdmara
de Neubauer. Para ello, se tomaba un volumen de 20 pL de la suspensién celular y se
mezclaba con 20 plL de una solucién de azul tripan. Este, es un colorante muy utilizado
en contajes celulares en los que se pretende diferenciar células vivas de muertas.
Penetra en las membranas de las células muertas tifiéndolas, mientras que por el
contrario no es capaz de tefiir a las células vivas, puesto que las membranas de éstas
excluyen el colorante. Tras el contaje, en camara de Neubauer, se resuspendian en
medio de cultivo fresco y se diluian a la concentracion adecuada para su siembra en

frascos de cultivo de 75 cm?(0,6x10° células).

Para los experimentos se utilizaron las células procedentes de no mas de 10

pases consecutivos.
Tratamientos

En primer lugar se valoraba la citotoxicidad de los extractos a distintas dosis

con el fin de determinar la dosis de trabajo.

Una vez establecida la dosis de trabajo, se valoré la capacidad antiinflamatoria
de los extractos sobre macrdofagos RAW 264.7 estimulados con LPS. El LPS es un
componente de la membrana celular de bacterias Gram negativas, que activa a los

macrofagos, haciendo que se inicien varias cascadas de sefalizacion que conducen a la
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secrecion de citoquinas proinflamatorias, moléculas de adhesion etc. como NO, TNF-q,
IL-6, etc. (Xagorari, Roussos et al. 2002). Para estudiar la capacidad antiinflamatoria de
los extractos se valoré la liberacién de NO y citoquinas en el sobrenadante del cultivo y

la expresidn génica de distintos genes inflamatorios.

Para los estudios de citotoxicidad se sembraron, en placas de 96 pocillos,
5x10%células/pocillo, mientras que para las valoraciones de NO y de citoquinas en
sobrenadante se emplearon 2x10’ células/pocillo, también en placas de 96 pocillos.
Las células se dejaban adherir al pocillo durante una noche y después se trataban con
los extractos de hongos durante 1 hora, posteriormente se estimulaban con 1 pg/mL
de LPS y tras 24 horas de estimulacién se recogian los sobrenadantes para la
valoracion de NO y citoquinas. El NO se determind inmediatamente tras la recogida de
los sobrenadantes en 50 pL y el resto se mantenia a -20 °C hasta su utilizacién para las

valoraciones de ILs y TNF-a.

Para los ensayos de expresion génica se sembraban 10° células/pocillo en
placas de 6 pocillos, se cultivaban durante una noche, se administraban los extractos y
tras una hora se llevaba a cabo la estimulacién con LPS. Transcurridas 6 horas desde la

estimulacion se procedia a la lisar las células para la extraccién de ARN.

Todos los tratamientos se realizaron por triplicado y al menos en 3
experimentos diferentes. En todas las placas destinadas para ensayos de citotoxicidad
y valoracion de mediadores inflamatorios en sobrenadante se incluian 3 pocillos que
no recibian ningun tratamiento y que se consideraban basales y otros 3 que sélo
recibian tratamiento con LPS. En el caso de las placas para ensayos de expresion
génica, se incluia un pocillo sin tratamiento (basal) y otro al que exclusivamente se le

afiadia LPS.
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Figura 25. Disefio experimental de los ensayos llevados a cabo con la linea celular de

macréfagos de ratéon RAW 264.7
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111.3.4. Linea celular Caco-2

Para el estudio de los efectos de los distintos extractos en células intestinales,
se empled un clon de la linea celular de adenocarcinoma de colon humano, establecida
por Fogh en 1977 (Fogh, Wright et al. 1977), la linea Caco-2. Dicha linea celular expresa
un fenotipo semejante al de los enterocitos, gracias a su capacidad para formar una
monocapa y diferenciarse (Hidalgo, Raub et al. 1989), lo cual la hace ideal para el

estudio de la fisiologia intestinal.

Los enterocitos regulan tanto el mantenimiento del éptimo estado de salud del
intestino, como la defensa del mismo. Son capaces de secretar mediadores
inflamatorios asi como de responder ante ellos, ademas de modular la permeabilidad

del epitelio intestinal.

Las células Caco-2 al crecer en cultivo lo hacen adheridas a un sustrato de modo
gue forman una monocapa. Al alcanzar el estado de confluencia, éstas se diferencian
de manera espontanea, constituyendo asi una monocapa polarizada que cuenta con
muchas de las caracteristicas funcionales y morfolégicas de las que poseen los

enterocitos maduros humanos (Hidalgo, Raub et al. 1989).

En este trabajo se utilizé el clon celular C2E, que fue donado por el equipo del
Dr. Schenider del Insitituto de Ciencias de la Vida (ISV) de la Universidad Catdlica de

Lovaina (UCL), Louvain-La-Neuve, Bélgica.
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Figura 26. Fotografia de la linea celular Caco-2

Cultivo de células Caco-2

El mantenimiento de la linea celular Caco-2 se realizé mediante continuos
subcultivos, en un incubador de CO,, que proporcionaba las condiciones dptimas para
su crecimiento: 37°C de temperatura, una atmdsfera con 5% de CO,y un 95% de

humedad relativa.

Para el cultivo de la linea celular Caco-2 se empleé el medio de cultivo
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) de SIGMA®, suplementado con 10% de
FBS inactivado, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, una solucién al

1% de aminodcidos no esenciales y con 1% de L-glutamina, todo ello de SIGMA®.

Se realizé un stock de células congeladas en nitrégeno liquido de igual modo al
que se procedid con la linea RAW 264.7, detallado anteriormente y a partir de las

células congeladas se mantenia el cultivo celular.
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Subcultivos

La linea celular se conservaba en cultivo continuo mediante sucesivos subcultivos
gue tenian lugar una vez a la semana, antes de que las células alcanzaran el 80% de la

confluencia total, se despegaban mediante tripsinizacion.
Tripsinizacion del cultivo celular

En este caso el despegado de las células se hace mediante la adiccién al cultivo de
la enzima proteolitica tripsina. Se trata de una proteasa pancredtica que rompe las
uniones peptidicas (grupos carboxilicos de lisina y arginina), permitiendo asi la
separacion y dispersion de las células del cultivo. Ademas de la enzima se suelen
emplear ciertos agentes quelantes (EDTA, EGTA, citrato) que eliminan los iones ca* y

Mg?* que favorecen las uniones entre las células.

Para el presente trabajo se utilizé una solucion de Tripsina-EDTA de la marca

Gibco BRL cuya composicion es:
. Tripsina, 5 g/I
.EDTA, 2 g/|
. Nacl, 8,5 g/l
.Sin Ca*y Mg*
El proceso de tripsinizacion y subcultivo fue el siguiente:
1. Se eliminaba el medio de cultivo del frasco.
2. Lavado del cultivo celular con 25 mL de PBS (2 veces).

3. Se anadia al frasco de cultivo celular 10 mL de Tripsina-EDTA y se agitaba

durante 30 segundos.
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Se retiraban 8 mL de Tripsina-EDTA de modo que en el frasco de cultivo sélo
queden 2 mL, asegurandose de que la Tripsina-EDTA tocara toda la superficie

del frasco de cultivo.

Se mantenia el frasco en el incubador de CO, durante 10 minutos agitandolo

periddicamente.

Se anadian rapidamente 18 mL de medio de cultivo completo para evitar el
dano que la tripsina puede ocasionar al cultivo celular y se pasaba todo el

contenido a un tubo de 50 mL.

Se pasaba la suspension de células por una jeringa dos veces para disgregar los

grupos celulares que pudieran haber quedado.
Contaje en cdmara de Neubauer mediante la tincion azul tripan.

Una vez realizado el contaje se sembraban 2,5x10° células en un nuevo frasco

de cultivo de 175 cm? con 50 mL de medio completo.

Para los experimentos se utilizaron células que se encontraban entre los pases

10y 30, a las que cada 2 dias se les renovaba el medio de cultivo.

Tratamientos

Para evaluar la posible citotoxicidad de los extractos metandlicos de hongos

sobre las células Caco-2, se sembraron las células en placas de 96 pocillos pretratadas

con 1% de colageno 1 hora, a una concentracién de 10* células/pocillo. Transcurridas

18 horas, se retiraba el medio de cultivo y se afiadian los extractos en medio de cultivo

fresco sin FBS. Finalmente, tras 24 horas de exposicién celular a los extractos, se

llevaban a cabo los ensayos de citotoxicidad MTT y LDH.

Para la valoracién del NO en sobrenadante, las células se sembraban en placas

de 48 pocillos, pretratadas con 1% de colageno durante 1 hora, en concentraciones de

3x10* células/pocillo. Transcurridos 15 dias, se afiadian los extractos y 1 hora mas
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tarde, se llevaba a cabo la estimulacion mediante la adiccion de un céctel inflamatorio
compuesto por: IL-1B (5ug/mL), TNF-a (10pg/mL), IFN-y (10pg/mL) y LPS (1pg/mL).
Finalmente, transcurridas 48 horas desde la estimulacion se procedia al ensayo de

valoracion del NO en sobrenadante.

Para los ensayos de expresidon génica, la siembra se realizd a concentraciones
de 10° células/pocillo en placas de 6 pocillos, pretratadas con 1% de coldgeno durante
1 hora. 15 Dias después se afiadian los extractos, para efectuar el pre-tratamiento de
las células con los mismos durante 1 hora. Posteriormente se estimulaban las células
afiadiendo a los pocillos el coctel inflamatorio, y finalmente, tras 6 horas de exposicidon

de las células a dicho cdctel, se iniciaban los estudios de expresion génica.
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Linea celular

15 Dias EXTRACTOS
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Figura 27. Disefio experimental de los ensayos realizados sobre la linea celular Caco-2
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111.4. VALORACION DEL EFECTO ANTIINFLAMATORIO DE LOS EXTRACTOS

I11.4.1. Ensayos de citotoxicidad

El ensayo MTT es uno de los mas empleados para estudios de citotoxicidad in
vitro. Se trata de una medida colorimétrica para la cuantificacion de células que se
utilizé para evaluar los efectos sobre la proliferacién y la viabilidad celular de los

extractos metandlicos de los hongos sobre las lineas celulares RAW 264.7 y Caco-2.

La técnica fue descrita por Mosmann en 1983 (Mosmann 1983) y se basa en el
andlisis de la actividad metabdlica celular. La sal soluble de bromuro de
3-(4,5-dimetiliazol-2 il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT), es transformada en cristales de
formazan mediante la actividad de la enzima de la cadena respiratoria mitocondrial
succinato-reductasa. Esta enzima se encuentra activa Unicamente en las células
viables, de manera que en el ensayo, el nimero de células vivas sera directamente

proporcional a la cantidad de formazdan producido.

Para estudiar la viabilidad de la linea celular Caco-2, se empled ademas, el
ensayo LDH (lactato deshidrogenasa). La LDH es una enzima estable que se encuentra
presente en el citosol de todas las células y cataliza la oxidacién del lactato a piruvato.
Ante un agente citotdxico, las membranas plasmaticas de las células muertas o
moribundas permeabilizan liberando al medio la LDH, de modo que el incremento en
la actividad LDH en el sobrenadante del cultivo, es proporcional al nimero de células

lisadas.
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1.4.1.1. Ensayos de citotoxicidad en la linea celular RAW 264.7

Para estudiar la citotoxicidad de las distintas dosis (0,5 mg/mL; 1 mg/mL; 2
mg/mL) de los extractos metandlicos de los hongos sobre la linea celular RAW 264.7,
se realizd el Ensayo MTT 24 horas después de la adiccion de los extractos y la

estimulacion con LPS.
Técnica

En primer lugar se desechaban los sobrenadantes del cultivo, y seguidamente
las células se incubaban con 200 pL de una solucién de MTT en medio de cultivo
incoloro a una concentracion de 500 pug/mL, durante 3 horas. En ese tiempo, las células
vivas, metabolizan el MTT transformdndolo en pequeiios cristales de formazan, un
derivado azul de este, gracias a la actividad enzimatica de sus mitocondrias (Ferrari,

Fornasiero et al. 1990).

Una vez transcurrida la incubacion, el sobrenadante se retiraba y los cristales
de formazan se disolvian en 200 uL de DMSO. Por ultimo, se leia la absorbancia a una
longitud de onda de 570 nm mediante lector de placas FLUOstar Omega de BMG
LABTECH.

La absorbancia es proporcional al nimero de células viables presentes en el
cultivo. El valor obtenido para las células tratadas con LPS se tomd como referencia
(100% de viabilidad) y a partir de él se calculd el % de viabilidad de las células

expuestas a los distintos extractos.
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111.4.1.2. Ensayos de citotoxicidad en la linea celular Caco-2

La citotoxicidad de las distintas dosis (0,05 mg/mL; 0,1 mg/mL; 0,5 mg/mL; 1
mg/mL; 1,5 mg/mL; 2 mg/mL) de los extractos de hongos sobre la linea celular Caco-2,
se realizd también mediante el ensayo MTT. El procedimiento fue el mismo que para

RAW 264.7 con las siguientes variaciones:

- Eltiempo de incubacion de las células con 500 pg/mL de MTT fue de 1 hora.
- Los cristales de formazan se disolvieron con 50 pL de DMSO.
- La lectura de la DO se llevé a cabo a 490 nm mediante lector de placas

FLUOstar Omega de BMG LABTECH.

Paralelamente al ensayo MTT, para estudiar la citotoxicidad de los extractos

metandlicos de los hongos sobre la linea celular Caco-2, se llevd a cabo el ensayo LDH.

La valoracién de la citotoxicidad de los extractos por el Ensayo LDH se realizo
mediante el empleo del Cytotoxicty Detection Kit de Roche, que cuenta con 2 pasos:
En el primero, durante la oxidacién del lactato a piruvato que la LDH liberada al medio
realiza, el NAD" es reducido a NADH/H". En el segundo paso, un catalizador transfiere 2
atomos de H del NADH/H" a la sal de tetrazolio amarilla, la cual se reduce a formazan.
El formazan es soluble en agua y puede ser detectado midiendo su absorbancia a 500
nm en un espectrofotdmetro. El incremento en la cantidad de formazan producido en
el sobrenadante de cultivo se correlaciona directamente con el nimero de células

muertas.
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PASO 1

CDOH CDOH i
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Formazéan Sal de tetrazolio

Figura28. Esquema de los dos pasos en los que se fundamenta el ensayo LDH

Técnica

Se recogian los sobrenadantes celulares, y se sometian a una centrifugacion de

13000 r.p.m. durante 3 minutos. Después se afadian en placas de 96 pocillos, 20 uL de

sobrenadantes y 80 uL de PBS, de modo que los sobrenadantes eran diluidos 5 veces

en un volumen final de 100 pL/pocillo. Posteriormente se afiadian 100 pL del reactivo

LDH a cada pocillo. La placa se incubaba durante 30 minutos a temperatura ambiente y

en oscuridad. Para finalizar, se leia la absorbancia a 490 nm, corregida a 650 nm, la

cual, era proporcional a la cantidad de células vivas.

La viabilidad celular se calculé mediante la realizacion de porcentajes de

viabilidad para las muestras de los extractos, respecto al valor de aquellas células sin

tratar (Basales) que fueron consideradas como referencia (viabilidad 100%).
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111.4.2. Ensayos de actividad antiinflamatoria
111.4.2.1. Valoracion de produccion de oxido nitrico

Los organismos en condiciones fisioldgicas normales producen NO en
cantidades traza para el mantenimiento de un 6ptimo estado de salud. Sin embargo, el
NO también es producido en concentraciones micromolares como respuesta a
estimulos perjudiciales (inflamatorios, mitogénicos, etc.) con el fin de proteger al

organismo de patdgenos exdgenos a través de su toxicidad oxidativa.

La molécula de NO posee una vida media muy corta en el organismo (4
segundos), y ademas presenta una alta tendencia a reaccionar con varias moléculas
presentes en los fluidos biolégicos. De modo que los productos finales del NO, in vivo,

son nitrito (NO;) y nitrato (NOs’) (Moncada, Palmer et al. 1992):
NO+0, = ONO; = NO; +H’
2NO+0; = N,04 + H,0 = NO, + NO3”
NO+NO, = N,03; + H,0 = 2NO,
Valoracion de produccion de NO en células RAW 264.7

El NO es un gas inestable que origina otros productos como nitratos y nitritos.
Para su valoracidén se suelen emplear métodos indirectos como el ensayo de Griess,
qgue determina los productos estables de la oxidacion del NO mediante la valoracién
colorimétrica de la concentracion de nitritos presentes en la muestra (Weissman and

Gross 2001).

Griess en 1879 (Griess 1879) describié por primera vez un ensayo
fundamentado en la reacciéon de diazotizacién a partir de naftiletilendiamina vy
sulfanilamida, bajo condiciones acidas, que da origen a un compuesto coloreado
azolico. El reactivo de Griess esta compuesto por una solucion de N-1-(naftil)
etilendiamina dihidrocloruro y una solucién de sulfanilamida. La sulfanilamida
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reacciona con los nitritos en medio acido y esto, seguido del acoplamiento con aminas
biciclicas tales como el N-1-(naftil) etilendiamina dihidrocloruro, origina un complejo
coloreado purpura adecuado para la determinacidon espectofotometrica de los nitritos

(Miranda, Espey et al. 2001).
Técnica de Griess

Se incubaban 50 pL de sobrenadante celular con igual cantidad del reactivo de
Griess de SIGMA® (1% sulfanilamida, 0,1% naphthylethylenediaminedihydrochloride, y
2% acido fosfdrico), durante 10 minutos, a temperatura ambiente y en oscuridad.
Después de la incubacion se llevaba a cabo la lectura de la DO a 540 nm usando un
lector de placas FLUOstar Omega de BMG LABTECH. Las concentraciones de nitritos de
las muestras se calcularon mediante la interpolacién en una recta de calibracién que se
elaboraba a partir de una solucién madre de nitrito de sodio de concentracién 1mM
diluida en medio de cultivo DMEN sin FBS ni antibidticos. Las concentraciones de los
estandares empleados fueron: 100 uM, 50 uM, 20 uM, 10 uM, 5 uM y 2,5 uM. El valor
obtenido para las células estimuladas (LPS) se tomd como 100% de produccién de NO y
se utilizd como referencia para calcular el % de produccion de NO de las células

estimuladas y tratadas con los distintos extractos.

Valoracion de producciéon de NO en células Caco-2

La valoracion de la produccién de NO por las células Caco-2 se llevd a cabo
mediante el kit Nitrate/Nitrite Assay de Cayman, que mide la concentracion total de

nitrato/nitrito en dos pasos:

El primero es la conversion de nitratos en nitritos mediante la accién de la
enzima nitrato reductasa. El segundo, es la adiccidn de los reactivos de Griess para

convertir el nitrito en el compuesto azul, azo (Green, Wagner et al. 1982).
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Producto Azo

Figura 29. Transformacién de Nitrito al compuesto Azo mediante la accién del reactivo

de Griess
El ensayo se realizo siguiendo las instrucciones del fabricante:

Se afiadian 80 uL de los estandares y las muestras a los correspondientes

pocillos. A continuacién se les incorporaba 10 plL del cofactor para la enzima nitrato

reductasa, y seguidamente 10 uL de la enzima nitrato reductasa. Se incubaba la placa a

temperatura ambiente durante 1 hora. Posteriormente se afiadian 50 pL del reactivo

de Griess 1 e inmediatamente después otros 50 pL del reactivo de Griess 2. Se

incubaba la placa durante 10 minutos a temperatura ambiente y finalmente se
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efectuaba la lectura de la DO del cromdforo azo a 540 nm en el lector de placas

FLUOstar Omega de BMG LABTECH.

La cantidad de nitrito presente en las muestras se calculé por medio de una
curva estandar, generada utilizando diluciones seriadas de NaNO, en medio de cultivo
fresco. El valor obtenido para las células estimuladas sin tratar con extractos (Coctel)
se tomd como el 100% de produccion de NO y se tomd como referencia para calcular
el % de produccion de NO en las células estimuladas expuestas a los distintos

extractos.

111.4.2.2. Valoracion de citoquinas en sobrenadantes

Las citoquinas son mediadores solubles de la inmunidad innata y adaptativa.
Son polipéptidos producidos por las células inmunes, aunque también pueden ser
sintetizadas por diferentes células tisulares como endoteliales y algunas epiteliales, en
respuesta a microorganismos y otros antigenos. Ademds, median y regulan las
reacciones inmunitarias e inflamatorias, de manera que diferentes citoquinas

estimulan distintas respuestas celulares.

En la presente tesis, la valoracién de citoquinas en sobrenadantes de cultivo
celular se realizé mediante la técnica de ELISA (por sus siglas en inglés, Enzyme-Linked

ImmunoSorbent Assay).

Este tipo de ensayos se basa en la deteccidn de un antigeno inmovilizado sobre
una fase sdlida a través de anticuerpos que producen de un modo directo o indirecto
una reaccion cuyo producto final, puede determinarse mediante un espectofotrometro

(Crowther 1995).

En este trabajo se utilizd el ELISA tipo sandwich “DAS” (Double Antibody
Sandwich, en espafiol: sdindwich de doble anticuerpo). En este ensayo el analito queda

unido a dos anticuerpos, uno de captura, que se encuentra fijado a la superficie del
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pocillo, y otro de deteccién, que estd biotinilado para unirse posteriormente a una

enzima y desencadenar la reaccién enzimatica que dard lugar a un producto coloreado.

oa— Anticuerpo de deteccion biotinilado

Analite

——Anlicuer o de Caplura

Figura 30. Esquema de la estructura/union caracteristica de los ELISAs tipo sandwich “DAS

Este tipo de ELISA consta de 4 etapas fundamentales:

1) Fijacién del anticuerpo de reconocimiento o de captura (anti IL-1p3, anti IL-6 0
anti TNF-a) previa a la incorporacién del medio de cultivo celular dénde se encuentran

la citoquina a valorar (IL-1B, IL-6 o TNF-a).

2) Adiccién de un anticuerpo de deteccidon biotinilado, especifico para la

citoquina, capaz unirse a ella en un epitopo diferente.

3) Incorporacion de la enzima estreptavidina-peroxidasa de rabanillo picante
(HRPO), que se une covalentemente con rapidez al anticuerpo de deteccion por estar

biotinilado.

4) Produccion de la reaccion enzimatica mediante la adiccion de las soluciones
sustratos (peroxido de hidrégeno y el cromdgeno tetrametilbencidina) y detencién de

la misma, a través de la agregacion de solucidn stop (acido clorhidrico).

La lectura de la absorbancia sera proporcional a la concentracién de la

citoquina detectada (Crowther 1995).
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Figura 31. Esquema de las 4 etapas fundamentales de la técnica ELISA segln protocolo

de DUO SET de R&D. (Adaptacic')n de http://www.rndsystems.com/product_detail objectname duosetelisaassavprinciple.a_sg)

Para la valoracién de las citoquinas proinflamatorias IL-1B, IL-6 y TNF-a,
producidas por la linea celular RAW 264.7, se utilizaron los kits ELISA IL-18, ELISA IL-6 y
ELISA TNF-a DUO SET de R&D.
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Las muestras se analizaron a las siguientes diluciones:

Tabla 9. Diluciones empleadas para los ELISA de IL-18, IL-6 y TNF-a

 Basaless  1/2
LPS y Muestras 1/4

 Basaless  1/2
LPS y Muestras 1/50

Factor de necrosis tumoral-a

Basales

Dilucion

1/5

LPS y Muestras

1/200

El ensayo se llevd a cabo siguiendo el protocolo del fabricante, procediendo de

la siguiente manera:

1.

