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RESUMEN

RESUMEN

El cancer continta siendo una de las enfermedades mas agresivas a nivel mundial,
generando un alto numeros de defunciones anuales. Los hongos del género Ganoderma
se caracterizan por producir una diversidad de metabolitos secundarios como
triterpenoides, polisacéaridos, flavonoides y fenoles con numerosas actividades
biol6gicas entre las que se encuentran antiproliferativa, antioxidantes, antinflamatorias y
antibacterianas. El género se distribuye en Sonora y estudios previos demostraron la
actividad antiproliferativa de extractos etandlicos aislados de Ganoderma
subincrustatum y G. weberianum de Sonora sobre las lineas celulares HelLa, Raw 264.7,
A549 y L-929. En este trabajo se evalué la actividad antiproliferativa por el ensayo de
MTT sobre lineas celulares cancerosas como MDA, HelLa, A549 y Arpe-19;
antiinflamatoria mediante la cuantificacibn de la produccion de 6xido nitrico (ON);
antioxidante por las técnicas DPPH, ABTS y FRAP; antibacteriana por el método de
microdilucion en caldo sobre cultivos de Escherichia coli y Staphylococcus aureus; de
extractos etanolicos de basidiomas de G. oerstedii, G. subincrustratum, G. weberianum
y G. lucidum. Los extractos mostraron actividad antiproliferativa con ICso < 100 pg/mL
sobre las lineas celulares de cancer MDA, A549 y Hela con excepcion del extracto de G.
subincrustatum con un ICsp > 100 pg/mL, la linea celular de control Arpe-19 se vio muy
afectada, por lo que la actividad antiproliferativa no fue selectiva en las lineas celulares
cancerosas. Estos mostraron inhibicién significativa en la liberacion de ON en células
estimulada por LPS, hasta un 60% con los tratamientos de extractos G. subincrustatum,
G. oerstedii y G. lucidum, mientras G. weberianum redujo en un 47%. Se observo un
moderado potencial antioxidante, por los ensayos DPPH y ABTS con ICso <100 pg/mL,
aunque el extracto de G. subincrustatum presenté un ICso > 100 pg/mL por el método
DPPH; ademas se encontré una correlacion significativa r > 0.5 entre la actividad
antioxidante obtenidos por DPPH, ABTS y FRAP con el contenido de fenoles y
flavonoides totales. La actividad antibacteriana fue débil frente Staphylococcus aureus

detectdndose un MICso > 10 mg/mL. Estos resultados demuestran que las especies de
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Ganoderma de Sonora son una fuente potencial para obtener biomoléculas con actividad

biolégica.



ABSTRACT

ABSTRACT

Cancer continues to be one of the most aggressive diseases worldwide, generating a
high number of deaths annually. Fungi of the genus Ganoderma are characterized by
producing a diversity of secondary metabolites such as triterpenoids, polysaccharides,
flavonoids and phenols with numerous biological activities among which are
antiproliferative, antioxidant, anti-inflammatory and antibacterial. The genus is distributed
in Sonora and previous studies demonstrated the antiproliferative activity of ethanolic
extracts isolated from Ganoderma subincrustatum and G. weberianum from Sonora on
Hela, Raw 264.7, A549 and L-929 cell lines. In this work, the antiproliferative activity was
evaluated by the MTT assay on cancer cell lines such as MDA, HelLa, A549 and Arpe-
19; anti-inflammatory by quantifying nitric oxide (NO) production; antioxidant by DPPH,
ABTS and FRAP techniques; antibacterial by the broth microdilution method on
Escherichia coli and Staphylococcus aureus cultures; of ethanolic extracts of basidiomes
of G. oerstedii, G. subincrustratum, G. weberianum and G. lucidum. The extracts showed
antiproliferative activity with ICso < 100 pg/mL on the cancer cell lines MDA, A549 and
Hela with the exception of the G. subincrustatum extract with an 1Cso > 100 pg/mL, the
control cell line Arpe-19 was greatly affected, so the antiproliferative activity was not
selective in cancer cell lines. These showed significant inhibition in the release of NO in
cells stimulated by LPS, up to 60% with the treatments of extracts G. subincrustatum, G.
oerstedii and G. lucidum, while G. weberianum reduced by 47%. A moderate antioxidant
potential was observed, by the DPPH and ABTS tests with ICso < 100 ug/mL, although
the G. subincrustatum extract presented an I1Cso > 100 ug/mL by the DPPH method;
Furthermore, a significant correlation r > 0.5 was found between the antioxidant activity
obtained by DPPH, ABTS and FRAP with the content of phenols and total flavonoids.
Antibacterial activity was weak against Staphylococcus aureus detecting a MICso > 10
mg/mL. These results demonstrate that Ganoderma species from Sonora are a potential

source for obtaining biomolecules with biological activity.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

CAPITULO 1

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Introduccioén

El cancer contintia siendo una de las enfermedades mas agresivas a nivel mundial, la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) la considera como la segunda causa de muerte
en el mundo; en 2015, ocasioné 8,8 millones de defunciones (OMS, 2018). En México,
la mortalidad por cancer ha presentado un comportamiento histérico de tendencia
ascendente; considerandose la tercera causa de muerte en el pais, después de las
enfermedades cardiovasculares y la diabetes. Los tratamientos convencionales no son
totalmente eficientes, provocando muchos efectos secundarios y secuelas a largo plazo,

las que atentan contra la calidad de vida de los enfermos.

Los productos naturales (PN) han jugado un papel muy significativo a lo largo de los
afios en el descubrimiento de nuevos medicamentos. Esto resulta evidente en el
tratamiento del cancer en donde el 79.8% de los medicamentos aprobados tienen
relacién con productos naturales; en cuanto a los farmacos antibacterianos, fungicidas,
antiparasitarios y antivirales, el 68.4% son de origen natural (Jiménez, 2013). La
importancia de los PN en el descubrimiento de nuevos agentes terapéuticos es expuesta
por diferentes autores como (Zhong y Xiao, 2009; Theis y Lerdau, 2016; Seca y Pinto,
2018; Sierra etal.,, 2018) donde se reportan un gran numero de compuestos con

potencial terapéutico aislados a partir de organismos pertenecientes a diferentes reinos.

Los hongos Ganoderma han permanecido en la cumbre de la medicina tradicional
asiatica por méas de 2000 afios debido a los mdltiples efectos benéficos relacionados con
la prevencion y tratamiento de enfermedades. Los productos derivados de estos

organismos poseen los indices mas altos de venta en la industria de nutracéuticos de

Alexander Bacallao Escudero
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Oriente y Estados Unidos (Bishop et al., 2015). Desde 1980 las estructuras de estos
hongos como sus cuerpos fructiferos y esporas, han recibido mucha atencion en la
medicina homeopatica y como fuente promisoria de nuevos medicamentos (Cilerdzi¢
et al., 2014). Investigaciones recientes (Cheng et al., 2010; Figlas y Curvetto, 2012;
Ayala et al., 2016) sobre los constituyentes quimicos de Ganoderma revelan la presencia
de multiples productos naturales incluidos triterpenos, polisacaridos, flavonoides, fenoles
y otros compuestos con numerosas actividades bioldgicas: citotoxicas (Cheng et al.,
2010), inmunomoduladoras, hepatoprotectoras (Figlas y Curvetto, 2012), antitumorales,
antioxidantes (Islas etal., 2017), antiinflamatorias, antivirales (Zhang et al., 2014),
antiplasmodiales, antibacterianas (Guzman y Morales, 2016).

Estudios farmacolégicos reportan mas de 431 metabolitos secundarios de varias
especies de Ganoderma. Igualmente se ha reportado la caracterizacion de sus
estructuras quimicas y actividades biologicas (Trigos y Suarez, 2011a; Baby, Johnson y
Govindan, 2015; Obodai etal., 2017). Las moléculas bioactivas presentes en este
género que son mas estudiadas actualmente son los polisacéaridos, los cuales muestran
principalmente actividad antioxidante e inmunomoduladora (Trigos y Suéarez, 2011a) y
los triterpenoides derivados del lanosterol como &acidos ganodéricos (AG) y moléculas
relacionadas que exhiben una potente actividad antimicrobiana, anticancerigena,

antiviral (Xu, Zhao y Zhong, 2010) e inmunomoduladora (Wang et al., 2007).

A nivel mundial existen 224 especies (Roskov et al., 2020), en México se han registrado
la existencia de alrededor de 16 especies de Ganoderma (Lépez et al., 2016). El género
es frecuentemente observado en regiones tropicales, subtropicales y templadas. En
Sonora se conoce su distribucién en la zona urbana de Hermosillo, Reserva Forestal
Nacional y Refugio de Fauna Silvestre Ajos-Bavispe, Sierra de Yécora, Sierra de
Mazatan y Sierra de San Javier; donde se han encontrado especies de Ganoderma: G.
applanatum, G. curtisii, G. lobatum, G. oerstedii, G. sessile, G. sessiliforme y G.
weberianum (Lépez etal.,, 2016). Estudios recientes demuestran la actividad
antiproliferativa de extractos de dos fases de desarrollo (micelio dicariético y cuerpos
fructiferos) de aislados de G. subincrustatum y G. weberianum de Sonora, sobre distintas
lineas celulares. Concluyendo que los extractos de cuerpos fructiferos presentan mayor

actividad que los de micelio; el extracto completo de los cuerpos fructiferos de G.
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subincrustatum presentaron mayor actividad antiproliferativa (ICso: <25 pg/mL) sobre
todas las lineas evaluadas (HelLa, Raw 264.7, A549 y L-929) (Lépez, 2016). Por todo lo
planteado anteriormente en este trabajo se propuso como objetivo determinar el perfil
guimico y la capacidad antiinflamatoria, antioxidante, anticancerigena y antibacteriana
de extractos etandlicos de basidiomas de cepas de Ganoderma spp. nativas de Sonora

cultivadas en madera de vid.

1.1.0bjetivo General

Evaluar la capacidad antiproliferativa, antiinflamatoria, antioxidante, y antibacteriana de
extractos etandlicos de basidiomas de cepas de Ganoderma (EEBG) nativas de Sonora

cultivadas en madera de vid.

1.2.0bjetivos Especificos

o Evaluar la actividad antiproliferativa in vitro de EEBG en las lineas célulares:
MDA, A549, HelLay Arpe-19

e Evaluar la actividad antiiflamatoria in vitro de EEBG mediante la cuantificacion de
la produccion de ON en células RAW 264.7 activadas con LPS.

e Evaluar la actividad antioxidante in vitro de EEBG por las técnicas: DPPH, ABTS
y FRAP.

e Evaluar las propiedades antibacterianas de EEBG sobre cultivos de

Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

e
Alexander Bacallao Escudero
POSGRADO EN CIENCIAS DE LA INGENIERIA: INGENIERIA QUIMICA. 2021 3



CAPITULO 2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

CAPITULO 2

ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1.El Cancer

El cancer comprende varios tipos de enfermedades caracterizadas por una division
celular anormal. Estas anormalidades pueden ser ocasionadas por diversos factores:
externos (sustancias quimicas, radiaciones, organismos infecciosos) e internos
(mutaciones hereditarias, hormonas, condicidon inmunoldgica y mutaciones que ocurren
por el metabolismo) que pueden dafiar el genoma; sin embargo, este cuenta con varios
mecanismos de reparacion que frenan el ciclo celular permitiendo a la célula reparar el
dafio. Si estos mecanismos fallan, la célula programa su muerte a partir de la proteina
supresora de tumores p53; cuando la apoptosis no se puede llevar a cabo y la célula se
empieza a reproducir sin control es cuando se considera que comienza el desarrollo del
cancer. El grado de malignidad del cancer es variable, basicamente depende de la
agresividad de sus células y caracteristicas biolégicas. Son capaces de diseminarse y
provocar metastasis en 6rganos y tejidos distantes. Su velocidad de crecimiento va mas
alla de los limites normales y sus vias de diseminacién pueden ser a través del sistema
linfatico (diseminacién linfatica) o del circulatorio (diseminacion hematica) o por

extension e invasion directa a los tejidos vecinos (Martin y Domingo, 2011).

2.1.1.Estadisticas

Desde el siglo pasado, el cancer ha sido considerada una enfermedad que
paulatinamente se convirtié en un problema de salud publica a nivel mundial. Datos de
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) refiere al cancer como la segunda causa de

muerte en el mundo; en 2015, ocasiond 8.8 millones de defunciones, donde alrededor

Alexander Bacallao Escudero
POSGRADO EN CIENCIAS DE LA INGENIERIA: INGENIERIA QUIMICA. 2021 4



CAPITULO 2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

del 70% se registran en paises de medio y bajo ingreso. Entre los tipos de cancer que
causaron mayor numero de fallecimientos se encuentra el pulmonar (1.69 millones),
hepatico (788,000), colorrectal (774,000), gastrico (754,000), y de mama (571,000)
(OMS, 2018).