2.

3.

Se incuban los pocillos de la placa con 100 plL de anticuerpo de captura durante

18 horas a temperatura ambiente.

Se efectlan 3 ciclos de lavado de 400 uL de tampdn de lavado cada uno (en un

lavador de placas marca Biotek, modelo ELx50), para eliminar los anticuerpos

que no se hayan unido a la superficie de los pocillos.

Se anaden 300 pL de tampdn de bloqueo para rellenar los espacios libres que

hayan podido quedar en la superficie con el fin de evitar posibles futuras

interferencias, y se incuba durante 1 hora a temperatura ambiente.
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4. Se efectuan otros 3 lavados y se incuba la placa con 100 pL/pocillo de muestras
y estandares, dejando tres pocillos como blancos, a los que se les afiade 100 plL
de medio de cultivo.

5. Tras 2 horas de incubacion a temperatura ambiente, se vuelve a lavar placa.

6. Se anaden 100 pL de anticuerpo de deteccidn, que presenta un dominio afin
para la citoquina en estudio (IL-1B, IL-6 o TNF-a) y otro para la enzima
estreptavidina-peroxidasa de rabanillo, y se incuba la placa durante 2 horas a
temperatura ambiente.

7. Se vuelve a lavar la placa, se afiaden 100 pL de la enzima estreptavidina-
peroxidasa de rabanillo y se incuba la placa durante 20 minutos a temperatura
ambiente y en oscuridad.

8. Se efectuan 3 lavados y se afiaden a los pocillos 100 pL/ pocillo de la solucidn
sustrato, y se incuba la placa de nuevo 20 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad. Durante ese tiempo, se desarrolla un color azulado a consecuencia
de la reaccidn enzimatica producida.

9. Para parar la reaccidén enzimatica, se afiaden a los pocillos 50 uL de la solucidn
stop, que produce un color final amarillento.

10. Para concluir se mide la densidad oOptica en un lector de placas FLUOstar

Omega de BMG LABTECH a 450 nm-570 nm.

Las concentraciones de las muestras a estudio se determinan mediante
interpolacion de la curva estandar obtenida a partir de las densidades o&pticas
correspondientes a estandares de concentraciones conocidas, proporcionadas por la

casa comercial.
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111.4.2.3. Valoracion de la expresion de genes proinflamatorios

La valoracidn de la expresion génica de los distintos marcadores inflamatorios
estudiados se realizé mediante técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) a

tiempo real, previa extraccién de ARN y transcripcidn reversa.

En el caso de la linea celular RAW 264.7, se analizo la expresion génica de las
citoquinas proinflamatorias IL-1B, IL-6, TNF-a, y de la enzima iNOS. Mientras que la
valoracion de la expresion génica para la linea celular Caco-2, se realizé sobre la

citoquina proinflamatoria IL-8, y la enzima iNOS.

Tabla 10. Genes estudiados en los ensayos de expresidn génica en las lineas celulares

RAW 264.7 y Caco-2

LINEA CELULAR RAW 264.7

Nombre del gen Simbolo ID Genbank
Interleuquina-1 IL-1B NM_008361.3
Interleuquina-6 IL-6 NM_000600.2
Factor de necrosis tumoral-a TNF-a NM_013693.2

Oxido nitrico sintasa
iNOS NM_010927.3

inducible

LINEA CELULAR CACO-2

Nombre del gen Simbolo ID Genbank

Interleuquina-8 IL-8 HS_ 00174103

Oxido nitrico sintasa
iNOS HS_ 01075529

inducible
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111.4.2.3.1. Extraccion y valoracion de ARN

Para la extraccidon del ARN se sembraron las células RAW 264.7 o Caco-2 en
placas de 6 pocillos a una concentracion de 10° células. La lisis celular se realizd
mediante el protocolo de aislamiento de alta calidad del Ribopure™ Kit de Applied
Biosystems. El ARN extraido y purificado fue tratado con 2 pl de ADNasa (TURBO DNA-

free™ Kit de Applied Biosystems) para eliminar los restos de ADN gendmico.

La cuantificacion del ARN extraido se realizd6 por espectrofotometria a 260 nm,
teniendo en cuenta que 1 UA corresponde a 40 ug de ARN. La pureza se determind
mediante el cociente de absorbancia 260/280 nm, siendo el valor dptimo de pureza el
comprendido entre 1,8 y 2,1. Las muestras de ARN extraido que no alcanzaron este

grado de pureza se desecharon.

La valoracién de la calidad del ARN, se realizé por electroforesis capilar en base
al protocolo del Experion™ RNA StdSens Analysis Kit de Bio-Rad. Este sistema permite
determinar la calidad de una muestra de ARN, proporcionando al final del ensayo una
imagen virtual del gel, en el que se visualizan las bandas 18S y 28S. Ademas el equipo
calcula un indicador de calidad del ARN (RQl, por sus siglas en inglés RNA quality
indicator), considerandose ARNs aptos para PCR, aquellos con un RQl igual o superior a
7. De este modo se asegura que el ARN que sera utilizado para la qRT-PCR cumple con
los requisitos que la guia MIQE (Minimum Information for Publication of Quantitative
Real-Time PCR Experiments), exige para la publicaciéon de datos obtenidos con PCR a

tiempo real (Taylor, Wakem et al. 2010).

La calidad e integridad del ARN extraido se valoré mediante electroforesis
capilar siendo en todos los casos el indice RQl superior a 8, como se aprecia en la tabla,

en la que se muestran los resultados representativos de uno de los experimentos.

132



Materiales y métodos

Tabla 11. indice RQI de los ARNs de células RAW 264.7 expuestas a los extractos

metandlicos de hongos comestibles. Ejemplo representativo

Pocillo Muestra ARN ARN Ratio

ID Nombre Area (ng/uL) [28S:18S]

L Ladder 280.18 160.00

1 PC1 314.35 179.51 1.99 10.0
2 PC1 323.90 184.97 2.05 9.9

3 M1 347.77 198.60 2.04 10.0
4 M1 282.68 161.43 2.09 9.9

5 S1 273.23 156.03 2.11 10.0
6 S1 318.26 181.75 2.14 10.0
7 TN1 252.58 144.24 2.22 9.7

8 TN1 280.94 160.44 2.25 10.0
9 R1 209.45 119.61 2.25 10.0
10 R1 206.50 117.93 2.29 9.7

11 P1 194.38 111.01 2.15 8.3

12 P1 150.98 86.22 2.26 9.4

El indicador de la calidad del ARN, RQI es un numero, en una escala de 1-10,
gue se genera automaticamente para muestras de ARN total de células eucariotas de
mamiferos. Un RQl igual a 1 representa un ARN altamente degradado, mientras que un

RQI de valor 10, corresponde a un ARN intacto. RQl permite, por tanto, valorar
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facilmente la integridad de una muestra de ARN total. RQls superiores a 7, se
consideran de alta calidad y por tanto, aptos para ensayos de expresién génica
(Denisov, Strong et al. 2008). Todas las muestras que se emplearon en este trabajo,

presentaron valores superiores a 8.

El software Experion, genera la imagen de un gel virtual de electroforesis, que
permite examinar de manera visual, la calidad de los ARNs a estudio. Como puede
observarse en la imagen, la calidad de los ARNs de las células RAW 264.7 tratadas con
los extractos metandlicos de hongos comestibles, contaron con unas bandas 18s y 28s

de alta calidad.
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Figura 32. Gel con las bandas 18s y 28s de los ARNs de las células RAW 264.7 expuestas

a los extractos metandlicos de hongos comestibles. Ejemplo representativo

La observacidn de dos bandas nitidas al estudiar los ARNs ribosémicos (ARNTr),

una para la subunidad pequefia y otra para la grande, en la que la intensidad de la
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banda grande es aproximadamente dos veces la pequeiia, es indicativa de que el ARN

total estd intacto (Denisov, Strong et al. 2008).
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Figura 33. Ejemplo representativo de un gel con las bandas 18s y 28s de los ARNs de

las células RAW 264.7 expuestas a extractos metandlicos de hongos comestibles

La Figura 33 muestra un electroferograma de una muestra generado
automaticamente por el software Experion. En él se aprecia una correcta separacion
de ARN total, a partir de celulas RAW 264.7 tratadas con uno de los extractos
metandlicos y activadas por LPS. Los dos picos senalados representan los ARNr 18S y

28S.
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111.4.2.3.2. Retrotranscripcién

Una vez cuantificada la cantidad de ARN extraido y analizada su calidad, se

llevaba a cabo la transcripcidon reversa del mismo.

Para obtener el ADN complementario (ADNc) a partir del ARN se utilizé el kit
High RNA to cDNA de Applied Biosystems. Se realizod la retrotranscripcidon a partir de
0,5 ug de ARN siguiendo las indicaciones comerciales, en un termociclador Advanced

Primus 96 de PEQLAB con las siguientes condiciones de reaccidn:

Tabla 12. Etapas y condiciones de la Retrotranscripcion

Etapa Repeticiones Temperatura Tiempo
RT Hold 1 1 37°C 60 minutos
RT inactivacién Hold 2 1 95°C 5 minutos
Hold 3 1 4°C Indefinido

El ADNCc asi obtenido se conservaba a -80 °C hasta su utilizacion.

111.4.2.3.3. Reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real (q-PCR)

Fundamento de la q-PCR

La PCR cuantitativa en tiempo real es la técnica de mayor sensibilidad para la
deteccion de acidos nucleicos (Aguilera, Ruiz-Tachiquin et al. 2014). Se trata de una
variante de la tradicional PCR que Kary B. Mullis desarrollé en la década de los 80. A
diferencia de ésta, la PCR en tiempo real permite monitorizar la reaccion de manera
que la amplificacién y la deteccién se dan simultdneamente, ya que correlaciona el
producto de la PCR de cada ciclo con una seiial de fluorescencia. Ademas, el término
cuantitativa indica que permite cuantificar la cantidad de ADN presente en la muestra
en cualquier momento de la amplificacion, a diferencia de la PCR tradicional. Posee
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como caracteristicas principales su alta especificad, un amplio rango de deteccidon (de
1 a 10’ equivalentes genémicos de la secuencia inicial) y una gran rapidez en la

visualizacién del producto (Aguilera, Ruiz-Tachiquin et al. 2014).

Para desarrollar la amplificacion por PCR en tiempo real ademas de los
elementos que se utilizan en la PCR convencional: los 4 desoxirribonucledtidos-fosfato
(dNTP), al menos dos cebadores o iniciadores (primers, en inglés), iones divalentes
(generalmente magnesio en forma de cloruro de magnesio), iones monovalentes
(generalmente potasio), solucion tampdén, ADN polimerasa (o mezcla de diferentes
polimerasas) y un molde de ADN; se necesita el empleo de un fluréforo con afinidad
por el ADN de doble hélice. De manera que mediante el empleo de un termociclador
capaz de hacer incidir un haz de luz de una determinada longitud de onda sobre la
muestra, y de detectar la fluorescencia emitida por el fluoréforo excitado, es posible
medir la cantidad de ADN sintetizado durante cada ciclo de amplificacion (Costa 2004).
Existen casos, como este trabajo, en los que el molde empleado para la PCR no es
inicialmente ADN, sino un ADN complementario (ADNc) de hebra simple, que ha sido
previamente obtenido por retrotranscripcion de ARN, mediante la accién de una

transcriptasa inversa, en este caso se denomina RT-gPCR.

Los fluoréforos que permiten el seguimiento de la amplificacién del ADN

durante el transcurso de la PCR en tiempo real, pueden ser de dos tipos:

- Fluoréforos con afinidad por el ADN: bromuro de etidio y SYBR Green,

principalmente.

- Sondas especificas para fragmentos del ADN: Son especificos para una

secuencia de interés y se dividen en 3 clases:
. Sondas de hidrdlisis
. Sondas de hibridacién

. Sondas de horquilla
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Todas se basan en el principio de FRET (Fluorescence Resonance Energy
Transfer), que consiste en la transferencia de energia entre dos fluoréforos: un
donador (reportero) y un aceptor (apagador o quencher), que emiten fluorescencia a
distintas longitudes de onda. Cuando ambos estan préximos, el apagador absorbe la
fluorescencia del reportero, pero cuando estas moléculas se separan, el apagador no
puede absorber la fluorescencia del reportero, permitiendo que el fotodector la

detecte (Kubista, Andrade et al. 2006).

El sistema de deteccidn utilizado en este trabajo, es el de las sondas de
hidrdlisis, en concreto el de las sondas TagMan®, también conocidas como sondas 5’
nucleasas, por utilizar la actividad 5 exonucleasa de la ADN polimerasa. Este sistema
emplea una sonda, es decir, un oligonucledtido especifico para la secuencia del gen de
interés, marcado con dos fluoréforos: el reportero que se une al extremo 5" y el
apagador al extremo 3°. Asi, la sonda hibrida con el ADN presente en la muestra, de
manera que inicialmente la fluorescencia del reportero esta apagada, mientras que la
sonda estd intacta, por el fendmeno FRET. Sin embargo, una vez que la ADN
polimerasa ha iniciado su actividad, cuando ésta se topa con la sonda, la hidroliza
mediante su actividad exonucleasa 5°-3°, de manera que los fluordforos se separan,
permitiendo asi la emisiéon de fluorescencia por parte del reportero. Dicha
fluorescencia estd relacionada con la cantidad de amplicén producido, ya que la
hidrdlisis de la sonda produce un aumento de la sefial del reportero y ésta crece

proporcionalmente al aumento del amplicén (Heid, Stevens et al. 1996).
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DESNATURALIZACION: Sonda
Primer Fiuordforo ’

_I_I_r donador(D) FI'[-’DrDJ"DrD

apagador

ALINEAMIENTO DEL PRIMER/
HIBRIDACION DE LA SONDA:

Polimerasa (D) Hibridado (&)
|

EXTENSION:

Figura 34. Esquema de las 3 etapas del sistema de deteccidn de las sondas de hidrdlisis

TagMan®
Método de cuantificacion de la expresion génica

La cuantificaciéon en la PCR en tiempo real puede llevarse a cabo en términos

absolutos o relativos.

La cuantificacion absoluta permite determinar el nimero exacto de moléculas de

ADN o ARN en una muestra. Relaciona la sefial de amplificacion que se ha obtenido

con el contenido de ADN, mediante el empleo de una curva de calibrado. Es

imprescindible que la PCR de la muestra y de los elementos de la recta posean la

misma eficiencia de amplificacion.

La cuantificacidn relativa mide los cambios de expresion de un gen diana en varias

muestras en estudio, frente a la expresion de ese gen en una de las muestras tomada

como referencia. Para la cuantificacion relativa de la expresion génica se utilizd el

método comparativo de Ct, el cual calcula los cambios de expresion génica como un
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cambio relativo de la misma (numero de veces), utilizando para normalizar un gen
enddgeno que actla como calibrador, en este caso un gen constitutivo, la B-actina

(Livak and Schmittgen 2001).

La cuantificacién relativa, a diferencia de la cuantificacién absoluta, no requiere la
realizacion de una curva de calibrado, por lo que es mas facil de desarrollar y sus
resultados son comparables entre multiples experimentos. Sin embargo es
imprescindible normalizar los datos entre los valores obtenidos para el gen en estudio
y el enddgeno, de manera que los resultados reflejen los cambios de expresion del gen
y no de las diferencias en la cantidad de muestra que se ha anadido (Aguilera, Ruiz-

Tachiquin et al. 2014).

La gPCR se realizd mediante la metodologia desarrollada para Step One de
Applied Biosystems. Los reactivos para el andlisis de expresion génica de los diferentes
genes a estudiar y de los controles enddgenos se obtuvieron de Applied Biosystems, y
las condiciones experimentales se ajustaron a las indicaciones del fabricante,

mediante la utilizacién de StepOne Real-Time PCR System de Applied Biosystems:

Tabla 13. Etapas y condiciones de la PCR

Etapa Repeticiones Temperatura Tiempo
UDG Incubacién Hold 1 1 50°C 2 minutos
Activacion enzima Hold 2 1 95°C 10 minutos
PCR (ciclo) 3 40 95°C 15 segundos
60°C 1 minuto
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La amplificacion y deteccidén de los genes especificos se llevé a cabo con el

sistema de deteccion de secuencias TagMan.

Se realizd una curva estandar de validacion para cada primer-sonda con
diluciones seriadas de varias muestras para asegurarse que el final de la reacciéon se
encontraba en la parte media de la curva exponencial de amplificacién. Para
normalizar los datos, los genes en estudio se refirieron al gen ACTB que se utilizé
como gen enddgeno compensando asi cualquier diferencia en la eficiencia de la

retrotranscripcion. Todas las muestras se amplificaron por duplicado.

Tabla 14. Sondas TagMan® y diluciones de la muestra para cada gen, utilizadas en la gRT-PCR

para células RAW 2647

Nombre del gen Sondas TAQMAN Dilucion del ADNc ‘
ACTB ~ Mmo01205647_gl  1/4000
IL-1B Mm 0043228 m1 1/8

IL-6 Mm 99999064_m1 1/8
iNOS Mm 1309902_m1 1/8
TNF-a Mm 0043228 _m1 1/20

Tabla 15. Sondas TagMan® y diluciones de la muestra para cada gen, utilizadas en la gRT-PCR

para células Caco-2

Nombre del gen Sondas TAQMAN Dilucion del ADNc ‘
ACTB © HS99999903_m1  1/4000

IL-8 HS 00174103_m1 1/8

iNOS HS 01075529_m1 1/8
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Calculo de la expresidn génica por el método de cuantificacidn relativa

Los datos de expresion génica se calcularon utilizando el método de
cuantificacion relativa, siguiendo las recomendaciones del fabricante (Applied
Biosystems) donde la cantidad de expresion del gen a estudiar, normalizado a un gen
referencia enddgeno y relativa a una muestra de referencia, se expresa por la formula

aritmética 2 ™4,

Para llegar a los resultados de dicha férmula aritmética, los datos de la
amplificacién del gen obtenido por la gRT-PCR fueron exportados como valores Ct
(threshold cycle, ciclo de amplificacion en el cual la sefial de fluorescencia emitida se
encuentra considerablemente por encima de los niveles de amplificacion inespecifica y

es inversamente proporcional al nimero de copias iniciales de la muestra).

Los valores de la expresion de cada gen en estudio se calcularon por el método

2 " “normalizados al gen ACTB como gen endégeno vy relativo al valor de expresién

de las muestras estimuladas por LPS o coctel inflamatorio (referencia). Asi, los calculos

llevados a cabo fueron los siguientes:

ACt=Ct gen problema — Ct gen endégeno
AACt = ACt gen problema — ACt gen problema de la muestra referencia
Expresion relativa del gen problema = RQ = 2 4%

Donde, Ct gen problema €5 €l ciclo para el gen a estudiar; Ct gen endsgeno €5 €l ciclo de

ampliacion para el gen de referencia (ACTB).

Los resultados se expresan en valores de expresion relativa (RQ), en funcion del

valor de referencia (LPS o Céctel), cuya expresion relativa (RQ) siempre es 1.
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Ill. 5. ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico de los resultados se utilizé el programa de analisis

estadistico SPSS Statistics 17.0.

Los datos se representan con la media + DE. En los ensayos de citotoxicidad,
produccién de mediadores inflamatorios y de expresion génica, las comparaciones
entre los valores de referencia y los de las muestras tratadas con extractos, se llevaron
a cabo mediante el test T de Student. Los estudios de correlacién se desarrollaron a
través del modelo del coeficiente de correlacién de Pearson (r). El nivel de significacion

estadistica para todos los casos fue P < 0,05.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
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El objetivo del presente trabajo fue evaluar la capacidad anti-inflamatoria de
extractos metandlicos ricos en compuestos fendlicos, obtenidos a partir de distintas
especies de hongos comestibles, unas silvestres y otras cultivadas.

Los extractos se prepararon a partir de los carpdéforos de los distintos hongos.
En primer lugar dichos carpoforos fueron deshidratados mediante liofilizacion vy
molidos hasta obtener un polvo fino con el fin de minimizar la variabilidad debida a los
distintos estadios de maduracién o distintos grados de hidratacién de las muestras. A
partir de este polvo liofilizado se obtuvieron extractos metandlicos ricos en
compuestos fendlicos mediante sucesivas extracciones, se evalué la composicidon

fendlica de dichos extractos y su capacidad antiinflamatoria.

IV.1. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE LOS EXTRACTOS METANOLICOS DE
HONGOS COMESTIBLES

IV.1.1. Valoracién del contenido en compuestos fendlicos totales

Para determinar el contenido fendlico total de los extractos metandlicos
obtenidos a partir de hongos comestibles, se empled el método del reactivo Folin-
Ciocalteu, que es una combinacién de fosfomolibdato y fosfotungstato, empleada para
determinar tanto antioxidantes fendlicos como polifendlicos (Singleton, Orthofer et al.

1999).

Como se puede observar en la figura 35, el contenido fendlico total de los
extractos se situé entre un valor minimo de 0,712 GAE/g y uno maximo de 5,862

GAE/g obtenidos en los extractos de H. marzuolus y B. edulis, respectivamente.

Los extractos de A. bisporus y C. cibarius también presentaron elevado
contenido en compuestos fendlicos con valores de 3,314 y 2,262 mg GAE/g,

respectivamente.
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Los cuatro extractos restantes: L. deliciosus, P. ostreatus, C. gambosa vy
C. cornucopioides presentaron valores muy parecidos comprendidos entre 1,4 y 1,9
GAE/g. Asi, L. deliciosus, contenia 1,447 GAE/g, P. ostreatus 1,529 GAE/g, C.
cornucopioides 1,552 GAE/gy C. gambosa 1,920 GAE/g.

CONTENIDO FENOLICO TOTAL DE LOS EXTRACTOS
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Figura 35. Contenido fendlico total de los extractos estudiados expresado en GAE/g. Se

representa la media y la desviacidn estandar de 6 determinaciones
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El contenido fendlico total de distintas especies de hongos ha sido evaluado en
un gran numero de trabajos. La mayor parte de ellos corresponden a especies
cultivadas y medicinales, aunque en los ultimos tiempos, el creciente interés por los
hongos comestibles y su capacidad funcional ha llevado al estudio de una mayor
variedad de hongos silvestres comestibles. Los resultados obtenidos por los distintos
autores presentan una gran variabilidad incluso dentro de cada especie, no sdlo
debido a la variabilidad interlaboratorio de toda técnica, sino debido a factores que
afectan al propio hongo. Ademas, la falta de uniformidad en la expresion de los
resultados, dificulta enormemente la comparacidon entre diferentes trabajos. En la
tabla 16 se muestran los resultados de algunos trabajos cuyos valores se expresaron en

distintas unidades, lo que impide la comparacion entre ellos.