En México la mortalidad por cancer ha presentado un comportamiento histérico de
tendencia ascendente. Las cifras se consideraban alarmantes desde 1999, reportandose
53.6 muertes por cada 100 mil habitantes; las cuales aumentaron a 55.2 en el 2001 y
66.6 en el 2008 (Rizo Rios et al., 2015). La tasa estimada de mortalidad por cancer en
para 2020 crecera a 79 por cada 100 000 habitantes y se proyecta que para 2020 un
total de 1,262,861 personas viviran con cancer en México. Se estima que durante 2018
ocurrieron 190,667 casos nuevos de cancer; de éstos, 7,811 fueron de pulmén (Charvel
etal.,, 2019). De acuerdo con los datos reportados por el Instituto Nacional de
Estadisticas y Geografia (INEGI), el cancer continla ocupando el tercer lugar como
causa de muerte en el pais, después de las enfermedades cardiovasculares y la
diabetes. En el periodo de 2011 a 2016, 2 de cada 100,000 habitantes de 0 a 17 afios
fallecen anualmente por un tumor en érganos hematopoyéticos (conformado entre otros,
por la leucemia). Entre los jovenes de 18 a 29 afios, mueren tres de cada 100,000
hombres contra dos de cada 100,000 mujeres por esta causa. Tres de cada 10 muertes
por cancer en la poblacion de 30 a 59 afios, son consecuencia del cancer en 6rganos
digestivos. Para la poblaciéon de 60 y mas afios, de 2011 a 2016, cuatro de cada 10
defunciones por cancer en mujeres se deben a tumor en 6rganos digestivos, contra tres
de cada 10 en varones, por la misma causa. Respecto al cancer de mama, se observan

16 defunciones por cada 100 000 mujeres de 20 afios y mas (INEGI, 2018).

2.1.2.La inflamacién

“La inflamacion es la respuesta del sistema inmunoldgico de un organismo, al dafio
causado a sus células y tejidos vascularizados por patégenos bacterianos y por cualquier
otro agresor de naturaleza biol6gica, quimica, fisica o mecanica” (Garcia, 2008). Se
caracteriza por cinco signos clinicos: rubor, calor, dolor, tumor e impotencia funcional;
los cuales son causados por la acumulacion de leucocitos, proteinas plasmaticas y

derivados de la sangre hacia sitios de los tejidos extravasculares donde haya tenido lugar
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una infeccién o cualquier otro tipo de agresién al organismo (Gonzélez et al., 2011). La
respuesta inflamatoria es benéfica si es breve y se localiza en el sitio del dafio; sin
embargo, en ciertas situaciones como en reacciones alérgicas y enfermedades cronicas,
el proceso inflamatorio constituye el mecanismo patogénico basico (Vega, 2008). La
inflamacién presenta dos fases: aguda y crénica. La inflamacién aguda es la respuesta
inicial de la inflamacion; sus caracteristicas fundamentales son la exudacién de liquido y
de proteinas plasmaticas (edema), y la migracion de leucocitos (principalmente
neutréfilos) hacia el tejido afectado. La inflamacion cronica tiene una duracion mayor y
estd relacionada con la respuesta dada por los linfocitos y los macréfagos, por la
proliferacién de vasos sanguineos y la disfuncion del endotelio, asi como por la fibrosis
y necrosis tisular. Esta se presenta cuando la inflamacion aguda no ha logrado mitigar el
estimulo nocivo o cuando la misma respuesta inflamatoria se autoperpetta (Lisset et al.,
2015; Gonzélez y Padrén, 2019).

2.1.3.Radicales libres

Los radicales libres son atomos o grupos de estos que tienen un electrén desapareado,
son muy reactivos y tienden a captar un electrén de otras moléculas estable con el fin de
alcanzar su estabilidad electroquimica. Una vez conseguido sustraer el electrén que
necesita, la molécula estable que se lo cede se convierte a su vez en un radical libre por
guedar con un electron desapareado, iniciAndose asi una reaccion en cadena. La vida
media bioldgica del radical libre es de microsegundos; debido a que estas especies
reactivas no poseen receptores especificos, tienen una capacidad de agresién indistinta
sobre moléculas, membranas celulares y tejidos (Avello y Suwalsky, 2006). Nuestro
metabolismo genera distintos tipos de radicales libres como: Especies Reactivas de
Oxigeno (ERO: el anién superéxido, el anion perdxido, el radical perhidroxilo, el radical
hidroxilo) y Especies Reactivas de Nitrégeno (ERN: 6xido nitrico, radical peroxinitrito),
entre otros. Los radicales libres también son generados por factores como: la
contaminacién ambiental, la exposiciébn a radiaciones ionizantes, el tabaco, los
medicamentos, los aditivos quimicos en alimentos procesados y algunos xenobidticos
como pesticidas, herbicidas y fungicidas. En condiciones fisiolégicas normales los
radicales libres no son dafiinos para nuestro organismo y estan involucrados en diversos
———————————
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procesos fisioldégicos que son benéficos para el medio celular. Nuestro organismo se
encarga de neutraliza las ERO a través de varios mecanismos antioxidantes que
involucran la produccion de enzimas como el superéxido dismutasa, catalasa, glutation
peroxidasa y otras, para prevenir el dafio oxidante. Cuando las defensas antioxidantes
se ven superadas por especies oxidantes se establece una situacién conocida como
estrés oxidativo, situacion que afecta indistintamente a diversas biomoléculas,
ocasionando diversas mutaciones en el ADN, oxidacién de moléculas de glucosa,
peroxidacion de lipidos, que respectivamente estan relacionadas con enfermedades
cronico degenerativas como cancer, diabetes y diversas patologias cardiovasculares
(Maldonado et al., 2010; Constanza y Mufioz, 2012).

2.1.4. Los productos naturales como alternativa para el tratamiento del

cancer y enfermedades infecciosas.

Méas de 3 mil millones de afios de evolucion y seleccion natural han producido una
extensa variedad de formas de vida adaptadas a su ambiente natural. Esas formas de
vidas desarrollaron adaptaciones morfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas como
estrategias de supervivencia frente a la presion de la seleccion natural. De especial
interés resultan aquellas adaptaciones que dieron origen a la aparicién del metabolismo
secundario o también llamado metabolismo especial, del cual provienen todos los
compuestos organicos conocidos como metabolitos secundarios o productos naturales
(Murillo, 2003). Los productos naturales son estructuras privilegiadas en la busqueda de
nuevos farmacos porque estos compuestos cumplen uno de los requisitos
fundamentales que deben cumplir muchos farmacos, la afinidad a proteinas y otras
biomacromoléculas como los acidos nucleicos y carbohidratos. Si a esto sumamos el
hecho de que poseen las dimensiones moleculares adecuadas para penetrar las
barreras biologicas y llegar a ciertas células u 6rganos donde ejercer su efecto
(permeabilidad celular), nos da una clara idea de la extraordinaria ventaja que poseen

sus estructuras, esto justificaria la gran efectividad (Mentel y Breinbauer, 2007).

Histéricamente los productos naturales siempre se han asociado con el reino Plantae;
sin embargo, estudios de los compuestos quimicos de origen bioldgico, ha demostrado

que hay vida mas alla de los vegetales. El aislamiento, caracterizacion quimica y pruebas
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de actividad biolégica de los metabolitos producidos por hongos, forman parte del
repertorio tradicional de temas estudiados por la quimica de productos naturales. En
1896, Gasio public6 detalles de un compuesto quimico que resulté ser acido
micofendlico; en 1912, Alsberg estudioé extractos de maiz infestado de moho; en 1929,
Fleming descubrié la penicilina; durante los afios treinta del siglo pasado, el grupo de
Rastrick aislé y caracterizé cerca de 200 metabolitos producidos por miembros del reino
Fungi (Suarez etal.,, 2018). La importancia de los productos naturales en el
descubrimiento de nuevos agentes terapéuticos es claramente mostrada por diferentes
autores como (Zhong y Xiao, 2009; Theis y Lerdau, 2016; Seca y Pinto, 2018; Sierra
etal.,, 2018), donde se muestran un gran numero de compuestos con potencial
terapéutico aislados a partir de organismos pertenecientes a diferentes reinos.

Las dos principales areas en donde los productos naturales han tenido mayor impacto
son en el tratamiento del cancer y enfermedades infecciosas. Un analisis desde 1940-
2010 plantea que, de los 175 nuevos farmacos anticancerosos aprobados en ese
periodo, 131 (74.9%), tienen alguna relacion con la estructura de un producto natural y
85 (48.6%) derivan directamente de ellos. Incluso, cuando este andlisis recoge un
periodo mas reciente entre 1981-2010, donde se aprobaron un total de 99 farmacos,
dicho porcentaje no solo no decrece, sino que aumenta, pasando al 79.8%. En cuanto a
los farmacos antibacterianos, fungicidas, antiparasitarios y antivirales; de forma global,
se aprobaron en esos 30 afios un total de 193 farmacos, de los que el 68.4%
corresponden a los relacionados con los productos naturales. En el caso especifico de

los antibacterianos (104 en total), ese porcentaje llega al 75% (78) (Jiménez, 2013).

2.2. El Reino Fungi

El reino Fungi representa uno de los conjuntos mas amplio de biodiversidad con
actividades ecoldgicas en todos los ecosistemas y con una gran variabilidad en
morfologia. Los organismos incluidos en esta categoria pueden ser descritos como
eucariotas, uni o pluricelulares, filamentosos con crecimiento apical, heterétrofos por
absorcion, desprovistos de clorofila, con reproduccion asexual y sexual por medio de

esporas, y con pared celular principalmente constituida por quitina (Aguirre et al., 2014).
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El estado actual de los sistemas de clasificacion de los hongos todavia es inestable. Los
criterios seguin los cuales se clasifican, (Reino, Filos, Clases, Ordenes, Familias,
Géneros y especies) estan aun sujetos a discusion, no existe una clasificacion definitiva
y aceptada por todos. Los hongos se dividen en verdaderos e imperfectos, los hongos
verdaderos se clasifican en cinco phylo: Chytridiomycota, Zygomycota, Glomeromycota,
Ascomycota, Basidiomycota; los imperfectos se les conoce también como
Deuteromycota u hongos mitospéricos (Estrada y Ramirez, 2019). Actualizaciones
recientes han agregado los phylo Entomophthoromycota y Glomeromycota al arbol
taxonomico (Roskov et al., 2020). Las clasificaciones modernas tienen en cuenta las
caracteristicas microscopicas, ademas el avance de la biologia molecular esta

provocado profundos cambios en la taxonomia de los hongos.

Hasta el 2008 existia 97,330 especies descritas en el mundo; en la actualidad (Roskov
et al., 2020) reporta la existencia de 147,934 especies. Sobre la diversidad de hongos
en el planeta se han planteado varia hipétesis; desde la existencia de 1.5 millones de
especies por Hawksworth en 1991 hasta 5.1 millones por O’Brien en el 2005 (Blackwell,
2011). En México se estima la existencia de 200,000 especies de hongos, de ellas
descritas solo el 5% aproximadamente (Aguirre et al., 2014). La diversidad fangica de
Sonora, incluyendo algunos Protozoa afines, es de 658 especies: Basidiomycota (461),
Ascomycota (105), Myxogastria (81), Glomeromycota (7), Zygomycota (2),
Chytridiomycota (1) y Protostelia (1) (Esqueda et al., 2010).

2.2.1. Familia Ganodermataceae

La familia Ganodermataceae consta de 11 géneros: Amauroderma, Elfvingia,
Foraminispora, Furtadoa, Ganoderma, Ganodermites, Haddowia, Humphreya,
Polyporopsis, Tomophagus, Trachyderma; presenta una amplia distribucion y se tiene
registro de 316 especies (Roskov et al., 2020). Esta familia se distingue de otras por
tener un tipo peculiar de basidiosporas de doble pared, la pared interna de las esporas
a menudo es coloreada, y generalmente la superficie ornamentada. El sistema de hifas
suele ser trimitico y ocasionalmente dimitico o monomitico, que contiene hifas
generativas hialinas, de paredes delgadas, ramificadas, pinzadas, pigmentadas, de

paredes gruesas, arboriformes o aciculiformes, esqueléticas ramificadas e hifas de union
I —
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ramificadas con terminales incoloras (Costa etal., 2017; Hapuarachchi et al., 2018,
2019) .