Tabla 16- Contenidos fendlicos totales de B. edulis, A. bisporus, C. cibarius, P. ostreatusy C.
gambosa, expresados en distintas unidades

Tsai, Tsai I. 2007
5,73 y 5,81 mg/g extracto (= 1l CReth 2807

(Vamanu and Nita 2013)

B. edulis 18,96 GAE/100g extracto
(Puttaraju, Upparahalli et al.
10,19mg/g extracto 2006)
4,49 GAE/g extracto (Barros, Cruz et al. 2008)

23,34y 37,33 GAE/g extracto (Reis, Martins et al. 2012)

432 x10° v 4,69 x 10° (Mattila, Konko et al. 2001)

A. bisporus mg/g MS

0,54 mg/g MS (Kim, Seguin et al. 2008)
(Barros, Falcao et al. 2008)
(Barros, Correia et al. 2008)

(Barros, Baptista et al. 2007c)

0,03 mg/g MS

2 mg/g extracto (Puttaraju, Upparahalli et al.

2006) (Barros, Venturini et al.

C. cibarius 2008) (Agrahar-Murugkar and
Subbulakshmi 2005)
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Tabla 16. Continuacién

7,80 x 10%a 2,54 x10° mg/g MS (Mau, Lin et al. 2002), (Valentao,
Andrade et al. 2005) (Barros,
Duefias et al. 2009)
49,8 mg/g
(Kozarski, Klaus et al. 2015)
(Puttaraju, Upparahalli et al.

7,32 GAE/g extracto 2006)

L. deliciosus
17,12 mg GAE/g extracto (Ferreira, Baptista et al. 2007)

(Jayakumar, Thomas et al. 2009)
0,71 mg/g MS
(Kim, Seguin et al. 2008)
0,09 mg/g MS

P. ostreatus (Pogon, Jaworska et al. 2013)
’ 0,49 mg Catequina/g MF

(Barros, Baptista et al. 2007c)
0,02 mg/g MS (Barros, Duefias et al. 2009)
(Valentao, Lopes et al. 2005)

C. gambosa 45,02 mg/Kg MS (Vaz, Barros et al. 2011)

En el presente trabajo, el mayor contenido de compuestos fendlicos se
encontrd en los extractos de B. edulis (5,862 GAE/g). Otros trabajos con la misma
especie muestran gran variabilidad en los resultados; desde valores muy superiores
como 12,776 GAE/g (Keles, Koca et al. 2011) a otros casos en los que no se
encontraron compuestos fendlicos (Barros, Cruz et al. 2008) (Ferreira, Baptista et al.
2007).

Respecto al contenido de compuestos fendlicos totales en el extracto
metandlico de A. bisporus (3,314 GAE/g), aunque inferior, se acerco al valor obtenido
por Ali Keles et al. (4,02 GAE/g) (Keles, Koca et al. 2011). Igualmente existen trabajos
donde este tipo de compuestos ni siquiera se detectaron (Jaworska, Bernas et al. 2008)
(Elmastas, Isildak et al. 2007).

El valor del contenido fendlico total para C. cibarius fue 2,262 GAE/g, lo que
concuerda con el trabajo de Barros et al. (Barros, Venturini et al. 2008), cuyo valor fue

muy cercano (1,75 GAE/g).
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L. deliciosus reveld un contenido de compuestos fendlicos de 1,447 GAE/g. Este
resultado, aunque inferior, se acercé al obtenido por Keles et al. (Keles, Koca et al.
2011) (2,709 GAE/g).

El contenido de compuestos fendlicos total del extracto metandlico de
P. ostreatus fue 1,529 mg GAE/g, lo cual concuerda con la investigacion de Oyetayo et
al. (Oyetayo and Ariyo 2013) en la que obtuvieron un rango de valores entre 0,89-2,63
GAE/g. Otros trabajos presentaron contenidos de compuestos fendlicos totales
superiores al nuestro: 2,687 (Keles, Koca et al. 2011) y 7,986 GAE/g (Yim, Chye et al.
2009), mientras que otros por el contrario, no detectaron compuestos fendlicos
(EImastas, Isildak et al. 2007) (Yang, Lin et al. 2002) (Mattila, Konko et al. 2001).

En el caso de C. cornucopioides se obtuvo un contenido total de compuestos
fendlicos de 1,552 mg GAE/g, siendo esta la primera vez que se registraba este tipo de
compuestos en dicha especie de hongo. Barros et al. (Barros, Cruz et al. 2008) también
estudiaron el contenido fendlico de C. cornucopioides, pero no hallaron presencia de
estos compuestos.

En la especie C. gagmbosa se encontré un contenido de compuestos fendlicos
total de 1,920 mg GAE/g. Comparando este resultado con trabajos anteriores,
observamos que el contenido fendlico total registrado fue inexistente (Barros, Cruz et
al. 2008), por lo que el presente es el primer trabajo que documenta la existencia de
compuestos fendlicos en dicha especie.

Finalmente, el extracto metandlico de H. marzuolus, fue el que menor
contenido fendlico total presenté de las 8 especies valoradas: 0,712 GAE/g. Sin
embargo, en la bibliografia no consta ningun dato al respecto. De manera que puede
afirmarse que ésta es la primera vez que se realiza este tipo de estudio en la especie
H. marzuolus, asi como la primera vez que se documenta la existencia de compuestos
fendlicos en dicha especie.

La gran variabilidad de resultados encontrada en los distintos estudios se puede
explicar no sélo por la variedad de métodos de extraccion empleados, las condiciones

bajo las que se hayan llevado los procesos de recoleccion, transporte,
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almacenamiento, etc. asi como aquellas variables que estan sujetas a los diferentes
analisis a los que se someten las muestras; sino también por otros factores que afectan
a la propia composicion del hongo. En concreto, los compuestos fendlicos son
metabolitos secundarios, de manera que su produccion estd directamente influenciada
por las condiciones de desarrollo y crecimiento del hongo. Factores como
temperatura, humedad, composicidn del sustrato, etc. determinan en cierta medida su
composicion (Carneiro, Ferreira et al. 2013) (Ouzouni, Petridis et al. 2009). Esta
variabilidad, que en el caso de hongos cultivados puede estar mas reducida puesto que
se desarrollan en condiciones controladas, afecta de manera especial a las especies
silvestres, en las que dichos factores no sélo cambian en funcidn de la procedencia de
la especie sino que también pueden variar enormemente de una temporada de

recoleccion a otra.

IV.1.2. Caracterizacion de los compuestos fendlicos presentes en los extractos

La caracterizacion de los compuestos fendlicos presentes en los distintos
extractos de hongos comestibles se realizé en el laboratorio de la Dra. Villares (Centro
para la Calidad de los Alimentos-INIA), mediante técnica de HPLC. Los compuestos
fendlicos presentes en los extractos se identificaron por comparacion del espectro de
absorcién y los tiempos de retencidén con los estandares correspondientes. En las
especies de hongos comestibles evaluadas se identificaron varios tipos de compuestos
pertenecientes a cuatro grandes grupos de compuestos fendlicos: derivados del ac.
cinamico, derivados del ac. hidroxibenzoico, flavonoides y fenoles.

La fig. 36A muestra un cromatograma tipico de compuestos fendlicos, la figura
36B, un cromatograma representativo de C. cornucopioides, recogidos ambos a 280

nm.
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Fig 36.- Ejemplo de cromatograma obtenido por HPLC del analisis de compuestos

fendlicos. A) mezcla de estandares de compuestos fendlicos. B) extracto metandlico de C.

cornucopioides. Los distintos compuestos se representan con nimeros: 1, pirogalol; 2, ac.
galico; 3, ac. homogentisico; 4, ac. protocatécuico; 5, ac. p-hidroxibenzoico; 6, catequina; 7,ac.

clorogénico; 8, ac. caféico; 9, ac. p-cumarico; 10, ac. gentisico; 11, ac. ferulico; y 12, miricetina

La concentracion de los distintos compuestos fendlicos encontrados en los

extractos se determind mediante HPLC y se muestra en la siguiente tabla.
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Tabla 17. Concentracidon de compuestos fenélicos presentes en los extractos metandlicos de 8

especies de hongos comestibles. Los resultados se expresan como ng de compuesto

fendlico/mL de extracto y representan la media de n=6 determinaciones. Los valores de

desviaciones estandar se representan entre paréntesis. n.d. Indica no detectado

A.bisporus L.deliciosus C.cibarius P.ostreatus B.edulis C.gambosa H.marzuolus C.cornucopioides
DERIVADOS DEL
AC. CINAMICO 13,36 15,655 39,375 46,24
) 7,77 7,755 8,17 n.d. 7,545 7,46 7,295 n.d.
Acido Cafeico
(0,21) (0,255) (0,15) (0,535) (0,01) (0,035)
. 31,865 31,35 n.d. n.d. 31,395 31,52 n.d. n.d.
Acido Clorogénico
(0,37) (0,105) (0,35) (0,31)
5 5,19 n.d. n.d. 5,575 0,435 n.d. 2,345 n.d.
Acido P-Cumirico
(0,05) (0,425) (0,005) (0,095)
3 8,185 5,715 5,19 10,08 n.d. 7,26 n.d. 7,015
Acido Ferulico
(0,945) (0,425) (0,20) (0,08) (0,275) (0,285)
DERIVADOS DEL
AC. 1785,4 313,465 295,515 618,415 1378,655 2240,08 342,225 491,115
HIDROXIBENZOICO
5 47,45 81,21 80,915 145,17 106,48 56,62 82,6 59,39
Acido Galico
(2,25) (5,045) (1,89) (1,805) (4,125) (1,42) (1,74) (1,005)
. n.d. 28,835 26,985 146,31 30,425 19,275 79,23 n.d.
Acido Gentistico
(0,945) (0,655) (1,71) (1,985) (1,25) (1,24)
Acido 7,695 10,7 7,84 2,345 12,035 5,65 2,745 3,14
P-Hidroxibenzoico (0,355) (0,82) (0,515) (0,795) (0,445) (0,165) (0,24) (0,135)
Acido 1722,15 183,4 158,38 314,93 1145,485 2140,055 170,355 425,93
Homogentistico (7,935) (3,955) (4,73) (0,77) (6,95) (3,515) (1,585) (4,885)
5 8,105 9,32 21,395 9,66 84,23 18,48 7,295 2,655
Acido Protocatécuico
(2,39) (0,16) (0,71) (0,42) (2,8) (1,27) (0,40) (0,125)
FLAVONOIDES 11,385 10,43 14,545 10,995 8,99 10,375 n.d. 17,955 ‘
11,13 10,43 11,635 10,995 8,99 10,375 n.d. 17,955
Miricetina
(0,86) (0,43) (0,145) (0,445) (0,38) (0,195) (0,49)
0,255 n.d. 2,91 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Catequina
(0,005) (0,37)
129,35 13,14 45,545 n.d. n.d. 120,035 n.d. 46,17
Pirogalol
(1,975) (0,15) (0,415) (1,69) (0,845)
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Los resultados obtenidos demostraron la presencia de acido fendlicos como
compuestos mayoritarios en los hongos estudiados, en consonancia con lo publicado
por otros autores (Ferreira, Barros et al. 2009) (Karaman, Jovin et al. 2010), pero
también se encontraron algunos flavonoides y otros fenoles como el pirogalol.

- Acidos fendlicos:

Los dcidos fendlicos mas extendidos fueron el dacido galico, el acido
p-hidroxibenzoico y el acido homogentisico, que fueron identificados en todos los
extractos de las especies estudiadas, siendo este uUltimo el que estuvo presente en
mayor cantidad en todos los casos.

El extracto de C. gambosa fue el que presentd un valor neto mas alto de
contenido de ac. fendlicos, mientras que C. cibarius fue el que menor contenido de
ac. fendlicos mostro.

En total, se identificaron 9 tipos de acidos fendlicos diferentes, 4 derivados del
acido cindamico: ac. caféico, ac. clorogénico, ac. p-cumarico y ac. ferulico; y 5 derivados
del ac. hidroxibenzoico: ac. gdlico, ac. gentistico, ac. p-hidroxibenzoico,
ac. homogentistico y ac. protocatécuico. Los extractos que contaron en su composicion
guimica con mayor variedad de ac. fendlicos fueron los de A. bisporus, L. deliciosus,
B. edulis y C. gambosa, en los que se encontraron 8 de los 9 ac. fendlicos identificados.
El extracto de C. cornucopioides fue el que menor variedad de ac. fendlicos presento,
ya que sélo contenia 5 tipos diferentes de ac. fendlicos. El resto de extractos
(C. cibarius, P. ostreatus e H. marzuolus) contaron con 7 tipos de ac. fendlicos en su

composicion.

El 4cido homogentisico fue el Unico acido fendlico libre que estaba presente en
cantidades significativas en todos los hongos, aunque previamente sélo habia sido
descrito en P. ostreatus (Tabla 17). El contenido varié considerablemente entre las
distintas especies estudiadas. Asi, B. edulis, A. bisporus y C. gambosa contenian entre
1.145,49 y 2.140,06 ng por mL de extracto (ng/mL), mientras que C. cornucopioides, P.

ostreatus, L. deliciosus, H. marzuolusy C. cibarius presentaron menos de 500 ng/mL.
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El acido galico estaba también presente en todos los hongos, aunque en menor
concentracion, siendo el segundo compuesto principal de los acidos fendlicos en los
hongos estudiados (47,45-145,17 ng/mL). La presencia de este compuesto en algunas

de las especies estudiadas ha sido descrita también en ciertos trabajos.

Los acidos protocatécuico e hidroxibenzoico estaban presentes en todos los
hongos en una proporcién similar (variando entre 2 y 21 ng/mL) excepto en B. edulis,
donde el contenido de acido protocatécuico fue considerablemente mas alto (84,23
ng/mL). Todos los hongos excepto A. bisporus y C. cornucopioides contenian acido
gentisico, siendo P. ostreatus e H. marzuolus los que presentaron mayor contenido. El
acido clorogénico estuvo también presente en A. bisporus, C. gambosa, B. edulis y L.
deliciosus en concentraciones similares (31,35-31,87 ng/mL). También se detectaron

otros acidos fendlicos como el caféico, cumarico y ferulico.

No hay muchos estudios sobre los perfiles individuales de compuestos fendlicos
en hongos comestibles. Los hongos cultivados, en general, estdn mas estudiados,
mientras que para los silvestres los datos son mas escasos y en algunos casos como
C. cornucopioides, C. gambosa y H. marzuolus la composicién fendlica no ha sido
descrita. La siguiente tabla resume los acidos fendlicos descritos por otros autores en

las distintas especies de hongos estudiados.
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Tabla 18. Acidos fendlicos encontrados en A. bisporus, L. deliciosus, C. cibarius, P.

ostreatus y B. edulis, documentados en otros trabajos

|| Abisporus | L.deliciosus | C.ibarius | P.ostreatus B _edulis
+

(Valentao, +
Acido caféico Andrade et al. (Puttaraju,
2005) (Puttaraju, Upparahalli et al.
Upparahalli et al. 2006)
2006)
+ + +
(Glamoclija, (Valentao, (Glamoclija, +
Acido p-cumarico Stojkovic et al. Andrade et al. Stojkovic et al. (Puttaraju,
2015) 2005) (Puttaraju, 2015) Upparahalli et al.
(Reis, Martins Upparahalli et al. (Reis, Martins et 2006)
et al. 2012) 2006) al. 2012)
+ + +
Acido ferulico (Puttaraju, (Puttaraju, (Muszynska,
Upparahalli et al. Upparahallietal. | Sulkowska-Ziaja et
2006) 2006) al. 2013)
+
Acido gentistico (Puttaraju,
Upparahalli et al.
2006)
+
Acid + + (Reis, Martins et +
. C'_ o p- . (Mattila, Konko (Muszynska, al. 2012) (Muszynska,
hidroxibenzoico otal 2001) Sulkowska-Ziaja (Muszynska, Sulkowska-Ziaja et
’ etal. 2013) Sulkowska-Ziaja et al. 2013)
al. 2013)
Acido +
homogentistico (Kim, Seguin et al.
2008)
- -|+ - + + . +
ACId? . (Miml aéog;) © (Puttaraju, (Muszynska, i, Sy el (Puttaraju,
protocatecuico (K?mas.eguin ot Upparahalli et al. Sulkowska-Ziaja m 2%%18';] etal. Upparahalli et al.
al. 2008) 2006) etal. 2013) 2006)
+
(Kim, Seguin et
al. 2008) (Reis, + + +
Acido gilico Martins et al. (Puttara.Ju, (Puttara.Ju, (Kim, Seguin et al.
2012) Upparahalli et al. Upparahalli et al. 2008)
(Glamoclija, 2006) 2006)
Stojkovic et al.
2015)

Por el contrario, algunos acidos fendlicos que en este trabajo no se detectaron se han

descrito, recientemente, en algunas de las especies estudiadas.
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Tabla 19. Otros acidos fendlicos documentados en las especies de hongos comestibles

A. bisporus, L. deliciosus, C. cibarius, P. ostreatus y B. edulis

ﬁ. A.bisporus L .deliciosus C.cibarius P.ostreatus
+

(Barros, Duefias

et al. 2009) + + +
(Mattila, Konko (Muszynska, (Barros, Duefias (Barros, Duefias
Acido cinamico etal. 2001) Sulkowska-Ziaja et al. 2009) etal. 2009)
(Reis, Martins et al. 2013) (Muszynska, (Muszynska,
etal. 2012) (Kalogeropoulos, Sulkowska-Ziaja Sulkowska-Ziaja et
(Glamoclija, Yanni et al. 2013) etal. 2013) al. 2013)
Stojkovic et al.
2015)
+ + +
Acido sinapico (Muszynska, (Muszynska, (Muszynska,
Sulkowska-Ziaja Sulkowska-Ziaja Sulkowska-Ziaja et
etal. 2013) etal. 2013) al. 2013)
z + + k
Acido vanilico (Kalogeropoulos, (Muszynska,
Yannietal,2013) | Sulkowska-Ziaja
' etal. 2013)
0 +
Acido rosmarinico (Vamanu and Nita
2013)

Acido p-
hidroxifenilacético

Acido 3-4-
dihidroxifenilacético

Acido siringico

+

(Kalogeropoulos,
Yanni et al. 2013)

+

(Kalogeropoulos,
Yanni et al. 2013)

+

(Kalogeropoulos,
Yanni et al. 2013)

Ademas, el presente trabajo muestra por primera vez la presencia de otros ac.

fendlicos en determinadas especies de hongos comestibles como: ac. clorogénico en

A. bisporus, L. deliciosus, B. edulis y C. gambosa; y ac. gentisico en C. cibarius,

P. ostreatus, B. edulis, C. gambosa e H. marzuolus. Anteriormente sdlo habian sido

descritos el ac. clorogénico en P. ostreatus, y el ac. gentistico en L. deliciosus (Kim,

Seguin et al. 2008) (Puttaraju, Upparahalli et al. 2006).
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Por otro lado, es la primera vez que se realiza la caracterizacién de los acidos
fendlicos presentes en los extractos de especies de hongos como C. gambosa,

H. marzuolus y C. cornucopioides nunca antes descritas.

- Flavonoides:

Se identificaron dos tipos diferentes de flavonoides: la miricetina y la catequina.
La miricetina se encontré en todos los extractos salvo en el de H. marzuolus, siendo el
extracto de C. cornucopiodes el que mayor cantidad presentd: 17,96 ng/mL, y el de
B. edulis el menor 8,99 ng/mL. La catequina, por su parte, sélo se hallé en los extractos
de C. cibarius y A. bisporus, en cantidades de 2,91 ng/mL y 0,255 ng/mL,
respectivamente. A. bisporus y C. cibarius poseen los 2 tipos de flavonoides
identificados, mientras que de H. marzuolus, no cuenta con ninguno de los
flavonoides.

Diversos trabajos han descrito la presencia de flavonoides en extractos de
distintas especies de hongos comestibles (Robaszkiewicz, Bartosz et al. 2010) (Barros,
Cruz et al. 2008) (Yim, Chye et al. 2009) (Vamanu and Nita 2013) (Pogon, Jaworska et
al. 2013). Entre ellos, la miricetina se ha identificado en A. bisporus y P. ostreatus (Kim,
Seguin et al. 2008). Por el contrario, aunque la presencia de catequina se detectd en
otra especie del género Agaricus (A. blazei), no se identificd en ninguna de las especies

gue se estudian en este trabajo (Kim, Seguin et al. 2008).

Ademas se han descrito otros flavonoides diferentes a los encontrados en este
trabajo: camferol en L. deliciosus (Kalogeropoulos, Yanni et al. 2013); rutina en C.
cibarius (Valentao, Andrade et al. 2005) y en P. ostreatus (Jayakumar, Thomas et al.
2009); crisina en L. deliciosus (Kalogeropoulos et al., 2013) y P. ostreatus (Jayakumar,

Thomas et al. 2009); o naringina en A. bsiporus y P. ostreatus (Kim, Seguin et al. 2008).
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- Otros fenoles:

Ademas de los compuestos descritos hasta ahora, en 5 de las 8 especies
estudiadas (todas excepto en P. ostreatus, B. edulis e H. marzuolus) se identificé otro
compuesto, el pirogalol. El extracto de A. bisporus fue el que conté con un mayor

contenido en pirogalol (129,35 ng/mL) y el de L. deliciosus, el menor (13,14 ng/mL).

En otros trabajos también se ha descrito la presencia de pirogalol en especies
como A. bisporus, L. deliciosus y C. cibarius (Dugler, Gonuz et al. 2004) (Witkowska,

Zujko et al. 2011) (Kim, Seguin et al. 2008).

La variabilidad de resultados observada entre distintos trabajos sobre la
composicion fendlica de las distintas especies de hongos se puede explicar por la
diversidad de procedencias de los hongos utilizados. Como se ha comentado
anteriormente la producciéon de metabolitos secundarios como son los compuestos
fendlicos estd directamente influenciada por las condiciones de desarrollo vy
crecimiento de los hongos (Carneiro, Ferreira et al. 2013). Ademas, hay que afiadir las
condiciones bajo las que se hayan llevado los procesos de recoleccidon, transporte,
almacenamiento, etc. asi como aquellas variables a las que estan sujetas los diferentes
analisis a los que se someten las muestras desde los métodos de extraccién, hasta los

de deteccion (Ouzouni, Petridis et al. 2009).

En este trabajo, por tanto se han caracterizado a nivel de composicion fendlica,
los extractos que seran objeto de estudio, con el fin de intentar establecer relaciones
entre composicion y actividad. En algunas especies se ha detectado la presencia de
compuestos que no se habian descrito hasta ahora y en otras, se ha caracterizado por
primera vez su composiciéon fendlica como es el caso de C. cornucopioides,

H. marzuolus y C. gambosa.
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IV.1.3. Capacidad antioxidante de los extractos

La formacion de radicales libres es un proceso que ocurre de forma natural
como consecuencia del metabolismo de las células aerdbicas, puesto que la oxidacion
es necesaria para los procesos fisiolédgicos de muchos organismos vivos. El consumo de
oxigeno por parte de esas células conlleva a la formacidon de una serie de radicales
libres, también conocidos como especies reactivas de oxigeno (ROS) de manera que
una produccién excesiva de dichas moléculas puede ocasionar un dafio oxidativo, lo
cual estd implicado en procesos patoldgicos como envejecimiento celular,
enfermedades caridovasculares, diabetes, inflamacién o cancer (Ames, Shigenaga et al.
1993). Ademas, la interaccién de estas especies con moléculas de naturaleza lipidica
produce nuevos radicales como hidroxiperdxidos o peroxidos que a su vez, pueden

interactuar de modo citotdxico con variedad de sistemas bioldgicos.