2.2.2. Género Ganoderma

Ganoderma P. Karst pertenece el reino de los hongos, filo Basidiomycota, clase
Agaricomycetes, orden Polyporales y familia Ganodermataceae (Lin et al., 2019). Es un
género con distribuciébn cosmopolita, que se puede encontrar en areas tropicales,
templadas y desérticas. La plasticidad morfolégica hace de Ganoderma uno de los
géneros mas complejos de Polyporales; muestra de ello son los 290 nombres
publicados, muchos de ellos considerados sinonimos (Lépez etal., 2019); en la
actualidad se tiene registro de alrededor 224 especien en todo el mundo (Roskov et al.,
2020). Este género produce dos tipos de basidiomas, dependiendo de la especie:
basidiomas lacados con una superficie superior brillante o basidiomas no lacados con
una superficie superior opaca (Hapuarachchi et al., 2018). Ganoderma poseen una
cuticula caracteristica de color marron claro a purpura oscuro, presentan poros
pequefios a medianos, con tubos por lo general estratificados, ocraceos, en ocasiones

blanquecinos y el contexto varia de blanco a marrén (Wang et al., 2012).

2.2.3. Ganoderma en Sonora, México

El género Ganoderma presenta una amplia distribucién en Sonora, debido a la diversidad
de ecosistemas, resultado de su gran extensioén territorial y su ubicacién biogeogréfica,
en una zona de transicidn entre la region Neotropical y la region Neértica; se tiene
registro de la existencia de 11 especies de Ganoderma en Sonora: G. curtisii, G.
applanatum, G. coffeatum, G. lucidum, G. sessiliforme, G. adspersum, G. lobatum, G.
oerstedii, G. sessile, G. weberianum y G. subincrustratum (Esqueda etal., 2010;
Raymundo et al., 2013; Lopez et al., 2016, 2019).

Ganoderma oerstedii

Ganoderma oerstedii Figura 1 citada por (L6pez etal.,, 2016), encontrado en el

Municipio de Ures, Sierra de Mazatan, proveniente de mezquital, zona donde se
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registran temperaturas superiores a 40 °C. Se recolect6 sobre la base de Stenocereus
thurberi, primer registro de la especie desarrollandose sobre una cactacea. Entre las
caracteristicas morfoldgicas descritas, los ejemplares presentaban basidiomas de 105-
133 x 85-100 x 28-31 mm, perenne, sésil, fuertemente adherido, lefioso. Pileo
flabeliforme-semicircular a irregular; superficie glabra, lisa a irregular, con una capa de
laca brillante, la cual puede perderse con el tiempo, sulcada concéntricamente; marron-
rojizo oscuro en casi toda la superficie, con tonalidades anaranjadas hacia el margen.
Contexto zonado, con bandas e incrustaciones resinosas conspicuas. Elementos de la
cuticula de 40-67.7 x 7.7-12 pm, claviformes, con ramificaciones y protuberancias tanto
laterales como apicales, amarillo dorado. Basidiosporas de (7.4-) 8.3-10 x 5.1-6.3 (—
6.5) um, Q = 1.42-1.67, elipsoides a oblongas, con pilares interparietales parcialmente

anastomosados.

Figura 1. Ganoderma oerstedii: A) basidioma, B) contexto, C) cuticula. (Lépez et al., 2016).

Ganoderma weberianum

La especie Ganoderma weberianum Figura 2 citada por (L6pez et al., 2016), localizada
en el Municipio de Ures, Sierra de Mazatan, en bosque de encino, sobre la base de un
Quercus sp. Las caracteristicas morfolégicas, describen la especie por presentar
basidioma de 45-200 x 30-185 x 20-52 mm, sésil a subestipitado cuando crece en el
suelo sobre raices, anual, solitario a gregario, de consistencia fibrosa a suberosa. Pileo
semicircular a flabeliforme, aplanado a ligeramente convexo; superficie glabra, cubierta
por una capa de laca brillante, con zonas opacas, abollada a irregular, ligeramente
sulcada concéntricamente; marron-rojizo en la base o en el centro cuando subestipitada,
amarillo-parduzco a blanco-anaranjado hacia el margen, el cual es estéril, obtuso a
————————————————————————————————————————
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agudo, blanco-anaranjado en fresco, marrén a negro cuando seco. Contexto de hasta
30 mm de grosor, relativamente homogéneo, zonado, con incrustaciones resinosas
dificiles de observar, mas conspicuas en la base, ausentes en algunos ejemplares,
blanco anaranjado a anaranjado palido. Tubos de hasta 18 mm de largo, marrén-
amarillento. Poros de 3-6 por mm, redondeados a angulados, concoloros con el margen,
el cual es irregular, con zonas marrén cuando seco, de 122-287 pum diametro;
disepimento de 25-94 um. Sistema hifal dimitico. Hifas generativas de la trama del
contexto no observadas; hifas esqueléticas de 2.1-9.7 um diametro, de pared gruesa a
sélidas, sin septos, arboriformes y aciculiformes, amarillo palido. Elementos de la
cuticula de 33.8-50.6 x 6.5-12.2 um, cilindricos a claviformes, con una o dos
protuberancias o ramificaciones laterales a enteros, con granulos en el apice, amarillos;
hifas generativas de 3.1-5.6 um diametro, pared delgada, con fibulas, hialinas; hifas
esqueléticas de 1-5.7 um diametro, pared gruesa a sélida, amarillo oro; hifas conectivas
de 1-2.1 um didmetro, ramificadas, pared gruesa a solida, amarillenta a hialina.
Basidiosporas de 7.4-10.3 x 5.3-6.7 (—7.1) um, Q = 1.22-1.66, generalmente elipsoides,
algunas ampliamente elipsoides u oblongas, apice truncado, perisporio perforado,

exosporio con pilares interparietales sublibres a libres, delgados, marrén-amarillento.

Figura 2. Ganoderma weberianum: A) basidioma, B) contexto, C) cuticula, D) basidiosporas. (Lépez
etal., 2016).

Alexander Bacallao Escudero
POSGRADO EN CIENCIAS DE LA INGENIERIA: INGENIERIA QUIMICA. 2021 12



CAPITULO 2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Ganoderma subincrustatum

Ganoderma subincrustatum Figura 3 citada por (Lopez et al., 2019), encontrada en la
base de un Prunus persica (L.) Batsch vivo, en un huerto de duraznos, en La Costa de
Hermosillo. La especie presenta basidiomas de 178-270 x 117-124 x 22-70 mm, sésil a
subestipitado, fibrosos a esponjosos. Pileo flabeliforme, superficie glabra, lisa,
ligeramente abollada y ondulada, brillante a opaca, con surcos semi-concéntricos, mas
conspicuos en el margen, cuticula de color naranja claro, dorado rojizo, naranja intenso,
marrén claro, marrdn rojizo, marrén oscuro a foto marrén, casi negro en algunas zonas,
con surcos de color amarillo intenso debido al desprendimiento de la cuticula;
basidiosporas cubierta de una capa de color marron, margen estéril, obtuso, liso, con
zonas de surcos, amarillo palido, con zonas de color naranja amarillento, amarillo
grisaceo después del contacto. Contexto de hasta 22 mm de grosor, fibroso-esponjoso,
no completamente homogéneo, con una banda de color amarillo intenso debajo de la
cuticula, naranja claro a marrdén hacia los tubos, zonado concéntricamente, con dos
bandas resinosas, la parte superior engrosada, ambas intermitentes. Sistema de hifas
trimitico. Hifas generativas de 1.6-7.2 um de didmetro, tabicadas, fibuladas, amarillo
palido a hialinas, generalmente colapsadas; hifas esqueléticas arboriformes de 1.6-7.2
um de didmetro, no ramificadas, paredes gruesas, marron claro; hifas conectivas de 1.6-
3.2 um de diametro, ramificadas, paredes gruesas, hialinas a amarillo palido.
Basidiosporas de (8-)9.6-11.2(-12.8) x 5.6-8 um, Q= 1.49-1.64, elipsoides a oblongos,
apice truncado, con poro germinal apical, exosporio con pilares entre paredes sublibres

a parcialmente anastomosados, marron rojizo.

e
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Figura 3. Ganoderma subincrustatum: A) basidioma, B) contexto, C) cuticula, D) basidiosporas. (Lépez
etal., 2019).

2.3. Metabolitos secundarios de Ganoderma

Las actividades biologicas de Ganoderma se pueden atribuir a su diversa composicion
de metabolitos, donde se han aislado e identificado mas de 600 compuestos bioactivos
diferentes; entre ellos triterpenos, meroterpenoides, esteroides, alcaloides, nucledsidos,
nucleobases y polisacaridos. Las moléculas bioactivas que contribuyen a los diversos
beneficios para la salud méas estudiadas actualmente, son los triterpenoides y los
polisacéridos (Lin et al., 2019).

2.3.1. Triterpenoides

Los triterpenoides aislados de Ganoderma Tabla 1 son compuestos tetraciclicos y
pentaciclicos. Sus estructuras quimicas son mas complejas que las de otros lanostanos,
debido a su estado altamente oxidado; generalmente contienen 30 6 27 atomos de

carbono y algunos tienen 24 (Lin et al., 2019).
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Kubota aislé acido ganodérico A y acido ganodérico B de G lucidum en 1982. Desde
entonces, se han aislado mas de 316 triterpenos de los cuerpos fructiferos, esporas y
micelios de diferentes especies de Ganoderma (Xia et al., 2013); dentro de los mas
comunes, se encuentran los triterpenoides de esqueleto Ergostano y Lanostano Figura
4 como acidos ganodéricos, acidos ganoderénicos, acidos ganolucidicos, acidos
lucidénicos, ganoderioles, ganoderales (Mora, 2010); que consideran los principales
contribuyentes de la actividad citotoxica (Cheng et al., 2010), antiinflamatoria (Ko et al.,
2008; Wu et al., 2019), antiviral (Zhang et al., 2014) y antioxidantes (Wang et al., 2019).

Figura 4. Esqueletos bdsicos de algunos triterpenoides aislados de Ganoderma. A) Ergostano, B)
Lanostano. (Mora, 2010)

Tabla 1. Triterpenoides aislados de especies de Ganoderma.

Especie Compuesto Actividad Referencia

(Sato et al.,
2009)

G. sinense Antiviral

20-hydroxylucidenic acid A
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Lucidumol C

COOCH,CH,CH,CH;
, . _ (Tung et al.,
G. lucidum Antiinflamatoria
2013)
Butyl lucidenate P
Neuroprotectora (Qiu, Wang y
G. atrum
Antioxidante Song, 2016)
3B-acetoxy-5-lanosta-8,24(24")-dien-21-
oic acid
_ _ o (Amen et al.,
G. lingzhi Citotoxica
2016)

2.3.2. Polisacéaridos

Los polisacéaridos son biomoléculas compuestas por largas cadenas de monosacaridos,

unidas entre si por enlaces glicosidicos. Los pesos moleculares de los polisacaridos

oscilan entre 4<10° a 1*10° Da. (Bishop et al., 2015). Estudios recientes informan que se

han aislado y purificado més de 200 polisacaridos de los cuerpos fructiferos, esporas,

micelios y caldo de cultivo de Ganoderma (Lopez, Arboleda y Segura, 2015).

Los polisacaridos como los 3-D-glucanos, los heteropolisacaridos y las glicoproteinas se

consideran los principales contribuyentes de la bioactividad de Ganoderma, los B-D-

glucanos consisten en una estructura lineal de grupos D-glucopironano unidos a través
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de enlaces 3-(1—3) con diversos grados de ramificacion desde la posiciéon C6 Figura 5
(Sanodiya et al., 2009).

Los polisacaridos constituyen una de las principales fuentes de compuestos
farmacoldgicamente activos de las especies de Ganoderma; muestran una gran cantidad
de bioactividades, que incluyen inmunorregulacion, inhibicion de la proliferacién
vascular, promocion de la liberacion de insulina, efecto hipoglucemiante,

anticancerigeno, antioxidante y antimicrobiano (Bishop et al., 2015; Ferreira et al., 2015).

Figura 5. Estructura de los B-D-glucanos aislado de G. lucidum A) Diagrama molecular primario, B)
Diagrama molecular de nivel superior. (Sanodiya et al., 2009)

2.3.3. Otros compuestos

En el afio 2000 se aislaron los primeros meroterpenoides, las ganomicinas A y B del
cuerpo fructiferos de G. pfeifferi, desde entonces se han aislados 200 meroterpenoides
de Ganoderma con diversas actividades biolégicas, incluida la inhibicion del ON,
antioxidante, antimicrobiano y citotoxico (Lin et al., 2019); otros meroterpenoides como
lingzhine E y F de G. lucidum, mostraron actividad antioxidante y efecto neuroprotector
(Wang et al., 2019). También se han aislados alcaloides como los sinensines B-E , de
G. sinense (Liu et al., 2011); compuestos fendlicos de G. duripora que han mostraron
efecto antiinflamatorio sobre células RAW 264.7, inhibiendo la produccion de factor de

necrosis tumoral a (TNF-a) (Liu et al., 2018).
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2.4. Actividad biolégica de Ganoderma

Los hongos Ganoderma han permanecido en la cumbre de la medicina tradicional
asiatica por méas de 2000 afios debido a los mdltiples efectos benéficos relacionados con
la prevencion y tratamiento de enfermedades (Lin et al., 2019). En los ultimos afios se
han identificado un gran nimero de compuestos, a partir Ganoderma ssp. caracterizados
por presentar diferentes tipos de actividades biolégicas como hipotensoras (Tran et al.,
2014), citotéxicas (Nguyen et al., 2015) y (Cheng et al., 2010), inmunomoduladoras (Liu
et al., 2015), antitumorales (Cér, Knez y Knez, 2018), antioxidantes (Kozarski et al.,
2012), antinflamatorias (Ko et al., 2008), antivirales (Zhang et al., 2014), antibacterianas
(Guzman y Morales, 2016) y antidiabéticas (Ma, Hsieh y Chen, 2015; Raseta et al.,

2020), entre otras, siendo ampliamente utilizadas en el ambito medicinal y farmacéutico.

2.4.1. Anticancerigena

La actividad anticancerigena de las especies de Ganoderma se ha comprobado en
ensayos in vitro e in vivo, observado actividad en extractos crudos y moléculas aisladas
de distintas especies. Extractos de G. weberianum y G. subincrustatum de micelios y
cuerpos fructiferos mostraron actividad antiproliferativa sobre lineas celulares Hela,
RAW 264.7 y A549, donde los extractos de cuerpos fructiferos mostraron mayor
actividad; igualmente, el extracto de G. subincrustatum present6 actividad inhibidora con
valores de ICso <25 pg/mL (Lépez, 2016). Triterpenos aislados de cuerpos fructiferos de
G. lucidum mostraron actividad citotoxica frente a la linea celular PC-3 con una ICso de
11.5 uyM (Nguyen et al., 2015).

Estudios preliminares demostraron que acido ganodérico aislado de G. lucidum, inhibia
tanto el crecimiento tumoral como la metéstasis pulmonar del carcinoma pulmonar de
Lewis en ratones C57BL/6 (Wang et al., 2007). Extractos etandlicos del micelio de G.
lucidum, G. tsugae, G. oerstedii, G. subamboinense y G. resinaceum, inhibieron de forma
significativa la proliferacién de la linea celular HL-60, induciendo la apoptosis temprana
en las células (Zhou et al., 2006). La actividad anticancerigena no esta probada en
humanos; sin embargo, estudios clinicos sugieren que algunos compuestos aislados de

las especies del género, tienen utilidad como coadyuvantes en terapias tradicionales,
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mejorando algunos parametros hematoldgicos, reduciendo los sintomas y mejorando la

calidad de vida en pacientes con cancer (Ulbricht et al., 2010).

2.4.2. Antiinflamatoria

De Ganoderma se han expuestos diferentes estudios in vitro e in vivo que han evaluado
la actividad antiinflamatoria de diferentes especies. Los compuestos fendlicos aislados
de G. duripora, mostrando efectos antiinflamatorios dependientes de la dosis en células
RAW 264.7; ademas, estos inhibian la produccion de factor de necrosis tumoral a (TNF-
a), interleucina-1B (IL-1B), interleucina-6 (IL-6) y prostaglandina E2 (PGE2) mediante la
supresion de COX-2, en células de macrofagos inducidos por LPS (Liu et al., 2018).

Algunos triterpenoides y esteroides aislados G. lucidum y G. tsugae han mostrado
actividad inhibitoria sobre los mediadores quimicos liberados de mastocitos, neutréfilos
y macrofagos en lineas celulares in vitro (Ko et al., 2008). Extracto de cloroformo de G.
lucidum mostraron actividad antiinflamatoria, en modelos inflamatorios agudos inducidos
por carragenina y crénicos inducidos por formalina en ratones. El extracto mostré una
notable actividad antiinflamatoria en ambos modelos, comparable al diclofenaco, un
farmaco de referencia estandar (Joseph et al., 2009).

2.4.3. Antioxidante

Diversos trabajos describen la actividad antioxidante de las especies de Ganoderma,
entre ellos los realizado por (Mau etal., 2005) y (Tseng, Yang y Mau, 2008) que
evaluaron extractos acuosos y metandlicos, asi como compuestos polisacaridos de
basidiomas de G. tsugae, mostrando actividad significativa, excepto por la capacidad de
eliminacion de radicales hidroxilo; asimismo, (Kan etal., 2015) reportaron que los
polisacéridos aislados del cuerpo fructifero de G. lucidum mostraron fuerte actividad
antioxidante. Otros compuestos como triterpenos aislados de G. lucidum en ensayos in
vitro mostraron potente actividad antioxidante (Wang et al.,, 2019). Por otra parte,
(Zuluaga et al., 2007) evaluaron la actividad antioxidante de extractos etandlicos de G.

lucidum a través de los métodos DPPH y ABTS mostrando valores de ICso de 0.0155 -
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0.0807 mg/mL. (Islas etal., 2017) reportaron la actividad antioxidante de extractos

etanodlicos de basidiomas y micelio de G. brownii, G. applanatum.

2.4.4. Antibacteriana

De acuerdo con varios estudios, algunos constituyentes de las especies de Ganoderma,
presentes en extractos acuosos y organicos, serian capaces de inhibir el crecimiento de
bacterias gram-positivas y gram-negativas (Batra, Sharma y Khajuria, 2013). Asimismo
triterpenoides aislados de G. applanatum exhiben actividad antibacteriana
principalmente contra bacterias Gram positivas, tales como Bacillus cereus vy
Staphylococcus aureus (Gerber et al., 2000); mientras que (Guzman y Morales, 2016)
evaluaron los extractos de G. applanatum frente a cepas de Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginos obtenido resultados positivos frente la cepa S. aureus con una
concentracion inhibitoria minima 31.25 mg/ml. En otro estudio realizado por (Li et al.,
2012) donde evaluaron extractos de G. atrum frente a cepas de Staphylococcus aureus
subsp. Aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis y Proteusbacillus vulgaris, mostraron
que el efecto antibacteriano dependia de la dosis; donde B. subtilis, S. aureus y E. coli
fueron mas sensibles a los tratamientos, presentando concentracion inhibitoria minima
en el rango de 1.56 a 25 mg/ml y el rango de valores de la concentracién bactericida

minima fue de 3.125 a 25 mg/ml.

1
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

3.1.Material biolégico

3.1.1.Basidiomas de Ganoderma

Los basidiomas de las especies de Ganoderma nativas de Sonora: G. oerstedii (BH-17),
G. weberianum (BH-21), G. subincrustatum (BH-1); y una cepa comercial de G. lucidum
(Fr) Karst (FP-34D) adquirida en Fungi Perfecti, EUA, fueron donados por el Laboratorio
de Biotecnologia de Hongos del Centro de Investigacién en Alimentacion y Desarrollo
A.C (CIAD), donde los cuerpos fructiferos se desarrollaron bajo las condiciones

reportadas por (Morales, 2015).

3.1.2.Cultivo celular

Las lineas celulares se cultivaron en medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) suplementado con 5 % de suero fetal bovino y penicilina (100 U/mL) en cajas
de 25 cm?. Las células se colocaron en una incubadora isotérmica (Fisher-Scientific) a
una temperatura de 37 °C, al 5 % de CO; y una humedad relativa del 95 %. Las lineas
celulares cancerosas HelLa (carcinoma de cuello uterino humano), A549 (carcinoma de
pulmén humano) se adquirieron en American Type Culture Collection (ATCC, Rockuville,
MD). RAW 264.7 (macréfagos transformados por virus de la leucemia de Albeson) fueron
amablemente donados por el Dr. Emil R. Unanue (Department of Pathology and

Immunology, Washington University in St. Louis, MO).
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3.1.3.Cultivo bacteriano

Para la evaluacion de la actividad antibacteriana de los extractos etanolicos se utilizaron
2 cepas bacterianas, Staphylococcus aureus (ATCC 25923) Gram positiva y Escherichia
coli (ATCC 25992) Gram negativa, obtenidas del cepario de la Universidad de Sonora,
campus Hermosillo; se cultivaron periodicamente en agar Mueller-Hinton y se
mantuvieron en una incubadora a 37 °C. Se conservaron las bacterias en crioviales,
donde se depositaron 1 mL de caldo BHI/glicerol (10 %) para cada criovial, al cual se le
afiadio inéculo bacteriano hasta que esta solucion tuvo un aspecto turbio, posteriormente

se almacenaron a -80 °C.

3.2. Obtencién de los extractos etanélicos

Los Basidiomas se recibieron secos y se homogeniz6 el material a un tamafio de malla
de 2 a 3 mm en un molino tipo Whiley. A una cantidad de 10 g de basidiomas
homogenizado se le adicion6 etanol al 96 % para su extraccioén en una relacion (1:30
masa/volumen) y se mantuvo durante 10 d a TA, protegido de la luz, con agitacién en
zaranda a 150 rpm. Después, se filtré utilizando una gasa para eliminar las particulas
grandes y se realiz6 una segunda filtracion con un papel Whatman No.2. Luego se
concentraron los extractos en condiciones de presién reducida por medio de un
evaporador rotatorio hasta sirope, a temperatura constante de 40 °C y 75 rpm. Se
colocaron en la campana en frascos previamente tarados. Los extractos obtenidos se

conservaron a -20 °C para su posterior uso en los ensayos.

Con el objetivo de mejorar los porcentajes de extraccion del proceso de maceracion se
estudié los efectos de las variables, relacion masa/solvente y tiempo de extraccion
mediante un disefio factorial completo 4x2 y un andlisis de varianza (ANDEVA). Para
este se utilizo los basidiomas de G. oerstedii; el arreglo experimental se muestra en la
Tabla 2.
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Tabla 2. Arreglo experimental para las diferentes combinaciones de extracciéon
etandlica: relacion masa-solvente y tiempo de extraccion.

Tratamiento Variables codificadas Variables no codificadas
X1 masa/solvente (g/mL) X2 tiempo (dias)
1 -1 1/30 5
2 -1 1/30 7
3 -1 1/30 14
4 -1 1/30 21
5 1 1/50 5
6 1 1/50 7
7 1 1/50 14
8 1 1/50 21

3.3.Actividad antiproliferativa

La actividad antiproliferativa de los extractos etanélicos de G. oerstedii, G. weberianum,
G. subincrustatum y G. lucidum se determiné por el ensayo de reduccion del MTT,
método colorimétrico que mide la funcion metabdlica de las células, el MTT es un
colorante amarillo palido soluble en agua, que es reducido rapidamente dentro de células
viables a formazan (cristales azul-violeta, insoluble en agua), por las deshidrogenasas
mitocondriales de la cadena respiratoria, por lo que la cantidad de formazan es
directamente proporcional al nimero de células viables (Escobar, Rivera y Aristizabal,
2010).

Para evaluar el efecto de los extractos sobre las lineas celulares se agregaron 50 uL de
una suspensién celular ajustada a 200,000 células/mL a cada uno de los pozos de la
placa de 96 pozos. Se incub6 por un periodo de 24 h a 37°C en una atmosfera al 5 % de
COg, para que las células se adhieran a la superficie del pozo. Se prepararon diluciones
seriadas desde 400 hasta 12.5 pg/mL a partir del stock de 40 mg/mL con DMEM
suplementado al 5% con suero fetal bovino, de las cuales se agregaron 50 yL a cada
pozo por triplicado e incubaron durante 48 h. Posteriormente, se retird el sobrenadante
de la placa y se realiz6 un lavado con buffer fosfato salino (PBS). Luego, se agregaron
a cada uno de los pozos de la placa 90 uL de DMEM y 10 uL de una soluciéon de MTT (5

mg/mL) y se incubd por 4 h. Finalmente, los cristales de formazan fueron resuspendidos
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en isopropanol 4cido y se hicieron lecturas de la absorbancia a 570 y 630 nm en un lector
de placas (iIMARK microplate reader BIO-RAD) (Torres et al., 2019)

3.4.Actividad antiinflamatoria

3.4.1. Evaluacién de la produccion de ON

El efecto de los extractos etandlicos de G. oerstedii, G. weberianum, G. subincrustatum
y G. lucidum sobre la produccién de ON en células RAW 264.7 activadas con LPS, se
realizé con el reactivo de Griess. Este método utiliza la reaccion de diazotacion de Griess
para detectar espectrofotométricamente el nitrito formado por la oxidacion espontanea
de ON ante condiciones similares a las fisioldgicas. El reactivo contiene acido sulfanilico
y este se convierte en una sal de diazonio por reaccion con nitritos en una solucién acida.
La sal de diazonio se acopla luego a N-(1-naftil) etilendiamina, formando un colorante
azo que se puede cuantificar espectrofotométricamente a una longitud de onda de 540
nm (Probes, 2003). Inicialmente, se prepard una suspensiéon celular con una densidad
de 500,000 cel/mL. Después se adicionaron 100 yL de la suspensién celular en una
placa de 96 pozos y posteriormente la placa se incubd por 24 h. Después de este
periodo, las células fueron estimuladas con LPS (1 ug/mL) en presencia o ausencia de
los tratamientos a distintas concentraciones (50 hasta 3.1 ug/mL) por 20 h. Pasado este
periodo, se tomaron 100 L del sobrenadante y se agregdé junto a un mismo volumen del
reactivo de Griess, después de una incubacion de 20 minutos a TA, la absorbancia se
leyd6 a 540 nm en un lector de microplacas iIMARK BIO-RAD (Paulino et al., 2008;
Hernanz y Herrador, 2016).