Los antioxidantes, bien sean de origen natural o sintético, pueden ayudar al
organismo a reducir el dafio oxidativo que las ROS producen. Sin embargo,
recientemente se sospecha que los antioxidantes sintéticos como butilhidroxianisol
(BHA), butilhidroxitolueno (BHT), terbutil hidroquinona (TBHQ) y propil galato (PG)
cuentan con efectos carcinogénicos (Zhang, Li et al. 2009). De manera, que el empleo
de antioxidantes naturales es mucho mas recomendable que el de los sintéticos. Por
ello, existe actualmente una continua busqueda de nuevos compuestos antioxidantes

efectivos que provengan de fuentes naturales.

Con el fin de estudiar el poder antioxidante de los extractos metandlicos de
hongos comestibles se valoré la capacidad de absorcién de radicales de oxigeno de los
mismos, mediante el ensayo ORAC (Oxigen Radical Abosorbance Capacity). Los
resultados obtenidos se muestran en la figura 37, expresados en umol equivalentes de
Trolox/g de extracto (umol TE/g). Todos los extractos estudiados presentaron cierta
capacidad antioxidante, siendo H. marzuolus y P. ostreatus los que mostraron los
resultados mas bajos (5,701 y 8,651 umol TE/g, respectivamente). C gambosa,
B. edulis y C. cornucopioides fueron las especies con mayor capacidad antioxidante

161



Resultados y discusion

(20,942, 24,269 y 24,406 umol TE/g, respectivamente), mientras que para C. cibarius,
A. bisporus y L. deliciosus, se obtuvieron valores intermedios (19,592, 16,379 y 12,852

umol TE/g, respectivamente).

Capacidad de absorcion de radicales de oxigeno
30 -

[ [ N
u o u

nmol equivalentes Trolox/g Hongo

[=1
o
—

Figura 37. Capacidad antioxidante de los extractos estudiados expresado en umol TE/g. Se

representa la media y la desviacidn estandar de 6 determinaciones

Los trabajos sobre la actividad antioxidante de los hongos que emplean el
método ORAC son escasos, no existiendo ningln otro precedente para las especies
estudiadas en este trabajo. Bang et al. (Bang, Suhara et al. 2014), realizaron un estudio
sobre la actividad antioxidante de los extractos etandlicos y acuosos de 29 especies de
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hongos diferentes recogidas en Nepal. En todos los casos obtuvieron valores muy
superiores a los que aqui se presentan, aunque las especies estudiadas fueron
diferentes. Asi, los valores oscilaron entre un minimo de 342,8 y un maximo de
21015,4 umol TE/g extracto para los extractos etandlicos; y un minimo de 83,2 y un
maximo de 1196,9 umol TE/g extracto para los extractos acuosos. Han et al. (Han, Lee
et al. 2014) por su parte, al estudiar la capacidad antioxidante media por el método
ORAC de 10 grupos de alimentos diferentes, obtuvieron para los hongos un valor:
331,6 umol TE/g. En todos los casos los valores obtenidos fueron muy superiores a los
nuestros, pero el hecho de que se trata de otras especies, con otras procedencias, otro
tipo de extractos y que los resultados se expresan por g de extracto en lugar de g de

hongo, como en nuestro caso, podrian justificar tales discrepancias.

Los organismos poseen mecanismos de defensa intrinsecos para combatir los
radicales libres: superdxido dismutasa, catalasa y perdxido de glutatidon. Sin embargo
podria considerarse que existe otro mecanismo de defensa frente a los radicales libres
adoptado por numerosos organismos: la ingesta de antioxidantes exdgenos
(Mayakrishnan, Abdullah et al. 2013). Los antioxidantes de la dieta mediante el
secuestro de los radicales libres, previenen el dafio que éstos son capaces de
ocasionar, y protegen de este modo al organismo frente a diversas enfermedades
importantes como cdncer, enfermedades cardiovasculares, disminucion del sistema
inmunoldgico, disfuncion cerebral y cataratas (Ames, Shigenaga et al. 1993). De
hecho, se ha demostrado que un consumo diario de alimentos ricos en antioxidantes,
como frutas, verduras y sus derivados, esta asociado a un menor riesgo de padecer

enfermedades cardiovasculares (Diplock, Charleux et al. 1998) (Hu 2002).

Los hongos, recientemente, también han sido reconocidos como fuente de
antioxidantes, puesto que poseen metabolitos secundarios capaces de proteger frente
al dafo oxidativo (Ferreira, Barros et al. 2009). Entre estos compuestos destacan los

compuestos fendlicos: tanto los acidos fendlicos, como los flavonoides y otros fenoles,
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han demostrado tener una importante actividad antioxidante (Sroka and Cisowski

2003).
IV.1.4. Relacidn entre composicidn fenodlica de los extractos y capacidad antioxidante

Algunos trabajos han demostrado que la actividad antioxidante de algunos
hongos es debida en gran parte a sus compuestos fendlicos (Patthamakanokporn,
Puwastien et al. 2008) (Barros, Ferreira et al. 2007), existiendo una correlacién entre
contenido fendlico y actividad (Thaipong, Boonprakob et al. 2006) (Cheung, Cheung et
al. 2003).

En el presente trabajo no se encontrd correlacién entre el contenido fendlico
total de los extractos procedentes de distintas especies de hongos y su capacidad

antioxidante, medida por el método ORAC, como se muestra en la figura 38.

Correlacion entre el contenido fendlico total y
la capacidad antioxidante de los extractos

30 -
25 -
20 -

15 -

10 -

Capacidad antioxidante

y =2,5264x + 10,726
5 . 4 R?=0,3391

0 Y T T Y
0 1 2 3 4 5 6

Contenido fendlico total

Figura 38. Correlacion entre el contenido fendlico total de los extractos metandlicos de hongos
comestibles expresado GAE/g vy la capacidad antioxidante de los mismos expresada en pmol

TE/g
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El estudio de los parametros valor P (valor de significacion) y coeficiente de
correlacién de Pearson (r) reveld que, aunque existia una cierta relacion positiva entre

ambas variables (r=0,582), ésta no es estadisticamente significativa (P=0,130).

Existen numerosos trabajos que ponen de manifiesto una fuerte correlacién
entre los contenidos de compuestos fendlicos de extractos y la actividad antioxidante
de los mismos (Barros, Ferreira et al. 2007) (Athanasakis, Aligiannis et al. 2013) (Li, Lee
et al. 2014) (Kosanic, Rankovic et al. 2012) (Bang, Suhara et al. 2014), aunque también
hay un buen nimero de investigaciones en las que dicha correlacién es moderada (Lee,
Huang et al. 2007) o inexistente (Tan, Baskaran et al. 2015) (Tsai, Mau et al. 2014)
(Phan, David et al. 2014).

Estas discrepancias pueden ser explicadas por la diversidad de métodos
existentes para la valoracidon de la capacidad antioxidante. Los mecanismos de accién
por los que las sustancias antioxidantes ejercen sus efectos son variados: interaccién
directa con especies reactivas, prevencion de la formacién enzimatica de especies
reactivas, prevenciéon de la formacion de especies reactivas dependientes de metales
(como agentes quelantes), y activacion o inducciéon de la actividad de enzimas
antioxidantes (Balsano and Alisi 2009), por lo que el valorar la actividad por un solo
método no siempre es un reflejo de la actividad antioxidante total de un material
(Carvajal, Koehnlein et al. 2012) (Glamoclija, Stojkovic et al. 2015). En este trabajo en
concreto se ha medido la capacidad de absorcién del radical de oxigeno de los distintos
extractos, pero los compuestos fendlicos pueden actuar a través de otros mecanismos
gue aumenten la capacidad antioxidante en mayor o menor medida. Por otro lado, los
extractos metandlicos obtenidos, tienen un variado perfil fendlico. Los compuestos
fendlicos individuales presentes en los mismos, podrian mostrar efectos antioxidantes
marcadamente diferentes, y la contribucién de cada uno de ellos a la capacidad

antioxidante total puede ser variable.

Con el fin de ahondar en la posible influencia que los distintos grupos de

compuestos fendlicos de los extractos pudieran ejercer sobre la capacidad
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antioxidante de los mismos, se estudiaron las correlaciones entre los derivados del
acido cindmico, derivados del acido hibroxibenzoico, flavonoides y fenoles (pirogalol),
y la capacidad antioxidante, valorada como capacidad para secuestrar radicales de

oxigeno.

Tabla 20. Correlacidn entre la capacidad antioxidante de los extractos metandlicos de

hongos comestibles y sus diferentes tipos de componentes. P representa el valor de

significacidn y r el coeficiente de correlacion de Pearson

DERIVADOSAC | DERIVADOS AC
. CINAMICO HIDROXIBENZOICO =~ ' -AVONOIDES PIROGALOL

0,212 0,885 0,507 0,974
CAPACIDAD

ANTIOXIDANTE
r -0,596 0,077 0,342 0,026

Como se observa en la tabla 20, no se encontré correlacién entre los
parametros estudiados, aunque en algln caso habia una cierta relacion positiva

(flavonoides, r=0,342), no se alcanzé en ninguno una significacién estadistica

Los componentes bioactivos individuales presentan la capacidad de cambiar sus
propiedades en presencia de otros compuestos, como resultado de sinergismos,
antagonismos, co-antioxidacion o la presencia de retardadores de oxidacién (Becker,
Nissen et al. 2004), de manera que la ausencia de correlacién en este caso, podria
deberse a este tipo de interaciones entre los distintos compuestos presentes en los
extractos. De hecho, los beneficios de una dieta rica en frutas y verduras se atribuyen a
sinergismos de sus fitoquimicos, de modo que las complejas mezclas de estos que se
dan en el alimento completo, serian los responsables de las potentes propiedades

bioactivas de los mismos (Liu 2003).
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IV.2. VALORACION DEL EFECTO ANTIINFLAMATORIO DE LOS EXTRACTOS
1V.2.1. Efecto antiinflamatorio en la linea celular RAW 264.7

Se estudié la actividad antiinflamatoria de los extractos metandlicos ricos en
compuestos fendlicos, obtenidos a partir de distintas especies de hongos comestibles,

en la linea celular de macréfagos de ratén RAW 264.7.

En primer lugar para determinar la concentracion de trabajo, se valord el
potencial efecto citotdxico sobre la linea celular de distintas concentraciones de los
extractos: 0,5; 1 y 2 mg extracto/mL. Estas concentraciones se usaron para todos los
hongos estudiados, excepto para C. cornucopioides, cuyo extracto a concentraciones
de 1 y 2 mg/mL resultd poseer una tonalidad cromatica demasiado oscura que
interferia en las valoraciones colorimétricas. Por ello, en este caso, las concentraciones

ensayadas fueron inferiores (0,12; 0,25 y 0,5 mg extracto/mL).

IV.2.1.1. Ensayos de citotoxicidad

La citotoxicidad de los extractos sobre la linea celular RAW 264.7 se examind
mediante el ensayo de MTT, que refleja la actividad mitocondrial de las células vivas. El
porcentaje de viabilidad celular tras el tratamiento con los distintos extractos se
determind con respecto a las células estimuladas con LPS sin tratamiento previo, valor
que se tomd como 100% de viabilidad. Como se muestra en las graficas, la Unica
concentracion de extracto que no produjo efecto téxico sobre las células en todos los

casos, fue 0,5 mg/mL.
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Figura 39. Efecto de la citotoxicidad de las distintas concentraciones de los extractos:
A. bisporus y L. deliciosus sobre la linea celular RAW 264.7, evaluada mediante el método MTT.
El valor de las células expuestas a LPS se consideré como referencia (viabilidad 100%). Las
barras representan las medias y las desviaciones estandar de al menos 3 experimentos

diferentes ejecutados por triplicado. * Sefiala significacién estadistica (p<0,05) respecto a LPS
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Figura 39 Continuacion. Extractos de C. cibarius, P. ostreatus, B. edulis y

C. cornucopioides
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Puesto que la concentracion de 0,5 mg/mL fue la Unica que no producia
citotoxicidad en todas las especies estudiadas, se eligié como concentracién de trabajo

para los posteriores experimentos.
IV.2.1.2. Efecto de los extractos sobre la producciéon de NO

Durante los procesos inflamatorios se produce una sobreproduccion de NO
como consecuencia de la induccion de la enzima iNOS en distintos tipos celulares,
sobre todo en macréfagos. Para valorar el efecto de los distintos extractos de hongos
sobre la produccion de NO inducida por LPS en macréfagos RAW 264.7, se determind
la concentracion de nitritos (metabolito estable del éxido nitrico) acumulados en el
sobrenadante del cultivo celular por la técnica de Griess, como indice de la sintesis de

NO.

Como muestra la figura 40, la produccion de NO en células no estimuladas con
LPS (Basal) fue indetectable. La activacion de los macréfagos con LPS (1 pg/mL durante
24 horas) causd una elevada producciéon de NO que fue tomada como valor de
referencia (100% produccion de NO). El pretratamiento de las células con los extractos
(0,5 mg/mL), una hora antes de la estimulacion con LPS indujo una reduccion en la

produccién de NO, en el caso de determinados extractos.

Los extractos de P. ostreatus y B. edulis no tuvieron un efecto significativo
sobre la produccién de NO, mientras que el resto tuvieron un efecto inhibitorio que
varié de unas especies a otras. C. cibarius presentd un potente efecto inhibidor de la
produccién de NO en las células estimuladas con LPS (71% inhibicidn), mientras que A.
bisporus, L. deliciosus, y C. cornucopioides presentaron un efecto moderado: 31%, 37%

y 46 % de inhibicidn, respectivamente.
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Figura 40. Produccion de NO en células RAW 264.7 estimuladas con LPS y pretratadas
con distintos extractos de hongos. Los resultados se expresan como % de produccion de NO
respecto a las células estimuladas por LPS (100%) y se presentan como medias y errores
estdndar de un minimo de 3 experimentos independientes realizados por triplicado. * Indica

significacidn estadistica (p<0,05) respecto a LPS
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IV.2.1.3. Efecto de los extractos sobre la expresion de genes proinflamatorios

Efecto de los extractos sobre la expresion de iNOS

Para determinar si la inhibicion de la produccién de NO observada en los
macroéfagos estimulados y tratados con los extractos de hongos era debida a un efecto
a nivel transcripcional, se valoré en las células tratadas la expresiéon del gen de la
enzima inducible iNOS. Para ello se incubaron los macrofagos con los extractos
durante 1 hora y después se estimularon con LPS 6 horas mas. La valoracién de la
expresion de los ARNm se llevd a cabo mediante la cuantificacion relativa de la

expresion por PCR cuantitativa a tiempo real.

La estimulacion con LPS indujo una elevada expresién de iNOS con respecto a la
situacion basal de células no estimuladas. El tratamiento de pre-incubaciéon de 1 hora
de macréfagos RAW 264.7 con los extractos (0,5 mg/mL) indujo, en ciertos casos, una

inhibicidn de la expresidon del gen iNOS estimulada con LPS.

Como se muestra en la figura 41, la expresion génica de iNOS disminuyd
significativamente para el caso de las células tratadas con cuatro extractos: A. bisporus,
L. deliciosus, C. cibarius y C. cornucopioides. Quedd reducida a un 52% en el caso del
extracto de A. bisporus, y un 45% en el de L. deliciosus. Los extractos de
C. cornucopioides y C. cibarius, por su parte, indujeron las mayores reducciones en la
expresion de iNOS, siendo ésta de 21% en el caso de C. cornucopioides y de 19% para
el extracto de C. cibarius. Los extractos de P. ostreatus y B. edulis no tuvieron efecto en

la expresién del gen iNOS.
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Figura 41. Efecto de los extractos metandlicos de hongos comestibles sobre la

expresion de iNOS en células RAW 264.7 activadas con LPS. Los resultados se expresan como

expresion relativa de cada muestra en funcién de la muestra de referencia (LPS). Los valores

representan las medias y las desviaciones estandar de 3 experimentos independientes.

* Sefala significacidn estadistica (p<0,05) respecto al grupo tratado sélo con LPS

Los macréfagos activados, secretan diversos mediadores inflamatorios. Ademas

de NO, producen interleuquinas como IL-1B e IL-6, entre otras, TNF-a, prostaglandina

E, (PGE,), y especies reactivas de oxigeno (ROS) (Laskin, Sunil et al. 2011).
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Para ver si el efecto de los extractos observado en la expresién de iNOS
afectaba también a otros genes inflamatorios que se activan con LPS, se valord la
expresion de los genes de IL-1B, IL-6 y TNF-a, en las células RAW 264.7 estimuladas con
LPS y pretratadas con los extractos objetos de estudio. El tratamiento de macroéfagos
RAW con los extractos durante 1 hora previa a la exposicidon a LPS tuvo un efecto

variable sobre la expresion de los distintos genes.

Efecto de los extractos sobre la expresion de IL-18

La activacion de las células con LPS indujo una marcada expresion del gen de la
IL-1B, valor que se tomd como referencia para evaluar el efecto de los distintos
extractos. Como se observa en la figura 42 algunos de los extractos empleados fueron
muy eficaces inhibiendo en gran parte esta expresién, mientras que otros no tuvieron

efecto.
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Figura 42. Efecto de los extractos metandlicos de hongos comestibles sobre la

expresion de IL-1B en células RAW 264.7 activadas con LPS. Los resultados se expresan como

expresion relativa de cada muestra en funcién de la muestra de referencia (LPS). Los valores

representan las medias y las desviaciones estandar de 3 experimentos independientes.

* Muestra significacion estadistica (p<0,05) respecto a LPS

Los extractos de A. bisporus, L. deliciosus y C. cibarius, causaron reducciones de

la expresion de IL-1B estimulada con LPS, que suponian valores de expresidén entorno a

la mitad del valor de referencia con sélo LPS. Asi pues la expresién génica de IL-1p para

los casos de C. cibarius, L. deliciosus y A. bisporus fueron: 53%, 46% y 40%,

respectivamente. El resto de los extractos no tuvo ningun efecto.
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Efecto de los extractos sobre la expresion de IL-6

El estudio de la expresidon del gen de la IL-6, mostrd una elevada similitud con el
caso de la expresién de IL-1[, puesto que no sdlo los mismos extractos resultaron ser
efectivos (A. bisporus, L. deliciosus y C. cibarius) sino que ademas, contaba con el

mismo patrdn inhibitorio de la otra interleuquina estudiada.
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Figura 43. Efecto de los extractos metandlicos de hongos comestibles sobre la
expresion de IL-6 en células RAW 264.7 activadas con LPS. Los resultados se expresan como
expresion relativa de cada muestra en funcién de la muestra de referencia (LPS). Los valores

representan las medias y las desviaciones estandar de 3 experimentos independientes.* Indica

significacion estadistica (p<0,05) respecto a LPS
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Como se observa en la figura, el extracto mas efectivo fue el de A. bisporus con
una expresién del gen de IL-6 del 60%, seguido por el de L. deliciosus: 66%, y

finalmente por C. cibarius, cuya expresion de IL-6 fue del 75%.

Efecto de los extractos sobre la expresion de TNF-a

El tratamiento de las células RAW 264.7 con LPS indujo también una elevada
expresion del gen de TNF-a, sin embargo ninguno de los extractos empleados fue

capaz de inhibir dicha expresion.
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Figura 44. Efecto de los extractos metandlicos de hongos comestibles sobre la
expresion de TNF-a en células RAW 264.7 activadas con LPS. Los resultados se expresan como
expresion relativa de cada muestra en funcién de la muestra de referencia (LPS). Los valores
representan las medias y las desviaciones estandar de 3 experimentos independientes.* Indica

significacidn estadistica (p<0,05) respecto a LPS
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Como se observa en la figura 44, el pretratamiento de las células estimuladas
con LPS, con los extractos procedentes de las distintas especies estudiadas, produjo
niveles de expresion génica para el TNF-a similares a los encontrados en las células no

tratadas (grupo LPS).

IV.2.1.4. Efecto de los extractos sobre la produccion de citoquinas proinflamatorias

Para investigar el efecto de los extractos metandlicos en la produccion IL-1B,
IL-6 y TNF-a se valoraron dichas citoquinas mediante la técnica ELISA en el
sobrenadante del cultivo celular, tras 24 horas de estimulacion con LPS. El
pretratamiento de los macréfagos con los extractos de hongos comestibles
(0,5 mg/mL) durante 1 hora previo a la estimulacion con LPS no indujo reduccién

significativa en la liberacidn de ninguna de las citoquinas estudiadas.

Efecto de los extractos sobre la produccion de IL-16

Como se observa en la figura 45, la produccién de IL-1B por parte de las células
no tratadas (Basal) fue indetectable. La exposicion a LPS durante 24 horas indujo una
produccién elevada de IL-1B (614,41 pg/mL) que fue considerada como valor 100% de
produccién. Los resultados que se obtuvieron para los pretratamientos con cada uno
de los diferentes extractos sobre la linea celular de macréfagos RAW 264.7, revelaron
gue ninguno de los extractos metandlicos de hongos comestibles causaba una
reduccion significativa de la produccién de la citoquina proinflamatoria IL-18, tras la

estimulacion por LPS.
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Figura 45. Produccién de IL-1B en células RAW 264.7 estimuladas con LPS y pretratadas

con distintos extractos de hongos. Los resultados se expresan como % de produccion de IL-13
respecto a las células estimuladas con LPS (100%) y se presentan como medias y errores
estandar de un minimo de 3 experimentos realizados por triplicado. * Indica significacién

estadistica (p<0,05) respecto a LPS

Efecto de los extractos sobre la produccion de IL-6

Al igual que ocurrid en el caso anterior, la liberacién de IL-6 por las células no
estimuladas fue indetectable, mientras que la exposicién durante 24 horas a LPS
inducia un alto nivel IL-6 liberada al medio (17.277,35 pg/mL), que se consideré como

valor de referencia 100% produccion.
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El pretratamiento de los macréfagos RAW 264.7 estimulados por LPS con
diferentes extractos tampoco produjo ningln efecto sobre la liberacién de IL-6 al
medio de cultivo como se puede ver en la siguiente grafica. Aunque en el caso del
extracto de C. cibarius si se observa una cierta reduccién de la produccién de IL-6, ésta

no llega a ser significativa.
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Figura 46. Produccion de IL-6 en células RAW 264.7 estimuladas con LPS y pretratadas

con distintos extractos de hongos. Los resultados se expresan como % de produccion de IL-6
respecto a las células estimuladas por LPS (100%) y se presentan como medias y errores
estandar de un minimo de 3 experimentos realizados por triplicado. * Indica significacién

estadistica (p<0,05) respecto a LPS
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Efecto de los extractos sobre la produccion de TNF-o

La estimulacién de las células RAW 264.7 por LPS indujo una elevada
produccion de TNF-o respecto a la situacion basal; 219.857 pg/mL frente a 1.574
pg/mL. Los pretratamientos con los diferentes extractos, no fueron capaces de reducir

la produccién de TNF-a en ninguno de los casos.
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Figura 47. Produccidn de TNF-a en células RAW 264.7 estimuladas con LPS y
pretratadas con distintos extractos de hongos. Los resultados se expresan como % de
produccién de TNF-a respecto a las células estimuladas por LPS (100%) y se presentan como
medias y errores estandar de al menos 3 experimentos realizados por triplicado. * Indica

significacidn estadistica (p<0,05) respecto a LPS
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Los resultados de este trabajo indican que varios de los extractos estudiados
presentan efectos antiinflamatorios, en términos de inhibicion de la expresiéon de
algunos genes inflamatorios, en macrofagos estimulados por LPS. Ninguno de los
extractos a la concentraciéon de trabajo elegida (0,5 mg/mL), mostré toxicidad
significativa sobre las células tratadas con LPS por lo que los efectos inhibitorios
mostrados no fueron debidos a muerte celular sino al poder antiinflamatorio de los

mismos.