3.5.Actividad antioxidante

3.5.1. Ensayo DPPH

Se determind la capacidad antioxidante de los extractos etandlicos de G. oerstedii, G.

weberianum, G. subincrustatum y G. lucidum por el ensayo DPPH (radical libre 2,2-
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difenil-1-pricrilhidrazilo). Se pesaron 2.5 mg de radical DPPHYy se disolvieron en 100 mL
de metanol. Se ajusté la solucion a una absorbancia de 0.7 £ 0.01 en una longitud de
onda de 515 nm. Se prepard un stock de los extractos a una concentracion de 40 mg/mL.
Para la realizacion del ensayo se tomaron 280 pL de la solucién de DPPH, al cual se le
agreg6 20 pL del extracto a distintas concentraciones (400 hasta 12.5 ug/mL), las cuales
se evaluaron por triplicado. Se incub6 durante 30 min en la oscuridad y se ley6 a 515 nm
en un espectrofotdmetro para microplacas Thermo Scientific™ Multiskan™ GO (Usia
et al., 2002). Los resultados se reportaron como UM equivalente de trolox (ET) / g de
peso seco. Los valores de ICso se obtuvieron con un modelo farmacodinamico Ec. (1)
(Zou et al., 2020).

EmaxXCY

E= —max__ 1)

IC50Y+CY

3.5.2. Ensayo ABTS

El método del ABTS (acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)), basado en
la capacidad de atrapar los radicales por la interaccion con la sustancia antioxidante.
Para la generacion del radical se pesaron 19.3 mg de ABTSYy se disolvieron en 5 mL de
agua destilada, se afiadi6 88 pL de una solucion de persulfato de potasio (K2S20s) a 140
UM, se dejé reposar a TA (25 °C) durante 16 h, protegido de la luz solar. Una vez obtenido
el radical ABTS se diluy6é en metanol y se ajusté la solucién a una absorbancia de 0.7
0.01 en una longitud de onda de 754 nm. En placas de 96 pozos, se afiadieron 5 uL de
concentraciones decreciente de los extractos (200 hasta 12.5 pg/mL), diluidas en etanol,
gue se mezclaron con 245 L de la soluciéon de radical catiGnico ABTS. Se dejo reposar
por 5 min a TA, se leyd la absorbancia a 754 nm en un espectrofotometro para
microplacas Thermo Scientific™ Multiskan™ GO. Los resultados se reportaron como uM
equivalente de trolox (TE) / g de peso seco (Zuluaga et al., 2007). Los valores de ICso Se

obtuvieron utilizando un modelo farmacodindmico Ec. (1) (Zou et al., 2020).

3.5.3. Ensayo FRAP

El método consiste en medir el incremento en la absorbancia que se desarrolla cuando
el complejo TPTZ-Fe*® se reduce a TPTZ-Fe*? (Benzie y Strain, 1996). El reactivo FRAP
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se preparé mediante la mezcla de tampdén acetato (0.3 M pH 3.6) con una solucién 10
mM de TPTZ (2, 4, 6 tripiridil-s triazina) en HCI 40 mM, y una solucién 20 mM de FeCl;
6 H20, en una proporcion de 10:1:1. Se prepardé un stock de los extractos a una
concentracion de 40 mg/mL. Para la realizacién del ensayo se tomaron 280 L, al cual
se le agregaron 20 uL del extracto a distintas concentraciones (1-4 mg/mL), las cuales
se evaluaron por triplicado. Se incubé durante 30 min en la oscuridad y posteriormente
se leyé a 593 nm en un espectrofotometro para microplacas Thermo Scientific™
Multiskan™ GO. Como control (+) se utilizé al TROLOX (derivado de vitamina E) y como
(-) el metanol.

3.6. Actividad antibacteriana

3.6.1. Método de microdilucion en caldo

Los ensayos in vitro de actividad antibacteriana se realizaron mediante el método de
microdilucién en caldo. Se depositaron 200 L por triplicado en placas de 96 pozos, cada
una de las diluciones de los extractos etanélicos (10000 hasta 5000 pg/mL); luego se
adicionaron 15 pL de una suspensién de cultivo bacteriano en fase logaritmica de 108
UFC/ml, la turbidez de esta suspension bacteriana coincide con la turbidez del estandar
0.5 de McFarland. Se utilizé 12 pug/mL de gentamicina como control positivo de la
inhibicién del crecimiento bacteriano. Ademas, también incluyé pocillos que contenian el
medio de cultivo mas DMSO (0.2—0.8 %), con el fin de obtener un control del efecto
antibacteriano del disolvente. Después de la inoculacion, la placa se incubé a 37 °C por
24 h (Velazquez et al., 2007). El efecto de los extractos de Ganoderma se determiné
mediante recuentos de unidades formadoras de colonias (UFC), los resultados se
expresaron en unidades de log UFC/mL. Se tomaron 50 pL de los pozos con los
diferentes tratamientos y se hicieron diluciones en serie diez veces mayores (1:10) en
NacCl (0.85 %, p/v). A continuacion, se sembraron 10 pl de cada dilucién en placas de
agar e incubaron a 30 ° C durante 24 h. Se enumeraron las colonias y luego se determin6

el log UFC/mL, con el cual se calcul6 el MICso.

Alexander Bacallao Escudero
POSGRADO EN CIENCIAS DE LA INGENIERIA: INGENIERIA QUIMICA. 2021 26



CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

3.7. Compuestos fendlicos

3.7.1. Contenido de Fenoles Totales

La concentracién de fenoles totales en extractos etandlicos de las especies de
Ganoderma estudiadas se midié por espectrofotometria, basandose en una reaccién
colorimétrica de oxido-reduccion; el agente oxidante fue el reactivo de Folin-Ciocalteu.
Se mezclaron 10 pL de extractos a una concentracién de 1 mg/mL con 80 uL de agua
destilada, 40 pL de reactivo Folin-Ciocalteu 0.25 N, 60 pL de carbonato de sodio (5 %
en agua destilada) y 80 L de agua destilada. Las mezclas se incubaron a TA durante
1 h, luego se leyo la absorbancia de las muestras a 750 nm en un espectrofotometro
para microplacas Thermo Scientific™ Multiskan™ GO vy los resultados se expresaron

como miligramos equivalentes de acido galico (mg EAG/g extracto) (Lépez et al., 2018).

3.7.2. Contenido de Flavonoides Totales

El contenido de flavonoides totales se determiné mediante el método colorimétrico de
cloruro de aluminio. Se mezclaron 28 UL de extracto con 120 pL de agua destilada y 9
puL de nitrito de sodio (5, p/v) en las placas de 96 pocillos. Después de 5 min, se
afiadieron 9 pl de solucién de cloruro de aluminio (10, p/v) y la mezcla se dej6 reposar
durante 5 min. Finalmente, se afladieron 120 pL de hidréxido de sodio (0.5 M) y se incubd
durante 30 min a TA protegido de la luz. La absorbancia de las muestras se ley6 a 510
nm en un espectrofotdmetro para microplacas Thermo Scientific™ Multiskan™ GO y los
resultados se expresaron como miligramos equivalentes de Quercetina (mg EQ/g
extracto) (Mercado et al., 2015).

3.8.Analisis Estadisticos

Los datos se presentan como media + desviacion estandar (SD). Todos los andlisis se
llevaron a cabo por triplicado. El andlisis estadistico se realizO mediante el andlisis
unidireccional de la varianza (ANDEVA), seguido de la prueba HSD de Tukey con
0=0.05. Se utiliz6 el software estadistico JIMP® Pro 14.0.0.
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.0btencion de los extractos etandlicos

Los extractos etandlicos de los basidiomas de G. subincrustatum, G. weberianum, G.
lucidum y G oerstedii, se obtuvieron por la técnica de maceracion con algunas
modificaciones; generando rendimientos de extraccion y cantidad de extracto en
promedio de 5.33 % y 0.54 g, a partir de 10 g de muestra pulverizada, rendimiento
superior a los obtenidos (Obiol, 2016) de 4.5 % con basidiomas de G. lucidum. A partir
de dichos extractos se prepararon los stocks para evaluar las diferentes actividades

biolégicas.

En anexo A se muestran los 8 tratamientos de extraccion con las relaciones masa-
solvente y tiempos establecidos en el disefio estadistico y los porcentajes de extraccion
obtenido para cada uno de ellos. Los resultados del ANDEVA se muestran en la Tabla
3; se observar que el modelo completo de segundo orden es significativo (p< 0.05), por
lo que se rechaza la hipétesis nula Ec. (2). La R?= 0.97 es altamente significativa; la R?
ajustada= 0.96 nos indica que el modelo explica el 96 % de lo ocurrido

experimentalmente, lo que indica un ajuste adecuado.

Hy=B1=B,=Pp11=P22=Pp12=0 2

1
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Tabla 3. Resultados de ajuste y andlisis de varianza del disefio en estudio.

Resumen del ajuste

R? 0.9748
R? ajustado 0.9657
Raiz del error 0.1472
cuadrético medio

Media de respuesta 6.5850
Observaciones (o 16

suma de pesos)
Andlisis de varianza

Fuente Grados de Suma de Media de los Razén F
libertad cuadrados cuadrados
Modelo 4 9.2494 2.3123 106.5908
Error 11 0.2386 0.0216 Prob > F
C. Total 15 9.4880 <.0001
Falta de ajuste
Fuente Grados de Suma de Media de los Razén F
libertad cuadrados cuadrados
Falta de ajuste 3 0.1502 0.0500 45293
Error puro 8 0.0884 0.0110 Prob > F
Error total 11 0.2386 0.0389
R cuadrado
maximo
0.9907

Tabla 4. Parametros estimados de las extracciones etandlicas

Estimacion de parametros

Término Estimacion Error estandar Razont  Prob > |t
Constante del modelo 6.9924 0.0695 100.53 <.0001
X1 (masa-solvente) 0.4630 0.0375 12.33 <.0001
X2 (tiempo) 0.7336 0.0467 15.69 <.0001
X1*X2 0.0659 0.0467 141 0.1861
X2*X2 -0.4542 0.0910 -4.99 0.0004

En la Tabla 4 se presentan los parametros del modelo de segundo orden, estimado para

los datos de porcentaje de extraccion Ec. (3):

Y = 6.99 + 0.46x, + 0.73x, — 0.45x2 + 0.066%, X, @3)

Alexander Bacallao Escudero
POSGRADO EN CIENCIAS DE LA INGENIERIA: INGENIERIA QUIMICA. 2021 29



CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 5 se observa que el tiempo y la relacibn masa-solvente es significativo
(p<0.0001) y la multiplicaciébn de estos factores no lo es (p=0.1881). Otro efecto

significativo en el porcentaje de extraccion es el termino cuadratico del tiempo con un

(p=0.0004).
Tabla 5. Andlisis de los efectos para las extracciones.
Pruebas de efectos
Fuente N parametros Grados de libertad Suma de cuadrados RazénF Prob > F
X1 (masa/solvente) 1 1 3.3001 152.1255 <.0001
X2 (tiempo) 1 1 5.3400 246.1553 <.0001
X1*X2 1 1 0.0431 1.9892 0.1861
X2*X2 1 1 0.5404 24.9144 0.0004

En la Figura 6 se muestran las gréficas de contornos con diferentes valores de los
factores X1y X2. Al utilizar la opcién maximizar deseabilidad, se obtiene un maximo de

la variable respuesta en (X1=1) y (X2=20) con un porciento de extraccion de 7.80.

X actual Horiz. Vert. Factor X actual
0 0 X1 1

¢« x

Contorno | Y actual [Limite inf. Limite sup. Respuesta Contorno | Yactual Limite inf. Limite sup.
1) 7.1474636 | 71474636 =i Ml 7.8073499 §7.8073499

N

R e e g Sy

Figura 6. Graficos de contorno en parametros de X1 y X2 decodificados en relacion masa/solvente y
tiempo: a) 1/40y 13 dias; b) 1/40 y 15 dias; c) 1/50 y 20 dias.

Analizando los resultados de la variable respuesta en los tres casos expuestos en la
Figura 6, no se registro diferencia significativa respecto a los tres valores de porcentaje
de extraccion: a) 6.99; b) 7.15 y c) 7.80. Las condiciones de relacion masa/solvente y
tiempo en las que se obtiene el maximo de porcentaje de extraccion no son las 6ptimas.

Con este estudio se registrd la influencia que tienen las variables tiempo y relacién
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masa/solvente sobre el rendimiento de extraccion, en cuanto a la relacion masa/solvente

el autor (Voigt, 1982) plante6 “Cuanto mayor sea la relacién entre el liquido extractivo y

la droga, tanto mas favorable sera el rendimiento”.

En cuanto al tiempo de extraccion distintos autores prescriben que oscilan entre 4y 10
dias donde se alcanza el maximo de extraccion, esto se puede apreciar en la Figura 7;
la variable X2 (tiempo) no presenta un comportamiento lineal como la variable X2
(masa/solvente). Es una curva que tiende a una meseta de estabilizacion en determinado
tiempo donde se alcanza el m&ximo, como se observa a partir de ese punto la variable
respuesta no varia, lo que indica una saturacion del solvente. Segun la relacién

masa/solvente sera el tiempo en que ocurra esta saturacion.

=)

5.5

(=N

21

20

Figura 7. Perfil de interacciones de las variables en estudio: masa/solvente (X1), tiempo (X2) y

porciento de extraccion (Y).
Con el andlisis de los resultados antes expuestos se propone mejorar los porcentajes de
extraccion del método de maceracion; la solucion del caso b) en la Figura 6: relacion

masa/solvente de (1/40) y tiempo de extraccion 15 dias. (Gao et al., 2011) realizaron un
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estudio y optimizaron el proceso de extraccion de triterpenos de Ganoderma, reportando

resultados similares en la relacién masa/solvente, siendo optimo 1/35 m/v.

Para optimizar el proceso de maceracién utilizado en este proyecto es necesario plantear
otro disefio de experimentos, considerando el tamafio de particula, mientras mas
pequefa, aumenta el area de contacto y disminuye el tiempo de extraccién; otra variable
la agitacion, la cual otorga una mayor eficiencia en la extraccion debido a que disminuye
la resistencia a la difusion, eliminando la pelicula de fluido que cubre la superficie del

sélido en reposo.

4.2.Actividad antiproliferativa

La actividad antiproliferativa de los extractos etandlicos de basidiomas de las especies
de Ganoderma: G. oerstedii, G. weberianum, G. subincrustatum y G. lucidum se evalué
por el ensayo estandarizado MTT, sobre las lineas celulares MDA (epitelio humano de
cancer de mama), A549 (carcinoma de pulmoén humano), HelLa (carcinoma de cuello
uterino humano) y ARPE-19 (epitelio pigmentado de retina). Los valores de ICso se

calcularon mediante regresion lineal con el paquete estadistico de Microsoft Excel.

Los resultados mostrados en la Figura 7 y Tabla 6 revelan que los extractos etanélicos
de las especies de Ganoderma tienen actividad antiproliferativa sobre las lineas
celulares evaluadas. El extracto de G. subincrustatum presentd menor actividad con un
IC50>100 pg/mL contra todas las lineas celulares; los extractos de G. weberianum, G.
oerstedii y G. lucidum mostraron similar actividad inhibidora contra las lineas celulares
de cancer MDA, A549 y Hela, con valores de ICso < 100 pg/mL. La linea celular de
control Arpe-19 fue afectada por los extractos, por lo que la actividad antiproliferativa no

indico selectividad sobre las lineas celulares cancerosas.

1
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Figura 8. Diagramas de los ICso de los extractos etandlicos de Ganoderma: a) linea celular MDA, b)
A549, c) Hela y d) Arpe-19. Tratamiento no indicados con la misma letra son
significativamtente distintos.

Tabla 6. ICs (ug/mL) de los extractos etandlicos de las especies de Ganoderma en las
diferentes lineas celulares estudiadas.

Extracto etanélicos ICso + DE
MDA? A5492 HELA? ARPE-192
G. subincrustatum 114.09+45 104.43+6.5 106.03+4.7 106.20%2.7
G. weberianum 82.33+5.8 84.98 + 3.6 92.27 + 3.5 95.41+7.5
G. oerstedii 83.81+5.7 86.33+4.6 97.15+7.3 102.01+6.6
G. lucidum 85.68 + 6.5 76.48 + 7.4 82.09+2.9 84.84 + 6.7

Autores como (Lopez, 2016) reportan un ICs<25 pg/mL para extracto etandlicos de G.
subincrustatum sobre lineas celulares HelLa y A549; asi como valores de 57.7 y 42.8
png/mL respectivamente,con extractos de G. weberianum. (Liu et al., 2009) determinaron
un ICso de 71.6 pg/mL para extractos etandlicos de G. lucidum sobre la linea celular MDA
y (Cilerdzié et al., 2014) registraron para extractos etandlicos de una cepa comercial de
G. lucidum ICso de 54,81 y 92,98 ug/mL sobre las lineas celulares Hela y A549

respectivamente. La actividad antiproliferativa en especies de Ganoderma es atribuida
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principalmente a triterpenoides del tipo lanostano presentes en cuerpos fructiferos
(Trigos y Suéarez, 2011b; Lo6pez, 2016); sin embargo, la disponibilidad de estos
compuestos bioactivos depende de cada especie y el medio en que se cultive (Lopez,
2016). La actividad de los triterpenoides se relaciona con su estructura y como ocurre
con todo extracto, es dificil reconocer el principal elemento biolégicamente activo,

responsable de los efectos farmacoldgicos observados (Tang et al., 2006).

Durante el monitoreo de los ensayos por medio de microscopio 6ptico, se observé que
a las 24 h los extractos en concentraciones de 200 pg/mL, inducen la formacién de
vesiculas Figura 9, cambios morfolégicos observados en todas las lineas celulares de
una manera dependiente de la dosis y del extracto anexo B; a las 48 h se observan gran
cantidad de detrito celular (restos de células muertas), células con caracteristicas
morfoldgicas tipicas de apoptosis, la formacién de ampollas en la membrana y células

en estado de suspension.

Figura 9. Morfologia linea celular Hela, 24 h de aplicado el tratamiento: a) Control; b) Extracto G.
weberianum (200 pug/mL), Aumento (20X); c) Extracto G. weberianum (200 pg/mL),
Aumento (40X).
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Los extractos etandlicos de especies de Ganoderma inhibieron la proliferacién celular y
los cambios morfolégicos observados indican que inducen tanto la apoptosis como la
muerte celular autofagica. Los acidos ganodéricos son unos de los triterpenodes mas
activos presente en las especies de Ganoderma, su contenido es mayor en cepas
silvestres que en comerciales (Ramirez, Guevara y Rodriguez, 2020). Estudios han
documentado que el acido ganodérico D puede inhibir la proliferacion celular a través de
la via mTOR en carcinoma de células escamosas de eséfago (ESCC) e inducir apoptosis
sinérgica y muerte celular autofagica al interrumpir el flujo autofagico (Shao et al., 2020).
Otras investigaciones reportan que el &cido ganodérico DM activa la apoptosis
autofagica en lineas celulares de cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC)
humano A549 y NCI-H460, actuando por el mismo mecanismo molecular (Xia et al.,
2020). La interaccion entre la apoptosis y la autofagia se ha estudiado y se han
identificado varios reguladores comunes. Las proteinas relacionadas con la apoptosis
como las proteinas de la familia Bcl-2, las proteinas de la familia p53 y caspasa, y las
proteinas relacionadas con la autofagia como ATG3/5/7 y mTOR pueden tener funciones
mutuas tanto en la apoptosis como en la autofagia (Melkonyan et al., 1997; Klionsky
et al., 2003; Liang et al., 2019).

4.3.Evaluacion de la produccién de ON

Se evalud la sensibilidad de las células RAW 264.7 a los extractos etandlicos de G.
subincrustatum, G. weberianum G. oerstedii y G. lucidum mediante el método MTT
después de incubar las células durante 24 h con diversas concentraciones de los
extractos (200-12.5 ug / mL) en presencia o ausencia de LPS, la viabilidad celular se
afect6 hasta un 20 % en la concentracion de 50 pg/mL. Por tanto, se utilizaron las
concentraciones (25, 12.5, 6.2 y 3.1 ug/mL) para evaluar el efecto de los extractos
etandlicos en la produccion de ON como se observa en la Figura 10; el rango de

concentraciones no afecta la viabilidad celular manteniéndose superior al 90 %.

El ON es un mediador fisiologico clave de muchos procesos, que juega un papel crucial
en el proceso inflamatorio (Coleman, 2001; Guzik, Korbut y Adamek, 2003), y su

sobreproduccién induce inflamacion y se convierte en la patogenia de la inflamacién
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tanto aguda como cronica (Shanley et al., 2002; Nagy et al., 2007). Los efectos de los
extractos de Ganoderma sobre la produccién de ON se evaluaron utilizando el reactivo
de Griess. Como resultado Figura 11, la estimulacién con LPS mejoré la liberacion de
ON en las células RAW 264.7 en comparacién con las células no estimuladas; sin
embargo, el tratamiento con los extractos de Ganoderma inhibié significativamente la
liberacion de ON en células estimulada por LPS de una manera dependiente de la dosis.
El mayor efecto se observé en la concentracion mas alta (25 ug/mL), donde la produccion
de ON se disminuyé en un 60 % con los tratamientos de extractos G. subincrustatum, G.
oerstedii y G. lucidum. Como se observa en la Tabla 7 no hay diferencia significativa en
cuanto al ICso. Por otro lado, una concentracion igual de los extractos de G. weberianum

redujo la produccion de ON en un 47 %.

Tabla 7. ICso (ug/mL) de los extractos etandlicos de las especies de Ganoderma sobre
la produccion de 6xido nitrico en células RAW 264.7.

Extracto etanélicos ICs0 = SD
G. subincrustatum 542 +2.3°
G. weberianum 22.67 +4.62
G. oerstedii 7.11+2.9°
G. lucidum 7.81+3.8°

Tratamientos no indicados con la misma letra son
significativamente distintos

El ON es sintetizado a partir de la L-arginina por el 6xido nitrico sintasa (NOS), el nivel
de expresion de la isoforma inducible de esta enzima (iINOS) permite que las células
liberen grandes cantidades de ON, por lo que la reduccién del nivel de ON mediante la
regulacién de la expresion génica de iINOS se considera una estrategia prometedora
para la terapia de la inflamacién (Bogdan, 2001; Figueroa et al., 2008). Estudios
recientes (Xu etal., 2021) reportaron que los esteroles de G. lucidum inhiben la
sobreproduccibn ON en células RAW 264.7 estimulada por LPS, incluida la
sobreexpresion de genes inflamatorios como iINOS. Ademas, indicaron que la actividad
antiinflamatoria estaba mediada por las rutas de sefializacién de p38 MAPK y NF-kB. Un
estudio anterior (Hasnat et al., 2015) habia demostrado que extractos acuoso de G.
lucidum cultivado en arroz integral suprimia la produccion de ON en macréfagos

estimulados por LPS y disminuy6 la expresion de TNF-a e iNOS; también inhibié la
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activacion de p38, ERK, JNK, MAPK y el factor nuclear kappa-B (NF-kB). Estos
resultados sugieren que las moléculas bioactivas como esteroles, polisacéaridos y
triterpenos presentes en especies de Ganoderma pueden ejercer un efecto

antiinflamatorio sinérgico a través de diferentes mecanismos.
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Figura 10. Efecto citotdxico de los extractos etandlicos de Ganoderma sobre la linea Celular RAW
264.7
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Figura 11. Efecto de los extractos etandlicos de Ganoderma sobre la produccidén de déxido nitrico en la
linea celular RAW 264.7 activadas con LPS.