Los extractos metandlicos de A. bisporus, L. deliciosus, C. cibarius y C.
cornucopioides resultaron ser potentes inhibidores de la expresién génica de iNOS, y
de la produccidon de NO. Asi mismo, los extractos de A. bisporus, L. deliciosus y C.
cibarius, también inhibieron de manera significativa la expresion de las citoquinas IL-1

e IL-6 en macréfagos RAW 264.7 activados con LPS.

Los macrofagos, son uno de los tipos de células inmunoldgicas que
desempefiian un papel critico en la respuesta inflamatoria. Los macréfagos activados,
secretan diversos mediadores inflamatorios, entre los que se encuentran el NO,
interleuquinas (IL-1B, IL-6, etc.), TNF-a, PGE, y especies reactivas de oxigeno. La LPS
actia como activador de estas células, ya que induce la produccion de estos
mediadores inflamatorios y ademas estimula la expresion génica de las enzimas iNOS y
COX-2. La produccion excesiva de NO, ILs y TNF-a desempefia un papel critico en
enfermedades inflamatorias crdnicas, por lo que la inhibicion de la expresion asi como
de la produccion estos mediadores se asocia a un potencial terapéutico para el

tratamiento de enfermedades inflamatorias (Laskin and Pendino 1995).

El NO, producido en concentraciones fisioldgicas por las isoformas constitutivas
de la enzima oxido nitrico sintasa (NOS), desempefia un papel crucial como
vasodilatador, neurotransmisor y regulador inmunoldgico en una amplia variedad de
tejidos (Moncada, Palmer et al. 1992). Sin embargo la superproduccién de NO debido a
la isoforma inducible de la enzima 6xido nitrico sintasa (iNOS), puede originar una

respuesta inflamatoria desmesurada, por lo que iNOS constituye un importante punto
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de control (Ahmad, Chen et al. 2002). Los potenciales inhibidores de iNOS se
consideran como estrategias a tener en cuenta para prevenir y hacer frente a

enfermedades inflamatorias.

Los extractos metandlicos de A. bisporus, L. deliciosus, C. cibarius vy
C. cornucopiodes inhibieron de manera eficaz la produccion de NO en macréfagos
activados, a través de la inhibicion de la expresion del ARNm de iNOS. Otros trabajos
realizados con extractos metandlicos de algunas especies de hongos medicinales han
dado resultados similares como por ejemplo, el extracto metandlico de Inonotus
obliquus, un hongo medicinal con demostrada actividad inmunomoduladora (Park,
Won et al. 2005) o el de G. lucidum otra especie ampliamente estudiada por su
actividad anticancerigena (Woo, Man et al. 2005). En el caso de los hongos
comestibles, aunque mucho menos estudiados que los medicinales, también hay
algunos trabajos que demuestran esta misma actividad antiinflamatoria, aunque no
existen precedentes de las especies aqui estudiadas. Por ejemplo, un extracto de
S. aspratus reducia la produccién de NO y la expresion génica de iNOS en un modelo in

vitro, similar al usado en este trabajo (Chung, Jung et al. 2015).

Estimulos inflamatorios, como la LPS, inducen la activacién de los macrofagos y
la subsecuente produccidon de citoquinas, que media en las respuestas de los tejidos
durante las diferentes fases de la inflamacion de una manera secuencial y orquestada
(Laskin and Pendino 1995). Sin embargo, cuando se expresan en exceso pueden dar
lugar a inflamacién cronica y otras enfermedades asociadas a inflamacién (Szekanecz
2008), por lo que la inhibicién de la produccion o de las funciones de las citoquinas,

representa un mecanismo clave para el control de procesos inflamatorios.

En nuestro trabajo, los extractos de A. bisporus, L. deliciosus y C. cibarius
inhibian significativamente la expresion génica de IL-1B e IL-6, en macréfagos RAW
264.7 estimulados por LPS, pero sorprendentemente ninguno de los extractos
estudiados tenian efecto en los niveles de expresion génica de TNF-a. Resultados

similares fueron obtenidos por Feng, Ling y Duan (Feng, Ling et al. 2010) con licopeno,
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éste inhibia la expresién de iNOS e IL-6, en macrofagos estimulados con LPS, sin afectar
a la expresion de TNF-a. El estudio de los mecanismos de accidn del licopeno llevd a la
conclusién de que dicho compuesto actuaba inhibiendo la activacion de 2 MAPKs:
ERK1/2 (Quinasas reguladas por sefales extracelulares 1/2) y p38, sin afectar a JNK
(Quinasas c-Jun N-terminal) (Feng, Ling et al. 2010). Esto a su vez, reafirma la hipotesis
de que tras la estimulacién por LPS, la expresion de las citoquinas IL-1B e IL-6 esta
mayoritariamente regulada por ERK1/2, mientras que la del TNF-a se regula
principalmente por JNK (Swantek, Cobb et al. 1997). Por lo tanto los resultados
similares obtenidos en este trabajo, sugieren que los extractos metandlicos de
A. bisporus, L. deliciosus y C. cibarius podrian ejercer su actividad antiinflamatoria
mediante la inhibicidon selectiva de distintos factores de transcripcidén en la cascada de

activacion de los macrofagos por LPS.

Estudios previos han demostrado que la actividad antiinflamatoria de extractos
obtenidos de diferentes especies de hongos se debe a la inhibicion de la expresion y
produccién de diversos marcadores inflamatorios. La mayor parte de estos estudios se
han realizado con hongos medicinales: un extracto de L. polychrous, rico en
compuestos fendlicos y esteroles, que reducia la inflamacién en un modelo in vivo, en
macrofagos RAW 264.7 activados por LPS, inhibia la expresion de iNOS, IL-1pB, IL-6,
TNF-a y COX-2 y ademas la produccién de NO, O, y TNF-a (Fangkrathok, Junlatat et al.
2013). Asi mismo, A. camphorata otro hongo medicinal con demostrada actividad
antiinflamatoria in vitro e in vivo, (Tsai, Tung et al. 2015), ejerce su efecto
antiinflamatorio a través de la supresion de la expresion de iNOS y COX-2 asi como de
la produccién de mediadores inflamatorios NO, IL-6, TNF-a y PGE, en macrdéfagos
activados por LPS (Hseu, Wu et al. 2005). A. brasiliensis también cuenta con
demostradas propiedades antiinflamatorias: metabolitos secundarios de esta especie
son capaces de disminuir los niveles de IL-1B, TNF-a asi como de inhibir la expresion de
IL-1B8, TNF-a, VEGF-a e IL-17A mediante la inactivacion del factor de transcripcion
NF-kB en el higado de ratones diabéticos sometidos a una dieta suplementada con A.

brasiliensis (Yu, Han et al. 2013). La administracion de pequefias dosis de A. brasiliensis
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también es capaz de atenuar la inflamacion pulmonar inducida en ratas WISTAR,
posiblemente como consecuencia de su actividad inmunomoduladora sobre los

macrofagos (Croccia, Lopes et al. 2013).

Ademas de los estudios realizados con hongos medicinales, también se han
publicado algunos trabajos acerca de la actividad antiinflamatoria de especies
comestibles, aunque son mucho menos abundantes y la mayoria se limitan a algunas
especies del género Pleurotus, Agaricus y Lentinus. La mayor parte de las especies
utilizadas en este trabajo no han sido objeto de este tipo de estudios.

Se demostrd que un concentrado de P. ostreatus inhibe la expresién de iNOS y
COX-2 y los niveles de produccién de NO, PGE,, IL-6, IL-12 y TNF-a liberados en
macrofagos estimulados por LPS. Estos resultados estan en clara contraposicion con
los obtenidos en nuestro trabajo donde P. ostreatus fue una de las especies que no
mostré ningun efecto antiinflamatorio. Esta discrepancia puede ser debida a la
composicion del concentrado de P. ostreatus utilizado (B-glucanos, glucanos y
aminodcidos) que era radicalmente distinta de la de nuestros extractos (Jedinak,
Dudhgaonkar et al. 2011).

Sin embargo también se dispone de un trabajo con la especie C. cibarius, con
resultados concordantes con los de nuestra investigacién. Varios extractos de
C. cibarius demostraron propiedades antiinflamatorias, aunque de naturaleza
diferente a las estudiadas en este trabajo: actividad antiproteinasa, estabilizacion de
la membrana de los eritrocitos e inhibicion de la desnaturalizacién de albumina. En
dicho trabajo también se evalud la actividad antioxidante de los extractos, in vitro,
mediante el estudio de 6 factores diferentes (actividad secuestradora de radicales
DPPH, poder reductor, actividad quelante de metales, inhibicion de la peroxidacion
lipidica, y capacidad para secuestrar radicales hidroxilo y superéxidos), e in vivo,
conluyendo que C. cibarius es un potente agente antioxidante. En cuanto a la
composicion de los extractos, el componente mayoritario resultd ser, al igual que en

nuestro trabajo, el ac. homogentistico, cuya presencia fue superior a la de otros
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compuestos como el ac. galico, flavonoides, acido ascorbico, licopeno y y-tocoferol

(Vamanu and Nita 2014).

A pesar de que algunos de los extractos ensayados como A. bisporus,
L. deliciosus y C. cibarius tuvieron un efecto a nivel transcripcional (fueron capaces de
reducir la expresidon génica de IL-1B e IL-6 inducida por la LPS), este efecto no se
tradujo en una reduccion de las citoquinas liberadas al medio de cultivo, lo que sugiere
que otros efectos post-transcripcionales pueden estar implicados. Por otro lado, son
numerosos los trabajos que demuestran que un efecto a nivel transcripcional suele ir
asociado a un efecto e nivel de traduccién, por lo que es posible que los tiempos de
incubacién ensayados en nuestro trabajo no fueran suficientes para mantener
activados los factores de transcripcion implicados. Puesto que la reduccion de estos
mediadores inflamatorios es fundamental para conseguir un efecto antiinflamatorio
neto, se necesitaria realizar mas trabajos en este sentido para conseguir tanto las

dosis como los tiempos de incubacién necesarios para lograr el efecto deseado.

Aunque existen distintas moléculas que pueden participar en la capacidad
antiinflamatoria de los hongos, los compuestos fendlicos han sido largamente
reconocidos como compuestos con elevada actividad antiinflamatoria. Esto hace
suponer que el elevado contenido en compuestos fendlicos en los extractos utilizados
en nuestro trabajo es el responsable de los efectos observados. Algunos compuestos
fendlicos de origen natural, como la quercetina o el resveratrol, entre otros, se ha
demostrado que son capaces de inhibir tanto la expresion de genes inflamatorios
como la produccidn de los correspondientes mediadores (Hamaldinen, Nieminen et al.
2007). En el caso concreto de los hongos también se han podido identificar algunos
compuestos fendlicos responsables de esta actividad. Uno de los metabolitos
secundarios del hongo medicinal Phellinus linteus, el polifenol hispidina, demostré que
inhibe la expresion génica de iINOS mediante la inhibicion de la degradacion del
inhibidor Ik-B-a y la disminucién de la traslocacion del factor de trascripcion NF-kB en

macrofagos RAW 264.7 estimulados por LPS (Shao, Jeong et al. 2015). El albaconol, un
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metabolito obtenido del hongo no comestible Albatrellus confluens, disminuye los
niveles de produccién de las citoquinas IL-1B, IL-6 y TNF-a en macrdéfagos y en células
dendriticas inducidos por LPS (Liu, Shu et al. 2008). En el caso de L. edodes, se han
identificado dos compuestos, el ac. siringico y el ac. vanilico, con elevada capacidad
antioxidante y antiinflamatoria en un modelo de inflamacién hepatica en ratones (Itoh,

Isoda et al. 2009).

1V.2.2. Efecto antiinflamatorio de los extractos en la linea celular Caco-2

Una vez estudiado el potencial antiinflamatorio de los extractos metandlicos
obtenidos a partir de especies de hongos comestibles, y haber demostrado varios de
sus efectos antiinflamatorios sobre la linea celular de macréfagos de ratén RAW 264.7
activada por LPS, se llevd a cabo el estudio de los extractos metandlicos testados
anteriormente y los de dos especies mas: C. gambosa e H. marzuolus, en un modelo in
vitro de inflamacion epitelial intestinal, para lo cual se utilizo la linea celular humana

Caco-2.

Los enterocitos son células epiteliales localizadas en el intestino delgado,
grueso y en el colon, que se encargan de realizar la absorcién y el transporte de
moléculas alimenticias al interior del organismo. Presentan polaridad puesto que
cuentan con dos zonas diferenciadas: la parte apical, orientada hacia el lumen del
intestino, donde se encuentran las microvellosidades; y la basal, donde se localizan los
vasos sanguineos. Por su situacion, desempefan un papel crucial en la regulacion de la
respuesta inmunitaria intestinal, ya que forman barreras biomecanicas y bioquimicas
frente a antigenos y ademas son capaces de secretar y reaccionar ante mediadores

inflamatorios.
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La linea celular de adenocarcinoma humano, Caco-2, constituye un modelo
idoneo para estudios sobre diferentes fendmenos fisioldgicos intestinales, puesto que
al crecer forma una monocapa polarizada que presenta muchas de las caracteristicas
tanto funcionales como morfolégicas de los enterocitos maduros humanos (Van De

Walle, Hendrickx et al. 2010).

Con el objetivo de evaluar la capacidad antiinflamatoria de los extractos en un
modelo de inflamacion intestinal in vitro, se empled la linea Caco-2, que se estimulé
mediante un céctel de agentes proinflamatorios IL-1B, TNF-a, INF-y y LPS, que han
demostrado estar implicados en el dafio intestinal producido durante las Ells. Las
citoquinas IL-1B, TNF-a, INF-y han sido encontradas en tejidos de pacientes con Ell
(Reimund, Wittersheim et al. 1996), mientras que LPS representa un agente

inflamatorio ubicuo, cuya presencia en el tracto intestinal es muy comun.

Las concentraciones a las que se emplearon los agentes inflamatorios se
ajustaron para provocar la respuesta inflamatoria de Caco-2 sin provocarles dafio ni
perturbar su actividad. Estas células, al verse expuestas a estimulos inflamatorios, se
activan, secretando una serie de mediadores inflamatorios como NO, interleuquinas,
etc. La inhibicidn tanto de los mediadores inflamatorios como de su expresién génica,
podria representar una potencial alternativa para futuras terapias en enfermedades

inflamatorias intestinales (Van De Walle, Hendrickx et al. 2010).
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IV.2.2.1. Ensayos de citotoxicdad

En primer lugar se valord la toxicidad de los extractos metandlicos sobre la
linea celular Caco-2. Para ello se emplearon dos tipos de ensayos diferentes: el ensayo
MTT y el ensayo LDH. En ambos casos se emplearon células en crecimiento que no
habian alcanzado el estado de confluencia, esto es, sin diferenciarse, debido a que en
ese estado las células presentan una mayor sensibilidad. Las células intestinales, en sus
primeros estadios son mas sensibles frente a la exposicion a diferentes sustancias,
mientras que a medida que van creciendo y diferenciandose, van perdiendo dicha
sensibilidad, haciéndose mas resistentes frente a posibles agresiones (Van De Walle,

Hendrickx et al. 2010).

Ensayo MTT

Se evalud la citotoxicidad de diferentes concentraciones de los extractos (0,05
mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1 mg/mL, 1,5 mg/mL y 2 mg/mL). Para ello se
incubaron las células con los extractos durante 24 horas y después se realizé el ensayo

MTT.

El valor de absorbancia obtenido para las células que se mantuvieron en
condiciones basales, fueron consideradas como valor de 100% de viabilidad. A partir
de éste se calculd la viabilidad de las células tratadas con las distintas concentraciones
de los diferentes extractos. Como se observa en la figura 48, ninguna de las

concentraciones ensayadas de los distintos extractos, afectaron a la viabilidad celular.
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Figura 48. Efecto de la citotoxicidad de las distintas concentraciones de los extractos A.
bisporus y L. deliciosus, evaluada mediante el método MTT. Los resultados se expresan como
porcentajes de viabilidad respecto al valor de las células sin tratar (viabilidad 100%). Las barras
representan las medias y las desviaciones estandar de, al menos, 3 experimentos diferentes

realizados por triplicado
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C. cibarius P. ostreatus
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Figura 48 continuacion. Extractos de C. cibarius, P. ostreatus, B. edulis y C. gambosa
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H. marzuolus C. cornucopioides
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Figura 48 continuacién. Extractos de H. marzuolusy C. cornucopioides
Ensayo LDH

El ensayo LDH muestra la actividad enzimatica de la enzima lactacto
deshidrogenasa (LDH), que se encuentra presente en el citoplasma de las células vivas.
Asi, cuando ésta se detecta en el medio de cultivo, es consecuencia de la
permeabilizacion de las membranas celulares en células muertas o moribundas, que

han sido expuestas a un agente téxico.

El estudio de la citotoxicidad de los extractos mediante este método, se llevd a
cabo también con las mismas concentraciones empleadas para el método MTT: 0,05

mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1 mg/mL, 1,5 mg/mLy 2 mg/mL.

Ninguna de las concentraciones estudiadas mediante el método LDH, presenté
efecto citotdxico, cuando se compararon los resultados con los valores de referencia,

100% viabilidad, de las células en estado basal (Fig. 49).
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A. bisporus L. deliciosus

120 -~ 120 -
100 - 100 -
80 - o
g < 80
> i
ﬁ 60 - E 60 -
~ 40 - = 40 -
20 - 20 -
0 - T T T T T 0 - T T T T T T
Y
P OSSO S P OSSO S
& & & L PO NI NS NS A A\
& & E ,»6‘ ‘96‘ ,"6‘ & ,»6‘ ‘9@ ,»6‘ <& ,‘,6‘
\Q" \9\ \Qq \ \t},\ \9‘ \9\ \Q1 \ \'},\ \

Figura 49. Citotoxicidad de las distintas concentraciones de los extractos de A.
bisporus y L. deliciosus, sobre la linea celular Caco-2, estudiada por el método LDH. Los
resultados se expresan en porcentaje de viabilidad respecto a las células sin extractos

(viabilidad 100%). Las barras reproducen las medias y las desviaciones estandar de mas de 3

experimentos diferentes realizados por triplicado
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Figura 49 Continuacion. Extractos de C. cibarius, P. ostreatus, B. edulis y C. gambosa
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los ensayos de citotoxicidad
MTT y LDH, la concentracidn elegida para el estudio del potencial antiinflamatorio de

los extractos sobre la linea celular Caco-2, fue la mas alta: 2 mg/mL.

IV.2.2.2. Efecto de los extractos sobre la producciéon de NO

La valoracion de los efectos que los diferentes extractos ejercian sobre la
produccién de NO en la linea celular Caco-2 estimulada mediante exposicidén a cdctel
inflamatorio, se llevé a cabo mediante la técnica de Griess, previa conversion de los

nitratos presentes en los sobrenadantes de los cultivos a nitritos.

Como se observa en la figura 50 las células que no fueron estimuladas
(condicién basal), presentaron un pequefio porcentaje de NO liberado al medio de
cultivo (26%), en comparacion con el de aquellas células que fueron estimuladas por el
coctel inflamatorio y no recibieron ningun otro tratamiento (valor considerado como

100% de produccion).

El tratamiento de las células Caco-2 con los distintos extractos durante 1 hora, a
la concentracion de 2 mg/mL previo a la estimulacién, en la mayoria de las especies
estudiadas no produjo modificacién alguna. Tan sélo el extracto de C. cibarius produjo
una reduccion significativa de la liberacion de NO, con un valor del 71% de produccién

de este mediador.
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Figura 50. Produccion de NO en células Caco-2 estimuladas con cdctel inflamatorio y
pretratadas con diferentes extractos de hongos (2 mg/mL). Los resultados se expresan como %
de produccion de NO respecto a las células estimuladas por céctel inflamatorio (Produccion
100%) y se presentan por sus medias y errores estandar de un minimo de 3 experimentos
independientes realizados por triplicado. * Indica significacion estadistica (p<0,05) respecto al

coctel inflamatorio
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IV.2.2.3. Efecto de los extractos sobre la expresion de genes proinflamatorios

Una vez valorado el efecto de los extractos metandlicos sobre la produccién de
NO en las células Caco-2 activadas, se llevd a cabo el estudio de la expresién génica de
la enzima iNOS con el objeto de dilucidar si el efecto inhibitorio del extracto de
C. cibarius sobre la produccién de NO era consecuencia de su accidon sobre la
transcripcion del gen iNOS vy si el resto de extractos tenia algun efecto sobre la misma.
Del mismo modo, también se valoré el efecto que los extractos producian en la

expresion del gen de la citoquina proinflamatoria IL-8.

Para ello se incubd la linea Caco-2 con los extractos durante 1 hora y
posteriormente se estimuld mediante la exposicion al céctel inflamatorio.
Transcurridas 6 horas se extrajo el ARN y se valord la expresion de los genes iNOS e

IL-8 mediante RT-gPCR.

Efecto de los extractos sobre la expresion de iNOS

La estimulacién de las células Caco-2 con el céctel inflamatorio provocd la
induccion de una alta expresion del gen iNOS, que fue considerada como el valor de
referencia. Por el contrario las células no estimuladas, en situacién basal, apenas

reflejaron la expresion del gen (4%).