4.4 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los extractos etandlicos de G. subincrustatum, G.
weberianum, G. oerstedii y G. lucidum se evaluaron por los ensayos DPPH, ABTS y
FRAP. Los resultados se reportan como ICsp (ug/mL) y como equivalentes de Trolox por
gramo de muestra (umol ET/g muestra). Los valores de ICso se obtuvieron por medio de
un modelo farmacodinamico Ec. (1) (Zou et al., 2020), utilizando la funcién nlinfit del
software Matlab R2015b (Anexo C). El modelo se ajusté a los datos experimentales y
describe bien la relacién dosis-respuesta; es decir, existe una relacién directa entre la

concentracion de los extractos y su actividad antioxidante.
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Tabla 8. ICso de los extractos etandlicos de las especies de Ganoderma de los ensayos

DPPHy ABTS
ICso0 (Mg/mL) + DE
DPPH ABTS

Trolox 4.05+0.6 3.61+04

Quercetina 1.85+0.4 1.41+0.2

G. subincrustatum 157.91 + 8.0 50.28 £ 0.7

G. weberianum 87.37+7.6° 4321 +1.7°

G. oerstedii 88.78 + 9.6° 30.99 + 1.4¢

G. lucidum 69.39 + 8.7¢ 30.25 £ 2.7¢

Tratamientos no indicados con la misma letra son significativamente

distintos

2009 A a) B G. subincrustatum 07 A b) El Trolox
— 1504 =3 G. weberianum . B = Quercetina
TE' G. oerstediii _EI 40+ = G. subincrustatum
2 ,ol@BB = G. lucidum g ¢ ¢ =3 G. weberianum
§ ¢ =3 Trolox a 20 = G. oerstedii
e 50 =3 Quercetina e = G. lucidum
0- 0-

Figura 12. Graficos de barra de los ICso de los extractos etandlicos de las especies de Ganoderma: a)
DPPH y b) ABTS. Tratamientos no conectados por la misma letra son significativamente
distintos.

En la Tabla 8 y Figura 12 se muestran los resultados de 1Cso calculados por el modelo
ajustado a los datos obtenidos por los ensayos DPPH y ABTS. Los valores de ICso
encontrados en la literatura para el Trolox y la Quercetina, obtenido en métodos DPPH
y ABTS son variables, debido a que dependen de las condiciones de trabajo. (Kicel y
Wolbis, 2013) reportan valores 4.1 y 1.9 para el Trolox y Quercetina en ensayo DPPH,;
mientras que (Galvez et al., 2021), 2.48 y 2.99 pg/mL para el Trolox en DPPH Y ABTS
respetivamente. Los resultados para los estandares de control obtenidos en este trabajo
se encuentran dentro del rango reportado en la literatura, por lo que podemos plantear

que la metodologia utilizada es adecuada y los resultados confiables.
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Teniendo en cuenta que un bajo ICso, esta directamente relacionado con una alta
actividad antioxidante (Zhu etal., 2011), varios autores han reportado criterios de
seleccion para los extractos vegetales con base al ICso, considerando de alto potencial
antioxidante aquellos con valores <30 pug/mL, con moderado potencial en un rango entre
30-100 pg/mL y de bajo potencial antioxidante aquellos con un ICso por encima de 100
pg/mL (Ramos etal., 2003). Segun estos criterios, los extractos etanodlicos de
Ganoderma presentaron moderado potencial antioxidante, excepto el extracto de G.
subincrustatum con un 1Cs>100 pg/mL por el método DPPH. Los extractos de G.
weberianum y G. oerstedii no mostraron diferencias significativas; G. lucidum present6
la mayor inhibicion de radicales DPPH. Por el método de ABTS, los extractos de G.
oerstedii y G. lucidum mostraron similar actividad con 1Cso= 30 pg/mL.

Los ICso obtenidos en la evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos
etandlicos fueron significativos, principalmente para valores determinados a través del
método de ABTS en donde todos los resultados son menores comparados con DPPH.
Este comportamiento sugiere que en el extracto se encuentran presentes compuestos
antioxidantes tanto de naturaleza hidrofilica como lipofilica que pueden estabilizar el
radical catiénico (Tovar del Rio, 2013). Estos datos son consistentes con los reportados
por (Pérez et al., 2016) para extractos etandlicos de Ganoderma sp, con valores de
ICs0= 85,63 pg/mL y 62,28 ug/mL mediante los métodos DPPH y ABTS respectivamente.
Los polisacéaridos de extractos de G. applanatum y G. lucidum tuvieron un ICs50<100
pug/mL (Kozarski et al., 2012).

Las diferencias entre los dos ensayos de captura de radicales libres se debe a que las
condiciones de reaccion y cinética son disimiles. El radical libre DPPH es estable en su
formacion por facil disolucién en metanol. En contraste, el radical cation ABTS se crea
por reaccion entre el ABTS con el oxidante, persulfato de potasio, lo cual lo hace menos

estable y mas transitorio (Alam, Bristi y Rafiquzzaman, 2013).

Para expresar los resultados como capacidad antioxidante equivalentes de Trolox se
utilizaron las curvas del estandar Trolox en los ensayos DPPH, ABTS y FRAP,
utilizandose el rango de concentracion donde la curva presentaba comportamiento lineal,

como se muestra en la Figura 13 con un buen ajuste con (R? = 0.999).

Alexander Bacallao Escudero
POSGRADO EN CIENCIAS DE LA INGENIERIA: INGENIERIA QUIMICA. 2021 40



CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION
|

80.00
7000 1
60.00

50.00
40.00 -}y =10.863x+1.2151
R?=0.9994

30.00
20.00 " A
10.00 o D

0.00
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0

C (ug/mlL)

% Inhibicion

80.00
70.00 e

60.00 e
y=11.823x+1.6957 .-

50.00 R?=0.9996 :
40.00 .
00 . b)
20.00 .

10.00 ¢

0.00
0 1 2 3 4 5 6 7

C (ng/mL)

ot
ot

% Inhibicion

0.9
0.8
0.7

0.6 1 y=4.7321x + 0.0042 )
R?=0.9991 .

ABS
o
n

0.4
0.3
0.2
0.1
0 &
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25

C (mg/mL)

Figura 13. Curvas del estandar Trolox: a) DPPH, b) ABTS y c) FRAP.
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Tabla 9. Capacidad antioxidante expresada en equivalentes de Trolox

pmol ET/g muestra £ DE

DPPH ABTS FRAP
G. subincrustatum 119.76 £ 6.7 236.52 + 6.5° 165.02 + 4.3°
G. weberianum 206.38 + 8.5° 270.35+9.1° 196.35+ 3.7°
G. oerstedii 188.56 + 3.1° 303.69+1.52 196.92 +5.4°
G. lucidum 21454 +5.2°> 305.79+1.32 271.11+5.22

Tratamientos no indicados con la misma letra son significativamente distintos
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Figura 14. Capacidad antioxidante expresada en equivalentes de Trolox: a) Ensayo DPPH, b) Ensayo
ABTS y C) Ensayo FRAP. Tratamientos no indicados con la misma letra son
significativamente distintos

En la Tabla 9 y Figura 14 se muestran la actividad antioxidante de los extractos de
etandlicos de Ganoderma, obtenidos mediante los ensayos de DPPH, ABTS y FRAP
expresada en equivalentes de Trolox a una concentracién de 100 pg/mL para DPPH y

ABTS; 2 mg/mL de extracto para el ensayo de FRAP.

Para el ensayo DPPH se puede observar que los extractos etandlicos mas destacados
por sus concentraciones altas de equivalentes Trolox son G. oerstedii, G. weberianum y
G. lucidum con similar actividad (P>0.05), con valores de 188.56, 206.38 y 214.54 umol
ET/g de extracto, respectivamente. En el ensayo ABTS, los extractos etandlicos que
presentaron las concentraciones mas relevantes en equivalentes trolox al igual que para
el ensayo DPPH fueron G. oerstedii y G. lucidum con valores de 303.6 y 305.7 umol ET/g
de extracto. En el ensayo FRAP, el extracto etandlico de G. lucidum mostro la

concentracion mas destacada en equivalentes Trolox con valor de 271.1 pumol ET/g de
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extracto; mientras que los extractos de G. oerstedii y G. weberianum con actividad
similar. El extracto de G. subincrustatum indicé la menor actividad en todos los ensayos.
Resultados similares reporto (Pérez et al., 2016) para extractos etandélicos de basidiomas
de Ganodema sp, expresada en equivalentes de Trolox con valor de 229,65 umol ET/g

de extracto, obtenido por los métodos DPPH y ABTS.

Se encontré una alta correlacién entre los ensayos (DPPH, ABTS y FRAP), tal como se
observé en otras investigaciones (Heleno et al., 2012), con un coeficiente de correlacién
()>0.7 (Figura 15), lo cual muestra que los extractos etandlicos de Ganoderma
evaluados tienen actividades comparables por los métodos utilizado y por tanto,
reproducibles.
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Figura 15. Correlacion entre los equivalentes Trolox de los extractos etandlicos de Ganoderma para
los ensayos DPPH, ABTS y FRAP.

4. 5.Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana de los extractos etandlicos de G. subincrustatum, G.
weberianum, G. oerstedii y G. lucidum, se determind mediante la técnica de Microdilucion
en caldo, utilizando placas de 96 pocillos. Se presentaron dificultades de solubilidad de
los extractos en el caldo Mueller Hinton, formando un precipitado en el fondo del pozo,
imposibilitando la lectura en el espectrofotdbmetro para microplacas Thermo Scientific™
Multiskan™ GO. Como alternativa se sembraron cada una de las diluciones en placas
de agar y se determin6 el nimero de UFC (Unidades formadoras de colonias/ml), con el

cual se definid el MICso. Como se muestra en la Tabla 10 ninguno de los extractos
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etanodlicos de Ganoderma presento resultados positivos frente a la bacteria Escherichia
coli a ninguna de las concentraciones evaluadas, mientras que sobre Staphylococcus
aureus se observé una actividad antibacteriana débil con un MICs> 10 mg/mL.

Tabla 10. MICs de los extractos etandlicos de Ganoderma sobre Staphylococcus
aureus y Escherichia coli (NA: No activo)

Extracto MICso (Mmg/mL)
Staphylococcus aureus Escherichia coli
G. subincrustatum >10 NA
G. weberianum >10 NA
G. oerstedii >10 NA
G. lucidum >10 NA

Como se observa en la Figura 16a, los extractos etandlicos redujeron la viabilidad de
Staphylococcus aureus con el aumento de la concentracidon. Los extractos de G.
weberianum, G. oerstedii y G. lucidum mostraron similar actividad con un 30% de

inhibicién (P>0.05) (Figura 16b), destacandose el extracto de G. subincrustatum con un
49 %.

15
G. subincrustatum b)

a) . mm C/DMSO
-# G. weberianum = G. subincrustatum
TEI 10 -+ G, oerstedii TEI 10 = G. weberianum
Q - G. lucidum d A A A =3 G. oerstedii
=] = .
o o B =3 G. lucidum
S 37 5 5
o+——"T—T—T—7T T T T 0-
0 5 10 15 10 mg/mL Extracto
C (mg/mL)

Figura 16. Evaluacidn de la actividad antibacteriana de los extractos etandlicos de Ganoderma ante
Staphylococcus aureus: a) Efecto de los extractos sobre la viabilidad, b) Diagrama de barra
de los extractos en la concentracion mas alta evaluada.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en otras investigaciones, donde los
extractos de especies de Ganoderma no presentaron actividad sobre Escherichia coli y
si una débil actividad sobre Staphylococcus aureus (Guzman et al., 2013; Zengin et al.,

2015; Solérzano, 2017). Otros estudios reportan actividad antibacteriana de extractos
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G. lucidum sobre bacterias Gram (+) y (-) como Staphylococcus aureus y Escherichia
coli, con valores de MIC de 2.7 y 2.0 mg/mL respectivamente (Cilerdzi¢ et al., 2014). Del
mismo modo (Li et al., 2012), informaron que el extracto de G. atrum reveld actividad
antibacteriana contra las bacterias analizadas y los valores de MIC se encontraban 3.1
a 25 mg/mL. (Kosani¢ y Rankovi¢, 2011) demostraron que las bacterias Gram (+) son
mas susceptibles a varios extractos de hongos que las bacterias Gram (-), debido a la
ausencia de lipoproteinas en la pared celular. (Turkoglu et al., 2007) reportaron que los
fenoles presentes en los extractos de hongos son los principales portadores de actividad

antibacteriana.

4.6.Compuestos Fendlicos

La determinacion de los fenoles y flavonoides totales presentes en los extractos
etanodlicos de G. subincrustatum, G. weberianum, G. oerstedii y G. lucidum se realizaron
por el método de Folin-Ciocalteau y método colorimétrico de cloruro de aluminio. Los
resultados se reportan como equivalentes de &cido galico (mg EAG/g extracto) y
equivalentes de quercetina (mg EQ/g extracto) para una concentracion de 1 mg/mL
respectivamente. Se realizé las curvas de los estandares de acido galico para los fenoles

y de guercetina para los flavonoides (Figura 17).

0.2 0.25 03 035 04 045 'C 02 04 06 08 1 12
C(mg/mL) C (mg/mly
a) b)

01 015

Figura 17. Curva de los estdndares: a) 4cido galico para fenoles totales R?=0.98, b) quercetina para
flavonoides totales R?=0.99.
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En la Tabla 11 se presenta el contenido de fenoles y flavonoides totales de los extractos

etanolicos de Ganoderma.

Tabla 11. Contenidos totales de fenoles y flavonoides en los extractos etandlicos de

Ganoderma.
Extracto Fenoles Totales Flavonoides Totales
mg EAG/g extracto mg EQ/g extracto
G. subincrustatum  38.61 + 2.4° 0.56 + 0.01°
G. weberianum 45.8 + 2.6° 0.61 + 0.02°
G. oerstedii 44.16 + 6.2° 0.59 + 0.005°
G. lucidum 56.19 + 2.8 0.93+0.012

Tratamientos no indicados con la misma letra son significativamente distintos

El contenido de fenoles totales para los extractos etandlicos de Ganoderma varia entre
38.6 + 2.4 y 56.1 £ 2.8 mg EAG/g extracto. Se observa que el extracto etandlico de G.
lucidum presento el mayor contenido de fenoles totales y en los demas extractos sin
diferencias significativa (Figura 18a). Estos resultados son consistentes con los
reportados por diferentes autores como (Heleno et al., 2012) para extractos fendélicos y
polisacaridicos de cuerpos fructiferos de G. lucidum, donde el contenido de fenoles
totales se encontraba de 28.6-55.5 mg EAG/g extracto; para extractos de etandlicos
crudo 60.7 mg EAG/g extracto (Roseta et al., 2017) y para extracto etandlico de G. curtisii
con 49.1 mg EAG/g extracto (lvone, 2015). Otro estudio realizado por (Obodai et al.,
2017) con 12 cepas silvestres de Ganoderma sp. reportaron un contenido de fenoles
totales entre 24.3-101 mg EAG/g extracto.

Los flavonoides son el grupo de compuestos fendlicos que se asumia su acumulacién
sélo en las plantas, pero no en hongos (Ferreira, Barros y Abreu, 2009); sin embargo,
los estudios actuales registran una buena cantidad de flavonoides en diferentes especies
del reino fungi (Barros et al., 2008; Loganathan et al., 2009). El contenido de flavonoides
totales en las cuatro especies de Ganoderma oscilé entre 0.56 + 0.01 y 0.93 + 0.01 mg
EQ/g extracto. El extracto etandlico de G. lucidum presento el mayor contenido de
flavonoides totales, mientras que los extractos de G. weberianum y G. oerstedii no
mostraron diferencia significativa (Figura 18b). Estos resultados se encuentran dentro

del rango 0.29-0.84 mg EQ/g extracto reportado en la literatura para especies de
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Ganoderma como G. lucidum, G. tsugae, G. applanatum y G. carnosum estudiadas por
(Cilerdzic, Stajic y Vukojevic, 2015; Rajoriya, Tripathy y Gupta, 2015).
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Figura 18. Diagrama de barra de los compuestos fendlicos totales presentes en los extractos
etandlicos de Ganoderma: a) Fenoles totales, b) Flavonoides totales.

Se hall6 una correlacion significativa (mayor a 0.5) entre la actividad antioxidante
obtenidos por DPPH, ABTS y FRAP con el contenido de fenoles y flavonoides totales de
los extractos etandlicos de Ganoderma como se muestra en la Tabla 12 y Anexo D. La
correlacion obtenida entre fenoles totales y actividad antioxidante por los método DPPH
y ABTS es superior a la de flavonoides, observacién también reportada por (Cilerdzi¢
et al., 2014).

Tabla 12. Correlacién entre compuestos fendlicos y actividad antioxidante

coeficiente de correlacion (r)

DPPH ABTS FRAP
Fenoles Totales 0.6489* 0.6436* 0.8779*
Flavonoides Totales 0.5712 0.5821* 0.9679*
r*- valores son estadisticamente significativos (p<0.05)
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Figura 19. Correlacion entre fenoles y flavonoides totales.

Numerosos reportes han mostrado una cercana relacion entre los compuestos fenélicos
de especies de Ganoderma y la actividad antioxidante (Cilerdzic, Stajic y Vukojevic,
2015; RasSeta et al., 2020). Al comparar los coeficientes de correlacion es posible sugerir
gue los grupos fendlicos y flavonoides son responsables de la actividad antioxidante de
los extractos etandlicos de Ganoderma; sin embargo, no se puede considerar que la
actividad antioxidante se deba solo a su presencia, puesto que en la composiciéon
quimica de los extractos existen otros metabolitos secundarios que debido a su
estructura contribuyan a su eficacia antioxidante (Amzad y Dawood, 2015). Por otro lado,
el coeficiente de correlacién entre el contenido de fenoles totales y el contenido de
flavonoides totales es significativo r= 0.8529 (Figura 19), lo cual indica que los
flavonoides son uno de los principales compuestos fendlicos de los extractos de

Ganoderma.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.Conclusiones

a) El rendimiento de los extractos etandlicos de Ganoderma: G.
subincrustatum, G. weberianum, G. oerstedii y G. lucidum tuvo un
promedio de 5.33 %. Se propone la relacion masa (1 g) / solvente (40 mL)
y tiempo de 15 dias para aumentar el rendimiento de extraccién de
compuestos bioactivos.

b) Los extractos etandlicos de Ganoderma mostraron actividad
antiproliferativa sobre las lineas celulares evaluadas, los cambios
morfoldgicos indican la induccibn de apoptosis y muerte celular
autofagica.

c) Los extractos etandlicos de Ganoderma mostraron capacidad para
suprimir la produccion de ON. Se sugiere que las moléculas bioactivas
como esteroles, polisacaridos y triterpenos presentes en Ganoderma
pueden ejercer un efecto antiinflamatorio sinérgico a través de diferentes
mecanismos.

d) Los extractos etandlicos de las especies estudiadas de Ganoderma
mostraron moderada actividad antioxidante. Se observoé la existencia de
una correlacién significativa entre fenoles y flavonoides totales y la
actividad antioxidante.

e) Los extractos etandlicos de Ganoderma no mostraron actividad
antibacteriana frente a Escherichia coli, mientras que frente a

Staphylococcus aureus fue débil.
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5.2.Recomendaciones

Optimizar el proceso de maceracion descrito en la metodologia, planteando un disefio
central compuesto agregando otras variables de interés y al menos un par de puntos
centrales, que permiten estimar la curvatura y encontrar las condiciones que optimizan

la variable respuesta (rendimiento de extraccion).

Evaluar estos extractos sobre otras lineas celulares, principalmente sobre lineas no

cancerosas humanas para conocer la selectividad real de los extractos.

Los mecanismos de los extractos de especies de Ganoderma para inhibir la produccién
de ON permanecen inciertos. Es necesario la realizaciéon de estudios donde se determine

la cuantificacién de las proteinas diana posibles.

Realizar fraccionamiento de los extractos y evaluar nuevamente las actividades
biolégicas, caracterizar quimicamente las moléculas con actividad y estudiar sus

posibles mecanismos.
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ANEXOS

ANEXOS

Anexo A: Resultados de las mediciones del disefio 4x2 de extraccion etandlica.

Tiempo
(dias)

14

21

Relacién
(g/mL)

(1/30)
(1/50)
(1/30)
(1/50)
(1/30)
(1/50)
(1/30)
(1/50)

muestra (g) Tara Vial + Extracto Extracto seco % Extraccion
(9) (9)

1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 Promedio SD % CV
5.023 5.016 69.904 67.886 70.188 68.158 0.285 0.272 5.664 5.425 5.544 0.169 3.045
5.033 5.042 66.830 68.548 67.141 68.867 0.311 0.319 6.185 6.329 6.257 0.101 1.621
5.092 5.286 68.728 68.540 69.017 68.829 0.290 0.290 5.688 5.479 5.583 0.148 2.642
5.011 5.311 67.994 69.979 68.325 70.320 0.331 0.341 6.599 6.415 6.507 0.130 1.999
5.066 5.087 66.740 67.543 67.080 67.881 0.339 0.338 6.700 6.644 6.672 0.039 0.592
5.134 5.097 68.410 68.275 68.799 68.665 0.389 0.389 7.580 7.635 7.608 0.039 0.511
5.029 5.102 67.666 67.562 68.007 67.903 0.341 0.341 6.781 6.677 6.729 0.074 1.092
5.089 5.073 67.825 67.867 68.219 68.263 0.394 0.396 7.744 7.814 7.779 0.050 0.640
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ANEXOS

Anexo B: Morfologia linea celulares:

Linea celular MDA, 48 h de aplicado el tratamiento con extracto de Ganoderma (100-200 pg/mL), aumento 10X: a)-b): G.
subincrustatum; c)-d): G. weberianum; e)-f): G. oerstedii y g)-h): G. lucidum
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ANEXOS

Linea celular MDA, 48 h de aplicado el tratamiento con extracto de Ganoderma (200 pug/mL), aumento 20X: a) G.
subincrustatum; b) G. weberianum; ¢) G. oerstedii y d) G. lucidum
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ANEXOS

Linea celular A549, 24 h de aplicado el tratamiento con extracto de Ganoderma (100-200 pg/mL), aumento 10X: a)-b): G.
subincrustatum; c)-d): G. weberianum; e)-f): G. oerstedii y g)-h): G. lucidum
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ANEXOS

Linea celular A549, 48 h de aplicado el tratamiento con extracto de Ganoderma (100-200 pg/mL), aumento 10X: a)-b): G.
subincrustatum; c)-d): G. weberianum; e)-f): G. oerstedii y g)-h): G. lucidum
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ANEXOS

Linea celular A549, 24 h de aplicado el tratamiento con extracto de Ganoderma (200 pug/mL), aumento 20X: a) G.
subincrustatum; b) G. weberianum; ¢) G. oerstedii y d) G. lucidum
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ANEXOS

Linea celular A549, 48 h de aplicado el tratamiento con extracto de Ganoderma (200 pug/mL), aumento 20X: a) G.
subincrustatum; b) G. weberianum; ¢) G. oerstedii y d) G. lucidum
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ANEXOS

Linea celular Arpe-19, 24 h de aplicado el tratamiento con extracto de Ganoderma (100-200 pg/mL), aumento 10X: a)-b): G.
subincrustatum; c)-d): G. weberianum; e)-f): G. oerstedii y g)-h): G. lucidum
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ANEXOS

Linea celular Arpe-19, 48 h de aplicado el tratamiento con extracto de Ganoderma (100-200 pg/mL), aumento 10X: a)-b): G.
subincrustatum; c¢)-d): G. weberianum; e)-f): G. oerstedii y g)-h): G. lucidum
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Linea celular Arpe-19, 24 h de aplicado el tratamiento con extracto de Ganoderma (200 pug/mL), aumento 20X: a) G.
subincrustatum; b) G. weberianum; ¢) G. oerstedii y d) G. lucidum
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ANEXOS

Linea celular Arpe-19, 48 h de aplicado el tratamiento con extracto de Ganoderma (200 pug/mL), aumento 20X: a) G.
subincrustatum; b) G. weberianum; ¢) G. oerstedii y d) G. lucidum
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ANEXOS

Linea celular Hela, 24 h de aplicado el tratamiento con extracto de Ganoderma (100-200 pg/mL), aumento 10X: a)-b): G.
subincrustatum; c)-d): G. weberianum; e)-f): G. oerstedii y g)-h): G. lucidum
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ANEXOS

Linea celular Hela, 48 h de aplicado el tratamiento con extracto de Ganoderma (100-200 pg/mL), aumento 10X: a)-b): G.
subincrustatum; c)-d): G. weberianum; e)-f): G. oerstedii y g)-h): G. lucidum
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ANEXOS

Linea celular Hela, 24 h de aplicado el tratamiento con extracto de Ganoderma (200 pg/mL), aumento 20X: a) G.
subincrustatum; b) G. weberianum; ¢) G. oerstedii y d) G. lucidum
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ANEXOS

Linea celular Hela, 48 h de aplicado el tratamiento con extracto de Ganoderma (200 pg/mL), aumento 20X: a) G.
subincrustatum; b) G. weberianum; ¢) G. oerstedii y d) G. lucidum
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ANEXOS

Anexo C: Ajuste del modelo farmacodinamico a los datos
experimentales: a) Ensayo DPPH y b) Ensayo ABTS.
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ANEXOS

Anexo D: Correlacion entre compuestos fendlicos y la actividad antioxidante
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