El pretratamiento de las células Caco-2 con los distintos extractos de setas no
produjo ningun efecto sobre la expresion génica de iNOS inducida con el coctel
inflamatorio, en la mayoria de los casos. Solo los extractos de C. cibarius vy

C. cornucopiodes produjeron una reduccion de la expresion del gen.
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Figura 51. Expresion génica de iNOS en células Caco-2 pretratadas con extractos de

hongos y activadas mediante cdctel inflamatorio. Los resultados se expresan como expresion

relativa con respecto a la muestra de referencia (cdctel) y se representan con las medias y

errores estandar de 3 experimentos independientes. *Muestra la significacién estadistica

(p<0,05) respecto a céctel inflamatorio

Como puede apreciarse en la figura 51, los extractos que resultaron ser

efectivos fueron el de C. cornucopiodes, que expreso el gen iNOS un 75% del valor de

referencia (aquel estimulado con el cdctel inflamatorio) y el de C. cibarius, que fue

capaz de reducir mas de la mitad la expresiéon de iNOS, con un valor del 41% de

expresion. El resto de extractos no mostraron ningun efecto.
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Se ha demostrado que las células Caco-2 en presencia de estimulos
proinflamatorios, producen elevados niveles de NO (Van De Walle, Hendrickx et al.
2010). En este trabajo, la linea celular Caco-2 sintetizd, en condiciones basales, NO de
manera constitutiva. Sin embargo, tras la exposicion al céctel inflamatorio, la
produccién de NO se incremento significativamente. Al igual que en los macréfagos, en
las células Caco-2 la elevada produccion de NO que se produce bajo estimulacién
inflamatoria, se puede deber a un aumento en la transcripcién de la enzima inducible
iNOS. En nuestro trabajo, el extracto de C. cibarius fue el Unico que redujo de modo
significativo la sintesis de NO. Asimismo, dicho extracto también disminuyod
significativamente la expresidn génica de iNOS, lo cual sugiere que la inhibicion de la
produccién de NO fue debida a la inhibicion de la expresion génica de la enzima iNOS.
El paenol, el compuesto fendlico mas abundante en la corteza de la raiz de la planta
medicinal Paeonia suffruticosa, ademas de reducir la colitis inducida en modelos de
ratones, también inhibe la produccidén de la enzima iNOS y su expresion génica tanto,
in vitro, en células derivadas de cancer de colon CW-2, como in vivo (Ishiguro, Ando et al.

2006).

En el caso del extracto de C. cornucopioides, también produjo una reduccién de
la expresion de iNOS, aunque este efecto no fue suficiente para que se reflejara en la

liberacion de NO al sobrenadante.

El hecho de que el extracto de C. cibarius redujera tanto la produccion de NO
como la expresién de iNOS, mientras que el de C. cornucopioides sdlo inhibiera la
expresion génica de iNOS, puede deberse a las diferencias entre la composicién de
ambos extractos asi como a los distintos mecanismos de accion que dichos extractos
desencadenan. Diversos compuestos fendlicos disminuyen la produccién de NO,
reduciendo tanto la expresién génica como la actividad de la enzima iNOS (Kim, Moon
et al. 2012), de modo que el extracto obtenido a partir de C. cibarius aparte de actuar

sobre la transcripcidon de iNOS, podria también hacerlo sobre la actividad de la enzima,
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disminuyendo significativamente, de este modo, los niveles de NO secretados por

células Caco-2 activadas.

Efecto de los extractos sobre la expresion de IL-8

La linea Caco-2 estimulada mediante la exposicion al coctel inflamatorio,
presentd una elevada expresiéon del gen IL-8, que se consideré6 como valor de
referencia con el que comparar el resto de casos, mientras que las células en condicién
basal, expresaron niveles muy bajos de dicho gen (5%). El tratamiento de incubacion
con extractos metandlicos de hongos comestibles (2 mg/mL) previo a la exposicion al
coctel inflamatorio, causod distintos efectos en la expresidn de IL-8 para las distintas

especies estudiadas.

Los extractos de A. bisporus, L. deliciosus, P. ostreatus, B. edulis y C. gambosa
no presentaron efecto alguno sobre la expresidon de IL-8 en células Caco-2 estimuladas.
Por el contrario hubo 3 extractos que modularon de diferentes maneras la expresién

de dicho gen.
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Figura 52. Expresion génica de IL-8 en la linea celular Caco-2 pretratada con los

extractos metandlicos de setas (2 mg/mL) y activada con céctel inflamatorio. Los resultados se

muestran como expresion relativa respecto a la expresion de la muestra de referencia (coctel)

Se representan medias y errores estandar de 3 experimentos. *Indica la significacién

estadistica (p<0,05) respecto a coctel inflamatorio

Como se muestra en la figura 52 los extractos de C. cornucopioides y de

C. cibarius inhibieron la expresion génica de IL-8 estimulada por el cdctel inflamatorio,

presentando valores de expresidn génica del

71% y 58% del estimulado,

respectivamente.
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Sin embargo el extracto de H. marzuolus presentd el efecto opuesto,
induciendo la estimulacién de la expresién del gen de IL-8, que registré un ligero

aumento con un valor de expresion del 119%.

Estos resultados sefialan que varios de los extractos poseen diferentes efectos
moduladores de la respuesta inflamatoria desencadenada por la linea celular Caco-2
estimulada con un coctel inflamatorio. Concretamente muestran que 2 de ellos
presentan actividad antiinflamatoria: los obtenidos a partir de las especies de
C. cibarius y C. cornucopioides. Mientras que por el contrario, el extracto de H.
marzuolus cuenta con cierto efecto proinflamatorio. Los extractos del resto de

especies resultaron ser inactivos.

Ninguno de los extractos estudiados a la concentracidn utilizada (2 mg/mL),
mostré ningun tipo de efecto citotdxico sobre las células Caco-2, lo que descarto la

posibilidad de que los efectos observados fueran consecuencia de la muerte celular.

Uno de los puntos clave mas importantes de las enfermedades inflamatorias
intestinales es el desequilibrio entre la secrecién de mediadores inflamatorios como
NO y citoquinas (Romier, Schneider et al. 2009). La IL-8 es una citoquina que amplifica
la respuesta inflamatoria local, puesto que dirige la migracion de monocitos,
macrofagos y leucocitos polimorfonucleares hacia los sitios donde la inflamacién tiene
lugar para combatirla (Mukaida, Harada et al. 1998). Es secretada constitutivamente
por las células epiteliales del intestino, y en las células Caco-2, esta secrecién basal se
incrementa considerablemente tras la exposicién a IL-1B, TNF-a, IFN-y o LPS (Romier,
Van De Walle et al. 2008) (Van De Walle, Romier et al. 2008). Por ello, representa una

diana muy prometedora para el desarrollo de futuras terapias.

Los estudios acerca del efecto de compuestos fendlicos sobre la IL-8 son
escasos y la mayoria de ellos proceden de extractos vegetales (Romier-Crouzet, Van De
Walle et al. 2009) (Bodet, Chandad et al. 2007), entre los que destacan
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mayoritariamente los de extractos obtenidos a partir del té verde (Netsch, Gutmann et
al. 2006) (Trompezinski, Denis et al. 2003) (Kim, Kim et al. 2006) (Pajonk, Riedisser et
al. 2006). Asi, estudios sobre los efectos inhibitorios de extractos provenientes de
hongos comestibles sobre la expresion de la IL-8 en la linea Caco-2, no se habian

realizado anteriormente.

En este trabajo se demostré que cuando las células Caco-2 se sometian a la
exposicién del céctel inflamatorio, la expresiéon del ARNm de IL-8 se incrementaba
notablemente. El pretratamiento de las células con la mayoria de los extractos
estudiados no produjo ningun efecto, pero 2 de ellos C. cibarius y C. cornucopioides

inhibieron significativamente la expresién de IL-8.

Como ya se ha comentado anteriormente, el poder antiinflamatorio de los
hongos se atribuye a su vasto contenido en compuestos bioactivos de alto valor
medicinal, entre los que se encuentran los compuestos fendlicos (Elsayed, El Enshasy
et al. 2014). En este trabajo se han utilizado extractos con alto contenido en
compuestos fendlicos, aunque con importantes diferencias en composicion entre ellos,
lo que podria explicar, al menos en parte, las diferencias en cuanto a actividad

encontradas.

Extractos ricos en compuestos fendlicos de origen vegetal procedentes de
distintas fuentes también cuentan con diferentes efectos antiinflamatorios (Romier-
Crouzet, Van De Walle et al. 2009). La actividad antiinflamatoria del té verde se
atribuye principalmente al compuesto galato de epigalocatequina. El extracto del té
verde, GTE, rico en galato de epigalocatequina, moduld la expresidn de IL-8 en Caco-2,
mientras que analizando la actividad de galato de epigalocatequina por si sola, el
efecto fue mucho mds moderado. Esto indica que ademds de galato de
epigalocatequina, existen otros compuestos en el extracto GTE que, mediante
sinergismos, hacen que su efecto sea mayor (Netsch, Gutmann et al. 2006). El analisis
de los efectos de diversos compuestos fendlicos sobre la secrecion de IL-8 en la linea

celular Caco-2, reveld que los efectos podian ser diferentes en funcién del compuesto:
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crisina, acido elagico y genisteina inhibieron la secrecidon de la IL-8 por diferentes vias,
mientras que resveratrol incrementd la produccion de IL-8 (Romier, Van De Walle et al.

2008).

Por otro lado, las vias de sefializacion celular NF-kB y MAPKs se han postulado
como las principales rutas implicadas en la regulacién de la respuesta inflamatoria
(Sergent, Parys et al. 2006) (Sun, Zhou et al. 2013). Se ha demostrado que NF-kB
influye sobre la regulaciéon de la expresidon de iNOS vy la produccién de NO (Ishiguro,
Ando et al. 2006) e IL-8 (Romier, Van De Walle et al. 2008) en modelos de inflamacion
intestinal in vitro, asi como que las vias de senalizacion de las MAPKs inhiben la
expresion génica y la produccion de IL-8 (Lee, Seo et al. 2007) (Akhtar, Watson et al.
2003) (Hayashi, Yamashita et al. 2000) y de NO en células epiteliales intestinales
(Romier-Crouzet, Van De Walle et al. 2009), lo cual sugiere que los compuestos
fendlicos presentes en los extractos metandlicos de los hongos podrian ejercer sus
efectos a través de la modulacion de estas vias de sefalizacién. Los compuestos
fendlicos, 2 ', 4', 6'-tris (metoximetoxi) chalcona y buteina, inhiben la expresién de IL-8
y la produccidn de IL-8 en la linea celular de epitelio intestinal HT-29, actuando ambos
compuestos via MAPK, asi como influyendo también sobre NF-kB (Lee, Seo et al. 2007)
(Lee, Sohn et al. 2007). Al comparar la actividad antiinflamatoria de varios extractos
vegetales ricos en compuestos fendlicos sobre la linea Caco-2, se ha comprobado que
entre los extractos efectivos, el de mayor actividad antiinflamatoria actuaba mediante
las vias NF-kB y MAPK, mientras que los demas tan sélo lo hacian a través de NF-kB

(Romier-Crouzet, Van De Walle et al. 2009).

Por tanto, parece ser que el grado de actividad de extractos ricos en
compuestos fendlicos depende tanto de su composicion como de las vias de
sefalizacion que sean capaces de activar dichos compuestos. Asi, las diferencias
observadas en la actividad de los extractos estudiados en este trabajo se deberian a

diferencias en la composicion asi como a los distintos mecanismos implicados.
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En este trabajo se han encontrado diferencias entre los resultados obtenidos en
la linea celular de macréfagos de raton RAW 264.7 y en la linea celular de
adenocarcinoma humano Caco-2. Esto indica que los efectos de los extractos ricos en
compuestos fendlicos parecen ser dependientes de los tipos celulares estudiados.
Resultados similares se han obtenido con compuestos fendlicos purificados. Por
ejemplo, el polifenol crisina inducia la actividad de NF-kB en macréfagos estimulados
por LPS (Woo, Jeong et al. 2005), mientras que en Caco-2 estimuladas por IL-1B, LPS 6
TNF-a, inhibia dicha actividad (Romier, Van De Walle et al. 2008) (Chen, Chow et al.
2004). El resveratrol y la genisteina, promovian la induccidon de NF-kB iniciada por IL-
1B, TNF-a o LPS en células Caco-2 (Romier, Van De Walle et al. 2008) vy en la linea
intestinal humana HT-29 (Jeong, Kim et al. 2004), mientras que bloqueaban la
induccion de NF-kB en varios modelos celulares diferentes a los intestinales como
monocitos humanos (THP-1), macréfagos (U-937), células linfoides (Jurkat), células
epiteliales (HeLa y H4) o células pancreaticas (Csiszar, Smith et al. 2006) (Holmes-
McNary and Baldwin 2000) (Manna, Mukhopadhyay et al. 2000) (Li, Ahmed et al. 2005)
(Kang, Lee et al. 2001).

Estos resultados indican que las células intestinales humanas responden a los
compuestos fendlicos de manera diferente a otros tipos celulares, posiblemente como
consecuencia de la continua exposicidon a elevados niveles de polifenoles (la ingesta
media de estos compuestos esta estimada en 1g/dia (Scalbert and Williamson 2000)).
Esta exposicidn podria haber modificado su impronta genética en comparacién, con
otros tipos celulares presentes en distintos drganos o en la sangre, cuyos niveles de
exposicidon a estos compuestos son mucho menores. Lo cual habria hecho que las
células intestinales respondan ante ellos, a través de conjuntos programados de

sefiales que son diferentes a los de otras células (Romier, Van De Walle et al. 2008).

También se han observado diferencias en los efectos que determinados
compuestos fendlicos han producido sobre una misma linea celular en ensayos in vitro,

desarrollados por un mismo equipo en un mismo laboratorio. Cosan et al., estudiaron

205



Resultados y discusion

los efectos de resveratrol y ac. tanico sobre la actividad de iNOS en dos lineas celulares
cancerigenas; la intestinal Caco-2 y la pulmonar MCF-7. Demostraron, que no sdlo
existian diferencias entre los efectos de los compuestos fendlicos entre los dos tipos
de células, si no que tanto resveratrol como ac. tdncio, dentro de una misma linea
celular, en funcidon del tiempo de exposicién y de la dosis empleada provocaban

efectos opuestos (Cosan, Bayram et al. 2010).

Los estimulos empleados para inducir a las células a desarrollar la respuesta
inflamatoria también influyen sobre la actividad de los compuestos fendlicos dentro de
una misma linea celular. El ac. caféico, inhibia la expresién de IL-8 en Caco-2 cuando las
células eran estimuladas por H,0,, mientras que cuando se empleaba TNF-a como
agente activador, no tenia ningun efecto sobre la expresion génica de IL-8 (Zhao, Shin

et al. 2008).
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IV.3. RELACION ENTRE COMPOSICION FENOLICA DE LOS EXTRACTOS Y ACTIVIDAD
ANTIINFLAMATORIA
IV.3.1. Relacion entre composicion fendlica de los extractos y actividad

antiinflamatoria en la linea celular RAW 264.7

Aunque en los hongos se han identificado gran variedad de sustancias con
actividad antiinflamatoria, los compuestos fendlicos cuentan con un amplio
reconocimiento como moléculas naturales con este tipo de efectos. De hecho, algunos
trabajos han encontrado correlaciones positivas entre contenido fendlico total de
extractos de hongos y sus efectos antiinflamatorios (Cheung, Cheung et al. 2003; Kim,

Seguin et al. 2008).

En general, se asume que en muchos casos el contenido en compuestos
fendlicos de extractos tanto vegetales como de hongos determina su actividad. En este
trabajo, sélo los extractos de algunas especies de hongos estudiados tuvieron un
efecto antiinflamatorio en términos de inhibicién de la produccion de NO en
macréfagos estimulados con LPS y de expresion génica de iNOS, IL-1B e IL-6. Para ver
si estos efectos estaban relacionados con el contenido fendlico total de los mismos se

analizo la correlacion entre estos parametros.

Tabla 21. Correlacidn entre la produccién de NO, la expresidn génica de iNOS, IL-1B e
IL-6 en células RAW 264.7 activadas con LPS y pretratadas con extractos metandlicos de
hongos comestibles y el contenido fendlico total de dichos extractos. P indica el valor de

significacidn y r el coeficiente de correlacion de Pearson

EXPRESION EXPRESION EXPRESION
iNOS IL-18 TNF-a

PRODUCCION

FENOLICO

TOTAL
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Como se observa en la tabla no se encontrd correlacién entre el contenido
fendlico total de los extractos y su actividad sobre los macréfagos activados. Los
compuestos fendlicos incluyen un amplio grupo de moléculas con una gran variedad
de estructuras que determinan en gran medida su actividad (Cai, Mei et al. 2006). El
perfil de compuestos fendlicos encontrados en los extractos estudiados indicé la
presencia de distintos tipos de compuestos en las distintas especies estudiadas. La
capacidad especifica de cada uno de estos compuestos para reducir la respuesta
inflamatoria podria contribuir de diferente manera en cada caso en funcion de su
concentracion, por ello se analizé la correlacién entre la concentracion de los distintos

grupos de compuestos encontrados y la actividad de los extractos.

Tabla 22.-Correlacion entre la produccién de NO, la expresién génica de iNOS, IL-1B e
IL-6 en células RAW 264.7 activadas con LPS y pretratadas con extractos metandlicos de
hongos comestibles y el contenido en distintos tipos de compuestos fendlicos de los mismos. P

Indica el valor de significacion y r el coeficiente de correlacién de Pearson

PRODUCCION EXPRESION EXPRESION EXPRESION
NO iNOS IL-1B IL-6

0,369 0,375 0,059
DERIVADOS
AC CINAMICO
0,452 0,446 -0,662 -0,794
DERIVADOS 0,262 0,291 0,697 0,475
AC
HIDROXIBENZOICO 0,546 0,519 -0,205 -0,367
0,06 0,034 0,316 0,235
FLAVONOIDES
-0,793 -0,845 0,497 0,573
0,595 0,546 0,7 0,598
PIROGALLOL
0,405 0,454 -0,3 -0,402
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Los compuestos fendlicos comprenden un grupo muy amplio de sustancias que
cuentan con una gran diversidad estructural, la cual influye de manera directa sobre su
actividad bioldgica (Cai, Mei et al. 2006). El contenido de compuestos fendlicos de los
extractos de los hongos estudiados se determind por nuestro grupo de investigacion

(Tabla 17).

Aunque los acidos fendlicos fueron el grupo de compuestos mas abundante
encontrado en los hongos estudiados, su contenido no presenta correlacién con la
actividad antiinflamatoria de los extractos, lo cual sugiere que la contribucién de esos
compuestos a la actividad antiinflamatoria de nuestros extractos, no es relevante.
Estudios llevados a cabo con derivados del ac. cinamico como ac. caféico,
ac. clorogénico, ac. ferulico y ac. p-hidroxibenzoico, provenientes de extractos
etandlicos vegetales, probaron que dichos compuestos no afectan a la produccién de
NO en macrdofagos RAW 264.7 estimulados por LPS (Yu, Hsu et al. 2009). En nuestro
trabajo, el contenido de los derivados del ac. cindmico presentes en los extractos de
hongos no correlaciond con su actividad antiinflamatoria, aunque en el caso de la
expresion de la IL-6 en RAW 264.7 estimulada, si que se observd una correlacion
negativa (r = -0,794) que por un margen muy corto, resulté no ser estadisticamente
significativa (p = 0,059). Los derivados del ac. hidroxibenzoico también cuentan con
demostrados efectos antiinflamatorios. Asi, el ac. galico, compuesto que esta presente
en todos nuestros extractos, disminuye la produccion de TNF-a en la linea RAW 264.7
estimulada por LPS e IFN-y (Wang and Mazza 2002), asi como la expresién de IL-6 y de
TNF-a en otras lineas de basofilos (KU812) y mastocitos pritoneales de ratas (RPMC)

(Liu, Hu et al. 2013) (Kim, Jun et al. 2006).

Los flavonoides mostraron una correlacién negativa sobre la expresion de iNOS
en RAW 264.7 (r=-0,845; p=0,034). Este tipo de compuestos fendlicos también
reflejaron una correlaciéon negativa sobre la producciéon de NO (r=-0,793) que no
alcanzé la significacién estadistica por muy poco (p=0,06). Lo cual sugiere que su

presencia en los extractos influye en la capacidad de estos para inhibir la produccién
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de NO, disminuyendo la expresion de iNOS. Se han encontrado diferentes efectos en
funcién de los flavonoides estudiados, asi se ha demostrado que la catequina, presente
en dos de los extractos activos: A. bisporus y C. Cibarius, inhibe la produccion de TNF-a
en la linea RAW 264.7 estimulada, mientras que miricitenina, presente en todos los

extractos excepto en el de H. marzuolus, la estimula (Wang and Mazza 2002).

Por otro lado, el pirogalol sélo fue detectado en los extractos de A. bisporus,
L. deliciosus, C. cibarius y C. cornucopioides, que resultaron ser los mas activos, por lo
que dicho compuesto podria ser, al menos en parte, responsable de los efectos
antiinflamatorios observados. Estudios previos han sefialado al pirogalol como uno de
los compuestos activos responsables del efecto antiinflamatorio de los extractos
vegetales de Emblica officinalis, sobre la linea celular de epitelio bronquial (Nicolis,

Lampronti et al. 2008).

Teniendo en cuenta la composicion de los diferentes tipos de compuestos
fendlicos de los extractos de hongos comestibles estudiados, y sus efectos sobre las
lineas RAW 264.7 y Caco-2 activadas, se puede deducir que diferentes interacciones
entre sus componentes como sinergismos entre pirogalol y otros tipos de compuestos
presentes en nuestros extractos como flavonoides, derivados del ac. cinamico o ac.
galico, entre otros, podrian explicar las diferencias de actividad encontradas en los

extractos estudiados.
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IV.3.2. Relacién entre composicion fendlica de los extractos y actividad

antiinflamatoria en la linea celular Caco-2

Se estudié la posible correlaciéon entre la capacidad antiinflamatoria de los
extractos sobre Caco-2 y los compuestos fendlicos de los mismos. Los resultados como
puede observarse en las tablas 23 y 24, indican que ni el contenido fendlico total de los
extractos ni los diferentes grupos de compuestos fendlicos guardan correlacién alguna
con el efecto de los extractos sobre la produccion de NO en las células Caco-2

activadas.

Algunos trabajos han demostrado la existencia de una fuerte correlacién entre
composicion fendlica y actividad antiinflamatoria (Cohan 2012) sobre la linea Caco-2,
aunque en otros, al igual que en este trabajo, no se encontré correlacién entre
contenido fendlico de los extractos y actividad antiinflamatoria de los mismos (Romier-

Crouzet, Van De Walle et al. 2009).

Tabla 23. Correlacion entre el contenido fendlico total y los diferentes tipos de
compuestos presentes en los extractos metandlicos de hongos comestibles, y la produccién de
NO en células Caco-2 estimuladas y tratadas con los mismos. P indica el valor de significacion y

r el coeficiente de correlacion de Pearson

CONTENIDO
FENOLICO
TOTAL

DERIVADOS DERIVADOS

AC CINAMICO | AC HIDROXIBENZOICO FLAVONOIDES | PIROGALOL

PRODUCCION
NO
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Tabla 24. Correlacion entre el contenido fendlico total y los diferentes tipos de
componentes de los extractos metandlicos de hongos comestibles, y la expresion de iNOS e

IL-8 de las células Caco-2. P sefiala el valor de significacion y r el coeficiente de correlacién de

Pearson
CONTENIDO DERIVADOS DERIVADOS
FENOLICO TOTAL | AC CINAMICO AC HIDROXIBENZOICO FLAVONOIDES | PIROGALLOL
. 0,218 0,777 0,127 0,991
EXPRESION
iNOS
0,489 0,12 -0,633 -0,007
. 0,286 0,953 0,117 0,92
EXPRESION
IL-8
0,432 -0,025 -0,646 -0,063

Tampoco se encontraron correlaciones entre la expresion génica de iNOS e IL-8
en la células Caco-2 activadas y pretratadas con los extractos y la composicion fendlica
de los mismos. Se ha demostrado previamente que derivados del ac. cindmico como el
ac. caféico reducen la produccién de citoquinas proinflamatorias en células Caco-2
(Zhao, Shin et al. 2008), sin embargo, otros trabajos demuestran efectos opuestos de
los derivados del ac. cindmico, como el ac. clorogénico que no influia sobre la
produccién de IL-6 e IL-8 en Caco-2 estimuladas por céctel inflamatorio (Melillo de
Magalhaes, Dupont et al. 2012). En nuestro trabajo no se ha podido establecer una
correlacién entre la presencia de este tipo de compuestos y la actividad de los
extractos, lo que sugiere que la actividad demostrada por los mismos debe ser el

resultado de la combinacidn de sus componentes y las interacciones entre ellos.
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Los compuestos fendlicos de origen natural comprenden una amplia gama de
compuestos bioldgicamente activos. En los ultimos afios estan despertando un gran
interés sus efectos antiinflamatorios. De hecho, 12 de los 40 medicamentos anti-
inflamatorios aprobados entre 1983 y 1994 fueron derivados o estuvieron basados en
estos productos naturales (Cragg, Newman et al. 1997). Las vias mediante las cuales
ejercen su actividad antiinflamatoria son muy variadas (Yoon and Baek 2005), por lo
gue los compuestos fendlicos, poseen un gran potencial para convertirse en la proxima
generacion de factores dietéticos para combatir la inflamacion, mas alla de las drogas

sintéticas.

Recientemente se ha comprobado que, aparte de las fuentes de origen vegetal,
los hongos también cuentan en su composicidon con compuestos fendlicos (Palacios,
Lozano et al. 2011) (Elsayed, El Enshasy et al. 2014). Sin embargo, los estudios sobre la
presencia de este tipo de compuestos en los hongos son muy escasos y en general
estdn limitados a especies medicinales. Este trabajo presenta la composicion de
extractos metandlicos ricos en compuestos fendlicos obtenidos a partir de 8 especies
de hongos comestibles, de consumo habitual en nuestro pais. Estas especies han sido
muy poco estudiadas hasta el momento y en algunos casos como H. marzuolus y
C. cornucopioides, ésta es la primera vez que se realiza un estudio sobre su

composicidn fendlica.

Los resultados obtenidos han demostrado la presencia de distintos grupos de
compuestos fendlicos: acidos fendlicos, flavonoides (miricetina y catequina) y fenoles
(pirogalol). La presencia en los hongos de este tipo de compuestos junto con otros
muchos compuestos bioactivos, hace que actualmente se empiece a considerar a los
hongos como alimentos funcionales. Varios de sus efectos bioactivos como la actividad
inmunomoduladora han sido ampliamente estudiados, sin embargo su actividad
antiinflamatoria, ha sido por el momento poco abordada. En este trabajo investigamos
la actividad antiinflamatoria de los extractos metandlicos obtenidos de las especies de

hongos comestibles: A. bisporus, L. deliciosus, C. cibarius, P. ostreatus, B. edulis y
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C. cornucopioides sobre la linea de macréfagos de raton RAW 264.7 activada por LPS.
Los resultados indicaron que las especies de hongos que presentaron una mayor
actividad antiinflamatoria fueron A. bisporus, L. deliciosus y C. cibarius, puesto que
fueron capaces de reducir la produccién de NO en macréfagos activados, asi como de
inhibir la expresion de los ARNm de iNQOS, IL-1B e IL-6. El extracto de C. cornucopioides
solo disminuyd la produccion de NO y la expresidn de iNOS, mientras que el resto de

las especies no presentaron efectos antiinflamatorios.

Las enfermedades inflamatorias intestinales constituyen una de las
enfermedades crdnicas cuyo tratamiento aln no esta completamente resuelto, por lo
que la busqueda de compuestos naturales que reduzcan la inflamacion sin producir
efectos secundarios resulta de gran interés. La alta ingesta diaria de compuestos
fendlicos integrantes de la dieta (1 g/dia), junto a su pobre absorcién intestinal, hace
gue se encuentren en el tracto gastrointestinal en elevadas concentraciones (200
umol/I) (Scalbert and Williamson 2000) (Manach, Scalbert et al. 2004) y por lo tanto,

pueden ser fundamentales para combatir este tipo de enfermedades.

Puesto que los extractos que se obtuvieron en este trabajo presentaron cierta
actividad antiinflamatoria en macréfagos, se estudid su posible efecto en la
inflamacidn intestinal in vitro. Para ello, se escogio la linea celular de adenocarcinoma
humano Caco-2, que comparte muchas caracteristicas fisioldgicas y funcionales con los
enterocitos, por lo que estd ampliamente reconocida como una linea celular idénea

para estudios in vitro, de inflamacion intestinal.

El modelo de inflamacion intestinal elegid, es un modelo estatico como
consecuencia del empleo de un solo tipo celular, esto hace que no se refleje
completamente la situacidn que tiene lugar in vivo, donde otros tipos celulares (células
Globet productoras de moco, células M, células Paneth y células inmunes) junto a la
microflora intestinal, participan en la respuesta inflamatoria del intestino (Romier,

Schneider et al. 2009). Sin embargo, este trabajo se centra en la mediacién de la
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respuesta inflamatoria que las células epiteliales intestinales realizan, debido al papel

crucial que estas desempefian en la patogénesis de las Ells.

Los resultados obtenidos con este modelo indican que solamente el extracto
fendlico de C. cibarius produjo una inhibicion de la produccién de NO y de la expresion
de iNOS e IL-8, en células Caco-2 estimuladas por un cdctel inflamatorio. Ademas,
C. cornucopioides e H. marzuolus, modularon de modo opuesto la expresion de IL-8;
inhibiéndola el primero, y estimulandola el segundo. Sin embargo, los extractos
procedentes de otras especies que también habian demostrado un efecto
antiinflamatorio en macrdofagos RAW 264.7 como A. bisporus y L. deliciosus no tuvieron
ningun efecto en células intestinales, lo que demuestra que dichos efectos dependen

del tipo celular sobre el que actuan.

En general, el contenido en compuestos fendlicos de un extracto determina su
actividad, por ello se estudid la posible relacién entre el contenido fendlico de los
distintos extractos y sus efectos antiinflamatorios, con el fin de encontrar los
compuestos responsables de tales efectos. No se encontrd ninguna correlacion entre
la actividad y el contenido fendlico total ni tampoco con los distintos compuestos
encontrados. Aunque no se pudo demostrar que ningun compuesto en concreto fuese
responsable de la actividad, los resultados apuntan a que tanto los flavonoides como
los derivados cindamicos de los extractos podrian participar en la actividad
antiinflamatoria de los mismos. Ademas, la presencia de pirogalol en todos los
extractos activos sobre RAW 264.7, asi como en el Unico activo en Caco-2, sugiere que
este compuesto también podria influir activamente sobre su actividad
antiinflamatoria. Posiblemente el resultado neto de la actividad de los extractos sea
producto de la contribucion parcial de cada uno de sus componentes activos y de

sinergismos y otras interacciones existentes entre ellos.

Por tanto, los efectos antiinflamatorios encontrados en los extractos ricos en
compuestos fendlicos obtenidos a partir de hongos comestibles, parecen ser

dependientes de factores como las células sobre las que actuan, las vias de
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sefalizacidn que desencadenan o los estimulos inflamatorios implicados, asi como de
la propia composicion del extracto; de manera que no pueden ser explicados por un
Unico y definitivo mecanismo (Sergent, Piront et al. 2010) (Zhao, Shin et al. 2008)

(Tunon, Garcia-Mediavilla et al. 2009).

Todo ello sugiere que los hongos comestibles presentan un gran potencial para
ser considerados como alimentos funcionales asi como una fuente de obtencion de
agentes antiinflamatorios naturales. Algunos de los extractos aqui estudiados podrian
ser particularmente prometedores para la prevencion de la inflamacién vy

particularmente, de la inflamacion intestinal.
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1.- Los extractos metandlicos obtenidos a partir de las especies de hongos
comestibles: Agaricus bisporus, Lactarius deliciosus, Cantharellus cibarius, Pleurotus
ostreatus, Boletus edulis, Calocybe gambosa, Hygrophorus marzuolus y Craterellus
cornucopioides, presentan en su composicion compuestos fendlicos. El contenido
fendlico total de los mismos varia en funcién de la especie considerada, siendo
Hygrophorus marzuolus la especie que presenta un mayor contenido y Boletus edulis

la de menor.

2.- Los compuestos fendlicos identificados en los extractos metandlicos de hongos
comestibles pertenecen a cuatro grupos de compuestos: derivados del ac. cindmico,
derivados del ac. hidroxibenzoico, flavonoides y fenoles, siendo los acidos fendlicos los

compuestos mayoritarios.

3.- Todos los extractos estudiados poseen actividad antioxidante, medida como
capacidad de absorcion de radicales de oxigeno. Dicha actividad varia en funcién de la
especie estudiada; siendo Calocybe gambosa, Boletus edulis y Craterellus

cornucopioides las especies mas activas.

4.- Ni el contenido fendlico total de los extractos metandlicos, ni los contenidos de los
cuatro grupos de compuestos fendlicos identificados, correlacionan con la capacidad
de absorcidn de radicales de oxigeno de los mismos. Esto indica que dicha actividad
antioxidante es el resultado de interacciones entre los distintos compuestos fendlicos

presentes en los hongos estudiados.
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5.- Los extractos metandlicos de las especies Agaricus bisporus, Lactarius deliciosus,
Cantharellus cibarius y Craterellus cornucopioides presentan actividad antiinflamatoria,
in vitro, sobre la linea celular RAW 264.7. El pretratamiento de las células con dichos
extractos produce una reduccion en la produccién de NO y en la expresién de los

genes proinflamatorios iNQOS, IL-1B, e IL-6 inducidas por LPS.

6.- Los extractos metandlicos de las especies Cantharellus cibarius y Craterellus
cornucopioides, ademds, presentan actividad antiinflamatoria in vitro, sobre la linea
celular Caco-2. El pretratamiento de las células con dichos extractos produce una
reduccion en la produccion de NO y en la expresidon de los genes proinflamatorios iNOS

e IL-8 inducidas por un céctel inflamatorio.

7.- Ni el contenido fendlico total, ni los contenidos de los grupos de compuestos
fendlicos de los extractos estudiados, correlacionan con la inhibicion de la respuesta
inflamatoria producida sobre células estimuladas RAW 264.7 y Caco2; lo que indica
gue la variedad de compuestos fendlicos presentes en los extractos y las interacciones

entre ellos determinan la actividad final de los mismos.

8.- Aunque no se ha podido identificar un compuesto o grupo de compuestos
fendlicos responsables de la actividad antiinflamatoria de los extractos estudiados, el
pirogalol esta presente exclusivamente en las especies activas, lo que indica que este
compuesto debe ser responsable, al menos en parte, de dicha actividad. Sinergismos
entre el pirogalol y otros compuestos activos como los flavonoides determinan las

diferencias de actividad de los distintos extractos.
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According to epidemiological evidence, diets rich in fruits and vegetables can reduce the incidence of sev-
eral chronic diseases that share an inflammatory component. These protective effects are attributed, in
part, to the occurrence of different antioxidant components, mainly phenolic compounds. Our aim was
to characterise phenolic composition, and to determine antioxidant and anti-inflammatory activities of
phenolic rich extracts obtained from two kinds of common beans, white kidney beans (WKB) and round
purple beans (RPB). Phenolic acids were the predominant component in WKB extracts, whereas RPB

'éz‘:l"sords-' extracts presented higher concentrations of phenolic compounds, mainly catechin derivatives, proanth-
Phenolic compounds ocyanidins and catechin glucoside. In addition, RPB extracts showed higher antioxidant capacity and
Antioxidant higher anti-inflammatory activity by the reduction of NO production and cytokine mRNA expression of

Inflammation LPS stimulated macrophages. These results suggest that common bean extracts may be used as a source

Anti-inflammatory
Inflammatory mediators
Transcription factors

of anti-inflammatory agents as well as a dietary complement for health promotion.

© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Legumes can be considered as an important component of
healthy diets not only due to their nutritional value (high content
in proteins and low content in fat), but also because of their func-
tional properties. Consumption of pulses has previously been asso-
ciated with a reduced risk of cardiovascular diseases, diabetes and
even certain types of cancer (Curran, 2012; Hutchins, Winham, &
Thompson, 2012). Apart from soy beans, white and red beans are
some of the most consumed legumes, being part of the typical diet
in several western countries. The functional components of these
legumes include complex carbohydrates, soluble fibres, essential
vitamins, phytate, lectins, and polyphenols. Among all of them,
phenolic compounds including flavonoids and isoflavones have
emerged as potent antioxidant molecules (Rahman, Biswas, &
Kirkham, 2006). Epidemiological studies have demonstrated posi-
tive correlations between the consumption of foods with a high
content in phenolic substances and high antioxidant values, as well
as a decrease in the incidence of several diseases, such as cancer,
ageing and cardiovascular diseases (Liu, 2013). Moreover, phenolic
compounds have attracted great attention during the last few years

* Corresponding author. Tel.: +34 975233204; fax: +34 975233205.
E-mail address: garcia.ana-maria@inia.es (A. Garcia-Lafuente).

http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2014.04.004
0308-8146/© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

due to the large variety of biological activities that they exhibit,
such as anti-inflammatory, anti-tumour or anti-atherogenic
activities. Many of these effects cannot be explained solely on
the basis of their antioxidant properties. Investigations into the
mechanisms of action of these molecules have demonstrated that
polyphenols, besides acting as free radical scavengers, can also
modulate cellular signalling processes during inflammation
(Garcia-Lafuente, Guillamén, Villares, Rostagno, & Martinez, 2009).

Inflammation is a physiological process that initiates in
response to bacterial infection or tissue damage. Macrophages
are the first line of defense of the immune system against noxious
agents. Inflammatory stimuli such as lipopolysaccharide (LPS) acti-
vate macrophages to produce a variety of pro-inflammatory cyto-
kines such as tumour necrosis factor-oo (TNF-at) and interleukins
(IL-1B, or IL-6), as well as other inflammatory mediators including
prostaglandin E, (PGE;) and nitric oxide (NO), which are synthes-
ised by cyclooxygenase (COX) and inducible nitric oxide synthase
(iNOS), respectively. Production of these mediators has been
demonstrated in several inflamed tissues, along with enhanced
expression of their mRNAs, and they are involved in the pathogen-
esis of several diseases, such as atherosclerosis, obesity, metabolic
syndrome, diabetes, neurodegenerative diseases, and several types
of cancers (Cardona, Garcia, & Cardona, 2013; Lee, Han, Nam, Oh, &
Hong, 2010; Pradhan, 2007). Molecules that reduce the expression
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of these proinflammatory genes could be useful in the treatment of
many chronic diseases with an underlying inflammatory origin.

In the present work, a mouse macrophage cell line RAW 264.7
stimulated with LPS was used, as an in vitro model, to investigate
the anti-inflammatory activity of phenolic rich extracts obtained
from two kinds of legumes commonly found in the human diet:
red beans and white beans.

2. Materials and methods
2.1. Samples

Samples of beans were purchased from IGP Judia de El Barco de
Avila (Spain). They were a red bean called round purple bean (RPB),
and a white bean called white kidney bean (WKB), both of them
being Phaseolus vulgaris. They were stored at —20 °C until used to
obtain methanolic extracts.

2.2. Chemicals and reagents

HPLC (high-performance liquid chromatography) grade metha-
nol, acetonitrile and sodium carbonate were obtained from VWR-
International (Darmstadt, Germany) while acetic acid (96%) and
Folin-Ciocalteau reagent were purchased from Merck (Darmstadt,
Germany). The 2,2’-diphenyl-1-picryhydrazyl (DPPH) was from
Cayman Chemical Company (Ann Arbor, Michigan USA). Ultra pure
water was supplied by a Milli-Q water Advantage A10 purifier sys-
tem from Millipore (Bedford, MA, USA). The standards, sinapic,
trans-p-coumaric and trans-ferulic acids, flavanones naringenin
and hesperitin, flavonol quercetin, flavanol (+)-catechin and anth-
ocyanidin malvidin 3-O-glucoside chloride, were obtained from
Extrasynthése (France), and gallic acid from Merck (Darmstadt,
Germany). Fluorescein, 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carboxylic acid (Trolox) and 2,2’-azobis (2-methylpropionamidine)
dihydrochloride (AAPH), Dulbecco’s modified Eagle’s minimum
essential medium (DMEM), foetal bovine serum (FBS), penicillin,
streptomycin, Griess reagent, dimethyl sulfoxide (DMSO), MTT
reagent (thiazolyl blue tetrazolium bromide), lipopolysaccharide
(LPS) (Escherichia coli, serotype 0111:B4), and other chemicals were
obtained from Sigma-Aldrich Co. (Saint Louis, MO, USA). Reagents
for DNA extraction and purification and PCR were purchased from
Applied Biosystems (Foster City, CA, USA) and antibody anti-NF-
KB-p65 from Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, USA).

2.3. Extraction of polyphenolic compounds from beans

The protocol used to obtain polyphenolic rich extracts from
bean samples was based on the method previously optimised by
Rostagno, Palma, and Barroso (2003). Briefly, the ultrasound-
assisted extraction method consisted of 3 consecutive extractions
of 30 g of sample; firstly the sample was extracted with 250 ml
of 50% methanol, then with 250 ml of 80% methanol, and finally
with 50 ml of 100% methanol. The 3 extractions were carried out
for 30 min at 60 °C. After each extraction step, the sample was
centrifuged at 10 °C for 10 min at 4000 rpm on a Universal 320R
centrifuge (Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Germany),
the supernatant collected and the solid submitted to the following
extraction step. Extractions were carried out on a multi-frequency
(25 and 45 kHz) ultrasonic bath (Transsonic TH-I-55, Elma Hans
Schmidbauer GmbH & Co. KG, Singen, Germany) operating at 25
and 45 kHz (alternatively) at 100% intensity output. After the last
extraction, supernatants were combined. The liquid extract was
evaporated to half volume under vacuum, using a rotary evapora-
tor (Laborota 4000 efficient, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, Germany) at 45°C. After evaporation, the same

volume of water as the evaporated liquid was added and then
freeze-dried. The whole extraction was repeated until the neces-
sary amount of polyphenolic rich extract for the assays was
obtained. Freeze-dried extracts were reconstituted in 50% aqueous
methanol for the HPLC analysis and the Folin-Ciocalteau, DPPH
and ORAC assays, and reconstituted in culture medium (DMEM)
and filtered through a 0.2 um nylon syringe filter (VWR-Interna-
tional, Darmstadt, Germany), before the cellular treatments.

2.4. High performance liquid chromatography

2.4.1. Liquid chromatography diode array detection (HPLC-PAD)

High-performance liquid chromatography (HPLC) was con-
ducted by using a Waters HPLC system (Waters, Milford, Mass,
USA) equipped with a 717 plus autosampler, a quaternary pump
600-MS controller and a 996 photodiode-array detector (PAD).
Separation of phenolic compounds was based on a previous
method from Duefias, Hernandez, Estrella, and Rabanal (2003). A
reverse phase C18 column (Nova-Pak, 300 x 3.9 mm, particle size
4 pm) was used. The mobile phase was comprised of two solvents,
A: water/acetic acid (98:2, v/v) and B: water/acetonitrile/acetic
acid (78:20:2, v/v/v). The gradient profile was 0 min, 100% A;
55 min, 20% A; 57 min, 10% A; 70 min, 10% A; 80 min, 5% A;
90 min, 0% A; 120 min, 0% A. Flow rate was 0.70 ml/min. The col-
umn was cleaned after gradient and between injections with
4 min of 100% acetonitrile with a flow rate of 0.7 ml/min, and
re-equilibrated for 15 min with the initial conditions. Injection
volume was 50 pl. Detection was performed by scanning from
210 to 400 nm with an acquisition speed of 1 s. The samples were
analysed in duplicate. The software for the equipment control and
data acquisition was Empower 2 version 6.10.01.00.

2.4.2. Liquid chromatography/electrospray mass spectrometry (HPLC-
ESI-MS)

Mass spectra were obtained using a Hewlett Packard 1100MS
(Palo Alto, CA) chromatograph equipped with an API source, using
an ESI interface. The solvent gradient and column used were the
same as for HPLC-PAD. ESI conditions were as follows: negative
mode, nitrogen was used as the 40 psi nebulizing pressure drying
gas, 10 I/min at 340 °C; voltage at capillary entrance, 4000 V; and
variable fragmentation voltage, 100V (m/z<200), 200V (m/z
200-1000), 250 V (m/z 1000-2500). Mass spectra were recorded
from m/z 100 to m/z 2500.

2.5. Identification and quantification of phenolic compounds

Chromatographic peaks were identified by comparison of their
retention times, UV spectra and data of UV spectral parameters
with those of the standards and confirmed by HPLC-MS. Other
compounds, for which standards were not available, and which
presented an UV spectrum similar to hydroxycinnamic acids,
procyanidins, anthocyanins and flavonols, were identified as deriv-
atives of them and were confirmed by HPLC-MS (ESI) or by the
data of UV spectral parameters obtained in studies previously
developed (Duefias et al., 2003).

Quantification was carried out using the external standard
method with commercial standards. The calibration curves were
made by injection of different volumes of the stock solutions along
the range of concentration observed for each compound, using a
linear regression for the relationship of sum area versus concentra-
tion obtained under the same conditions used before for the
samples analysed. The unknown non-flavonoid and flavonoid
derivatives were quantified by using the calibration curves of the
most similar compounds, and each concentration is expressed as
amount of this similar compound. Regression equations and
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correlation coefficient (R?) were calculated using Microsoft Excel
2007 software.

2.6. Polyphenol content determined by Folin-Ciocalteau assay

Total phenolic content (TPC) of extracts were determined by
Folin-Ciocalteu assay using gallic acid as the standard (Singleton
& Rossi, 1965). Sample (750 pl), distilled water (4.75 ml), Folin-
Ciocalteu reagent solution (500 ), 20% sodium carbonate (2 ml)
and distilled water (2 ml) were vortexed and incubated for
30 min at room temperature.

The absorbance of the samples was measured at 750 nm using a
microplate UV-Visible spectrophotometer (Fluostar Omega BMG,
Labtech Int’l Ltd, East Sussex, UK) against distilled water as a blank.
The total phenolic content was expressed as gallic acid equivalents
(mg of GAE/g sample). The linear range of the calibration curve was
0-100 pg/ml (R? = 0.99).

2.7. Antioxidant activity determined by DPPH assay

The antioxidant activity, expressed as half maximal effective
concentration (ECsg) of the extracts, was determined by reaction
with the 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical (Brand-
Williams, Cuvelier, & Berset, 1995). The reaction was carried out
with 2 ml of a methanol solution of DPPH (0.025 g/1) and solutions
of different concentrations adequate for each sample. The
absorbance was measured at 1 min intervals at 515 nm, until the
reaction reached a plateau (time at the steady state). The percent-
age of remaining DPPH (% DPPHrem) was calculated as follows: %
DPPHrem = [(Abs: 515 nm)sample/(Abs: 515 nm)control] x 100.
This percentage was plotted against the sample concentration to
obtain the ECsg, defined as the amount of antioxidant (mg of sam-
ple) necessary to decrease absorbance by 50%. The lower the ECsq
value, the higher the antioxidant activity obtained. We used 1/
ECsp; a higher 1/ECsg indicates higher antioxidant activity.

2.8. Antioxidant activity established by ORAC assay

Antioxidant activity was measured by oxygen radical absor-
bance capacity (ORAC) assay (Davalos, Gomez-Cordovés, &
Bartolomé, 2004). Samples (20 pl) were dispensed in a 96-well
microplate (NUNC A/S, Roskilde, Denmark) along with standard
Trolox solutions and blanks, and loaded into a microplate reader,
which was programmed to inject each well with 120 pl fluorescein
and 60 pl AAPH, and to record the fluorescence of the mixture
every minute for 104 min (Zex = 485 nm, Zem = 520 nm). Antioxi-
dant activity of the extracts was expressed as pumol Trolox equiva-
lents/g of sample, and was calculated from the regression equation
of Trolox concentrations and net area under the fluorescence decay
curve, which was generated by FLUOstar Optima software (V2.10
R4, BMG Labtech Inc., Durham, NC).

2.9. Cell line

The macrophages cell line RAW 264.7 was obtained from the
European Collection of Cell Cultures (ECACC) and cultivated in Dul-
becco’s modified Eagle’s minimum essential medium (DMEM) sup-
plemented with 10% heat-inactivated foetal bovine serum (FBS),
100 U/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin, at 37 °C in a 5%
CO, humidified atmosphere (CO- incubator, Heal Force). Cells were
treated with the beans extracts at different concentrations during
1 h and stimulated with LPS (1 pg/ml) for the indicated period.

2.10. MTT - assay for measuring cell viability

Cells were seeded at a density of 10% cells/well in 96-well plates
overnight, and pre-treated with different concentrations of the
extracts (0.625, 1.25, and 2.5 mg of extract/ml) for one hour, before
stimulation with LPS. RAW 264.7 viability was measured after 24 h
of exposure to the tested extracts with a colorimetric assay based
on the ability of mitochondria in viable cells to reduce MTT. The
MTT solution was added at a concentration of 0.5 mg/ml into each
well and, after 3 h of incubation at 37 °C, the medium was dis-
carded and the formazan blue formed in the cells was dissolved
in DMSO. Optical density at 570 nm was determined with a micro-
plate reader. The optical density of formazan formed in LPS treated
cells was taken as 100% of viability.

2.11. Nitrite determination

Cells were seeded onto 96-well plates with 2 x 10° cells/well
and allowed to adhere overnight. Then, medium was removed
and replaced with 0.2 ml of fresh medium either without foetal
bovine serum, alone or containing different concentrations of
extracts (0.625, 1.25, and 2.5 mg of extract/ml). After 1 h of incuba-
tion, LPS stimulation was performed. LPS was added at different
concentrations (10 ng/ml, 100 ng/ml or 1 pg/ml) for 24 h. The
cell-free culture medium was collected and 50 pl were used for
NO determination. The nitrite accumulated in culture medium
was measured as an indicator of NO production based on the Griess
reaction. Briefly, 50 pl of cell culture medium was mixed with an
equal volume of Griess reagent (equal volumes of 1% (w/v) sulpha-
nilamide in 5% (v/v) phosphoric acid and 0.1% (w/v) naphthylethyl-
enediamide-HCl), incubated at room temperature for 10 min, and
then the absorbance was measured at 550 nm using a microplate
reader (FLUOstar Optima, BMG Labtech Inc., Durham, NC). The
amount of nitrite present in the samples was calculated by means
of a standard curve generated using serial dilutions of NaNO, in
fresh culture medium.

2.12. Real time PCR of mRNA inflammatory mediators

2.12.1. RNA extraction and purification

Cells were plated onto 6 well plates at a density of 10° cells/well
and incubated with extracts for 1 h prior to LPS stimulation. After
6 h, cells were lysed and total RNA extraction was performed by
using the Ribopure kit from Applied Biosystems. The purified
RNA was treated with DNAse (TURBO DNA-free kit from Applied
Biosystems) and quantified by spectrophotometry at 260 nm. The
purity of extracted RNA was measured by 260/280 index and it
was in all the samples between 1.8 and 2.1. The RNA quality was
assessed in each sample by capillary electrophoresis by using the
Experion™ RNA StdSens Analysis Kit (Bio-Rad). The samples were
shown to reach a RQI higher than 7.0, to ensure standards met
the MIQE (Minimum Information for Publication of Quantitative
Real-Time PCR Experiments).

2.12.2. Reverse transcription

cDNA was synthesised from 0.5 pg of total RNA using the High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (AppliedBiosystems) in an
Advanced Primus 96 thermocycler (PEQLAB).

Quantitative PCR was performed on the Step One System
(Applied Biosystems, Foster City,CA, USA) using TagMan Gene
Expression Master Mix and pre-developed TagMan Assays specific
to mouse: iNOS (cat. No. Mm01309902_m1), TNF-a (cat. No.
Mm99999068_m1), IL-1B (cat. No. Mm00434228_m1), IL-6 (cat.
No. Mm99999064_m1), COX-2 (cat. No. Mm 00478374_m1), and
for the housekeeping gene ACTB (cat. No. Mm01205647_g1). PCR
was performed with TagMan MGB probes labelled with FAM
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Table 1
Total phenolic content and antioxidant activity of analysed extracts. All data have been obtained in triplicate.
Sample Total phenolic compounds Folin-Cicalteau assay Antioxidant activity DPPH assay Antioxidant activity ORAC assay
mg Gallic acid equivalents/g sample % RSD 1/ECso % RSD pmol Equivalent Trolox/g sample % RSD
WKB 4.63 2.71 109.14 0.03 217.97 15.12
RPB 13.41 0.47 171.06 0.20 304.24 9.39

reporter dye in a final reaction volume of 20 pl. The amplification
conditions were the universal conditions described by the manu-
facturer. The probes were validated to ensure the amplification
efficiency and linearity in preliminary experiments using different
dilutions of the template. Expression values were obtained from Ct
numbers detected by the Applied Biosystems analysis software.
The target gene levels were expressed as the N-fold difference in
the target gene expression relative to ACTB expression (ACt),
where ACt was determined in each sample by subtracting the
average Ct value of the target gene from the average Ct value of
the ACTB; in addition, the relative gene expression was calculated
as 274

2.13. Western blot detection of NF-kB p65

RAW 264.7 cells were seeded in six-well plates at a density of
3 x 106 cells per well and cultured overnight. Cells were then pre-
treated with bean extracts (0.625 mg/ml) for one hour and stimu-
lated with LPS (100 ng/ml) for 30 min. At the end of the treatment
the cells were rinsed in phosphate buffered saline (PBS) twice and
harvested by scraping. Cytoplasmic and nuclear proteins were
extracted by using the NE-PER Nuclear and cytoplasmic extraction
kit (Thermo Scientific). Both cytoplasmic and nuclear proteins were
maintained at —80 °C for Western blot analysis. The protein con-
centration was determined using a Bradford protein assay reagent

Table 2

(Bio-Rad) and BSA as standard. Proteins were denatured in boiling
water for 5 min and 10 pg of denatured proteins were loaded and
separated by SDS-PAGE on a 10% polyacrylamide gel, electrically
transferred to a PVDF membrane (Amersham Hybond-P) and
probed with specific primary antibody anti-NF-kB-p65 (1:1000)
from Santa Cruz Biotechnology (sc-372). The reactive bands were
visualised with HRP-conjugated secondary antibody (1:5000) via
ECL Prime Detection reagents (Amersham Biosciences).

3. Results
3.1. Phenolic composition and antioxidant activity of bean extracts

Table 1 shows total phenolic compounds, 1/ECsy values from
DPPH assay and antioxidant activity from ORAC assay for white
kidney beans (WKB) and round purple beans (RPB) extracts. RPB
showed higher total phenolic compounds content than WKB and
antioxidant activity values were greater for coloured beans than
for white beans, independently of the assay used. The content in
total phenolic compounds is consistent with the individual concen-
trations of phenolic compounds (Table 2) detected in both kind of
beans; total concentration obtained by Folin-Ciocalteu assay and
by HPLC-PAD-MS analysis are greater for RPB than for WKB.

The composition profile found for both bean extracts were quite
different. In the case of WKB, the predominant phenolic

Individual concentration of phenolic compounds in bean extracts analysed by HPLC-PAD-MS analysis. The samples were analysed in duplicate. Unknown non-flavonoid and

flavonoid derivatives were expressed as amount of a similar compound.

A (nm) MS fragments Compound Compound that is expressed  pg/g Freeze-dried extract % RSD  pg/g Sample
WKB

238, 294sh, 326 193, 385, 190.9 Feruroyl aldaric Trans ferulic acid 270.95 15.04 34.68
312 190.9, 355 Coumaroyl aldaric Trans coumaric acid 82.57 21.10 10.57
314 355, 190.9, 209 Coumaroy! aldaric Trans coumaric acid 81.54 2.86 10.44
288, 326 385, 190.9 Feruroyl aldaric Trans ferulic acid 440.41 7.99 56.37
327 385, 190.9, 192.9 Feruroyl aldaric Trans ferulic acid 980.22 6.63 12547
314 355, 190.9, 162.8 Coumaroy! aldaric Trans coumaric acid 132.56 13.89 16.97
326 415, 385, 209.1, 190.9  Sinapic aldaric Sinapic acid 352.88 11.07 45.17
330 415 Sinapic derivative Sinapic acid 45.71 0.52 5.85
330 415 Sinapic derivative Sinapic acid 1222.23 9.52 156.44
328 385, 190 Feruroyl aldaric Trans ferulic acid 150.90 2.05 19.31
324 385, 209, 190 Feruroyl aldaric Trans ferulic acid 169.93 12.74 21.75
330 415, 209 Sinapic acid Sinapic acid 4491 3.00 5.75
324 193 Ferulic acid Trans ferulic acid 137.41 6.44 17.59
284 271, 609 Naringenin derivative Naringenin 88.31 12.32 11.30
280, 330sh 301, 659 Hesperitin derivative Hesperitin 1.12 11.77 0.14
RPB

236, 278, 316 289, 451 Catechin glucoside Catechin 2637.14 1435 48537
278,319 355, 190.9 Coumaroyl aldaric Trans coumaric acid 83.21 5.00 15.32
234, 280 289, 577.2 Proanthocyanidin dimer Catechin 3441.81 1099 633.46
238, 290sh, 326 192.9, 385 Feruroy! aldaric Trans ferulic acid 401.30 2.72 73.86
238, 326 385 Feruroyl aldaric Trans ferulic acid 828.33 13.20 152.45
236, 280, 314 289, 865 Proanthocyanidin trimer Catechin 705.58 10.72  129.86
236, 322 208.8, 190.1, 415 Sinapic aldaric Sinapic acid 940.32 226 173.07
236, 290, 320 191.9, 384.9 Feruroy! aldaric Trans ferulic acid 69.53 7.86 12.80
234, 284, 324 289 Catechin Catechin 719.23 526  132.38
232, 280, 520 447, 285 Cyanidin glucoside Malvidin 6-glucoside 629.00 5.54 115.77
232, 278, 330, 426, 530 431, 269 Pelargonidin glucoside Malvidin 6-glucoside 280.34 8.70 51.60
256, 354 301, 463 Quercetin glucoside Quercetin 66.08 3.00 12.16
256, 294, 352 301, 549 Quercetin malonil glucoside  Quercetin 69.27 7.15 12.75
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Fig. 1. Effects of methanolic bean extracts in NO production. Panel A: cells were
stimulated with different concentrations of LPS (10 ng/ml, 100 ng/ml, 1 pg/ml) to
induce NO production Panel B: cells were treated with 0.625 mg/ml of extracts:
white kidney beans (WKB) or round purple beans (RPB) for 1h prior to LPS
stimulation. NO production is expressed as percentage of that of the group treated
with LPS alone. Data are shown as mean*SD of three different experiments
*p < 0.05.

compounds found were phenolic acids, especially hydroxycin-
namic acids such as feruroyl aldaric and a derivative of the sinapic
acid; most of them are aldaric derivatives. Apart from phenolic
acids, flavanone has been detected in the extract. Also, flavonols,
such as quercetin and derivatives, are present only in coloured
beans. Anthocyanins, which are responsible for the purple colour
of the bean, are detected in the RPB extract, too.

3.2. Effects of bean extracts on cell viability

The effect of different concentrations of methanolic legume
extracts on cell viability was assessed by the MTT method. RPB

extracts did not produce a significant effect on cell viability
whereas the highest concentration (2.5 mg of extract/ml) of WKB
extract induced a slight decrease on cell viability (data not shown).
The lowest dose tested (0.625 mg of extract/ml) was selected for
further experiments in order to evaluate their potential anti-
inflammatory effect.

3.3. Inhibitory effect of methanolic bean extracts on NO production
and iNOS mRNA expression in LPS-stimulated macrophages

To evaluate the effect of legume extracts on the macrophage
inflammatory response induced by LPS, NO production was mea-
sured. LPS treatment induced high dose-dependent NO production
(Fig. 1, panel A). Pretreatment with legume extracts reduced the
NO production induced by all LPS concentrations, and this reduc-
tion was more evident when cells were stimulated with the lowest
level of LPS (10 ng/ml). Moreover, RPB always exhibited a higher
effect than WKB (Fig. 1, panel B).

The high levels of NO induced by stimulation with LPS are pro-
duced by the inducible isoform of the enzyme nitric oxide synthase
(iNOS), which is synthesised by translation of the mRNA in the
cytoplasma. To determine whether the inhibitory effect of extracts
on NO production was due to inhibition of iNOS mRNA expression,
RNA extraction and real time PCR were performed. As shown in
Fig. 2, pretreatment with legume extracts reduced iNOS mRNA
expression induced by different concentrations of LPS in a similar
manner to the reduced NO production. Extracts from RPB were
more effective than extracts from WKB.

3.4. Effect of methanolic bean extracts on cytokine gene expression
induced by LPS

To investigate the effect of methanolic legume extracts on cyto-
kine gene expression in LPS stimulated macrophages, mRNA
expression was evaluated by real time PCR. LPS induces an ele-
vated dose-dependent mRNA expression of the different genes
studied (IL-1B, IL-6 and TNF-a). Pretreatment with legume extracts
inhibited mRNA expression of all the genes tested when cells were
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Fig. 2. Effect of methanolic bean extracts on mRNA iNOS expression. Macrophages
were treated with 0.625 mg/ml of extract: white kidney beans (WKB) or round
purple beans (RPB) during one hour before LPS stimulation with different
concentrations. Results are expressed as fold of change (RQ) from reference
treatment (LPS). Values show the mean+SD of three different experiments
*p <0.05.
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stimulated with the lowest LPS dose (10 ng/ml). However when
higher doses of LPS were used only IL-1B and IL-6 but not TNF-o
mRNAs were reduced by legume extract pretreatment. In all cases
RPB extracts showed a higher effect than the WKB ones (Fig. 3).

3.5. Effect of methanolic bean extracts on nuclear NF-kB p65
expression induced by LPS

In order to understand the mechanism underlying the inhibi-
tory effect of the extracts on LPS induced inflammatory mediators,
we studied the protein level of NF-kB p65 in the nuclear fraction of
treated cells by Western blotting. The amount of NF-xB p65 in the
nucleus of RAW 246.7 was dramatically increased upon stimula-
tion with LPS. Treatment with WKB extracts induced a weak reduc-
tion of the expression levels of nuclear NF-xB p65, whereas
treatment with RPB extracts produced a more evident inhibition
(Fig. 4).

4. Discussion

Polyphenols have been proven to act as antioxidants, protecting
tissues from oxidative stress and pathologies associated with this

221
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Fig. 4. Effect of methanolic bean extracts on expression of nuclear NF-kB p65. Cells
were pretreated with 0.625 mg/ml of bean extracts: white kidney beans (WKB) or
round purple beans (RPB) during 1h and stimulated with LPS (100 ng/ml) for
30 min. Expression of nuclear NF-kB p65 was assessed by Western blot. The results
are representative of three separate experiments.

condition. Besides their antioxidant properties, phenolic com-
pounds have been shown to have anti-inflammatory activity by
different mechanisms including modulation of the inflammatory
cascade (Garcia-Lafuente et al., 2009). The present work was aimed
to investigate the antioxidant and anti-inflammatory properties of
phenolic rich extracts, obtained from white and purple beans. The
results demonstrated that both of them exhibited antioxidant and
anti-inflammatory activities.

It has been reported that common beans have high contents of
phenols compared to different fruits and vegetables, with pinto
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Fig. 3. Effect of methanolic bean extracts on mRNA expression of different proinflammatory genes. Cells were pretreated with 0.625 mg/ml of the extract: white kidney beans
(WKB) or round purple beans (RPB) and then stimulated with different concentrations of LPS. Results are shown as fold of change (RQ) from reference treatment (LPS). Data

represent the mean #* SD of three different experiments *p < 0.05.
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and kidney beans being a major source in particular (Espinosa-
Alonso, Lygin, Widholm, Valverde, & Paredes-Lopez, 2006). In the
present study the total phenolic content of extracts from white
kidney beans and round purple beans was evaluated and the indi-
vidual phenolic species were identified and quantified. The results
obtained in both cases showed higher phenolic content in coloured
beans than in white beans, and agree with those found in the liter-
ature for coloured and white beans (Anton, Ross, Beta, Gary
Fulcher, & Arntfield, 2008; Heimler, Vignolini, Dini, & Romani,
2005; Ranilla, Genovese, & Lajolo, 2007; Xu, Yuan, & Chang, 2007).

The antioxidant and free radical scavenging power of phenolic
compounds have been extensively studied over the last 10 years.
Different studies have shown a correlation between phenolic con-
tent and antioxidant activity (Xu & Chang, 2008). In the present
work the same results were obtained, the higher phenolic com-
pounds content in bean extracts, the more antioxidant activity
they exhibited. Extracts from red beans showed higher activity
than those from white ones, in agreement with Madhujith et al.
which demonstrated that beans, and especially those with col-
oured skins, possess strong antioxidant activity as measured by
different model systems (Madhujith, Naczk, & Shahidi, 2004).

Macrophages play an important role in the cascade of events
that produce inflammation. Stimulation of macrophages with LPS
induces a high production of NO by the inducible enzyme iNOS
(Bosca, Zeini, Través, & Hortelano, 2005; Gupta, Sundaram,
Reuter, & Aggarwal, 2010). In the present work, bean extracts were
able to reduce the production of NO in macrophages stimulated
with LPS through the inhibition of iNOS mRNA expression. Besides
NO, other mediators have been identified as important key factors
in inflammation such as TNF-a or cytokines. There is a large body
of evidence on the effect of phenolic compounds modulating
inflammatory cascade at different levels, including the expression
of inflammatory genes encoding interleukins (Garcia-Lafuente
et al., 2009). In our work, phenolic rich extracts from beans inhib-
ited the expression of IL-1B, IL-6 and TNF-a genes of stimulated
macrophages RAW 246.7, with coloured beans showing more
activity than white beans.

Potential health benefits of common beans are attributed to the
presence of phenolic compounds that possess antioxidant proper-
ties. The extent of anti-inflammatory activity may be associated
with the antioxidant capacity and the phenolic content of the
extract (Oomah, Corbé, & Balasubramanian, 2010). In our work,
the studied extracts had a mixture of diverse phenolic compounds
and the different compounds might contribute in different ways to
the overall antioxidant and anti-inflammatory activities. The
individual profile of phenolic compounds showed phenolic acids
as the predominant components in white bean extracts, whereas
coloured bean extracts presented mainly catechin derivatives,
proanthocyanidins and catechin glucoside. These results are in
accordance with bibliography (Aguilera, Estrella, Benitez, Esteban,
& Martin-Cabrejas, 2011; Lopez-Amoroés, Hernandez, & Estrella,
2006). Nevertheless, results obtained for coloured beans (RPB)
presented higher concentrations of phenolic compounds, mainly
catechin derivatives, procyanidins and catechin glucoside, which
are only present in this kind of bean (Aguilera et al., 2011;
Ranilla, Genovese, & Lajolo, 2009). Although most of these phenolic
compounds are bioactive, the absence in WKB extracts of some
potent active molecules such as catechin derivatives, proanthocy-
anidins, flavonols or anthocyanidins could explain the differences
in activity found between both types of extract.

Epidemiological studies have indicated that populations that
consume procyanidin rich foods have a lower incidence of inflam-
matory disease and diseases of multifactorial pathogenesis, includ-
ing metabolic syndrome, atherosclerosis and cancer (Khan et al.,
2010). Several in vitro and in vivo studies have shown that procy-
anidins can down regulate the transcription and secretion of proin-

flammatory cytokines, including interleukins IL-18, IL-2, IL-6, TNF-
o, and interferon-y (Al-Hanbali et al., 2009; Terra et al., 2009).

NF-kB plays a critical role in the transcriptional regulation of a
wide range of genes that are involved in inflammatory response
and immunity. NF-kB proteins exist normally in the cytoplasm of
inactive cells, but upon stimulation they become active and trans-
locate into the nucleus, inducing transcription of diverse inflam-
matory genes. In this study we found that phenolic rich extracts
from common beans reduced the expression of NF-kB p65 in the
nucleus of LPS stimulated macrophage like cells. This effect was
stronger for RPB than for WKB, suggesting that the studied extracts
inhibited the expression of iNOS, IL-18, IL-6 and TNF-o via inacti-
vation of NF-kB pathway, although other points of regulation can-
not be ignored. Ethanol extract derived from Phaseolus angularis
was able to suppress NO and PGE, production at the transcrip-
tional level, and this activity was linked to the suppression of some
factors of different signalling pathways (Yu et al., 2001). Phenolic
compounds from different origins have been proven to inactivate
the NF-kB pathway (Denis et al., 2013; Park et al., 2012; Terra
et al., 2007) so that in our work the inhibitory effect on the nuclear
expression of the p65 subunit may be attributed to the phenolic
composition of the extracts.

Although TNF-o is a very important mediator involved in the
inflammatory response in our work, the treatment with bean
extracts was not able to reduce gene expression in response to high
dose of LPS. We found similar results using mushroom extracts to
reduce inflammatory response to LPS; phenolic rich extracts from
some edible mushrooms species were able to reduce the produc-
tion and expression of NO, IL-1B, and IL-6 but not TNF-a (Moro
et al., 2012). Regulation of the expression of different inflammatory
genes is controlled by different signal transduction pathways such
as NF-xB and mitogen-activated protein kinase (MAPK). The inhi-
bition of NF-xB produced by the extracts was not enough to reduce
the TNF-oo mRNA expression, suggesting that expression of differ-
ent cytokines are regulated by different pathways.

5. Conclusions

Our work demonstrates that common beans exhibit both anti-
oxidant and anti-inflammatory activities. Round purple bean
extracts present higher phenolic content than white bean extracts
and a different component profile related to differences in activity.
Higher phenolic content was associated with higher antioxidant
and anti-inflammatory activities. These data suggest that common
beans, and in particular coloured beans, may be used as a source of
anti-inflammatory compounds.
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