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Resumen

Los hongos comestibles comprenden numerosas especies que han sido empleadas por
diferentes civilizaciones como alimento y adicionalmente, por sus propiedades
medicinales. Se destaca dentro de su potencial farmacolégico la modulacion del sistema
inmune, y la inhibicidon del crecimiento tumoral y la inflamacién. Estos efectos han sido
atribuidos fundamentalmente a la presencia de polisacaridos con estructura tipo 3-1,3-
1,6-glucanos, obtenidos generalmente mediante tratamiento térmico a elevadas
temperaturas. La contribuciéon de otras biomoléculas -como péptidos y proteinas- a la
actividad inmunomoduladora de productos derivados de los hongos comestibles-
medicinales ha sido poco abordada en las investigaciones del tema. El concepto de que
los péptidos presentes en las proteinas dietéticas, una vez liberados en el tracto digestivo
por las enzimas proteoliticas, pueden ejercer un espectro amplio de funciones bioldgicas
se considera de especial importancia en la actualidad. En el presente trabajo se

fundamenta por vez primera la posible contribucion de péptidos funcionales al efecto
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inmunomodulador de preparaciones derivadas de hongos comestibles-medicinales. Dicha
teoria se confirmd parcialmente a través de la evaluacion de las propiedades
inmunomoduladoras de un extracto del hongo Pleurotus sp. obtenido a bajas
temperaturas (35% de proteinas) en un biomodelo de malnutricién proteico-energética.
En adicion al aporte teorico del trabajo, el mismo podria resultar de interés en la
investigacion de los efectos de suplementos nutricionales y productos biofarmacéuticos
de hongos comestibles-medicinales con novedosas aplicaciones en la inmunonutricion y

la inmunofarmacologia.

Introduccion:
La idea de modular funciones metabdlicas por medio de la alimentacion para obtener un
impacto en la salud, no es un concepto nuevo. Sin embargo, el interés en explotar mas

ampliamente este potencial, y su manejo cientifico tienen un caracter novedoso™ 2.

En este sentido, el cultivo de los hongos comestibles se ha incrementado
significativamente a nivel internacional en las Ultimas décadas. Su popularidad se ha
expandido debido a la facilidad de su cultivo, la posibilidad de emplear diversos sustratos,
el elevado rendimiento y su alto valor nutricional® *. Entre los numerosos géneros
utilizados desde tiempos inmemoriales, los mas conocidos son: Agaricus, Lentinula,
Pleurotus, Flammulina, Grifola, Ganoderma, Trametes, entre otros™ °. Ellos representan
una fuente valiosa de nutrientes y contienen también, diversos compuestos

biolégicamente activos con efectos terapéuticos’ 8.

Los conocimientos actuales sobre el papel de los productos obtenidos de los hongos
comestibles en la profilaxis y tratamiento de diversas enfermedades se encuentran adn
en gran medida a un nivel empirico. Estudios recientes en diferentes especies han
evidenciado su considerable potencial farmacolégico que comprende: la modulacion del
sistema inmune, la inhibicion del crecimiento tumoral y la inflamacion, la actividad
hipoglicemiante y antitrombdtica, la disminucién de las concentraciones de lipidos
séricos, la prevencion de la hipertension arterial y la aterosclerosis, asi como los efectos

antioxidantes, antimicrobianos y antivirales, entre otros® *°.



Los hongos comestibles constituyen una fuente de compuestos “potenciadores de la
defensa del huésped” por su actividad estimuladora del sistema inmune®'?. Diversas
sustancias con efecto inmunoestimulante han sido aisladas del micelio y cuerpos
fructiferos de estos organismos, fundamentalmente polisacaridos con estructura tipo B-
1,3-1,6-glucanos, obtenidos generalmente mediante tratamiento térmico a elevadas
temperaturas'®**. Estos compuestos estimulan diferentes poblaciones celulares como
macréfagos, células NK (Natural Killer), linfocitos e inducen la sintesis de citocinas®®*°.
Sin embargo, la contribucion de otras biomoléculas -como péptidos y proteinas- a dicha

actividad ha sido poco abordada en las investigaciones del tema.

En Cuba, el Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial (CEBI) desarrolla proyectos
relacionados con la evaluacion de las propiedades inmunofarmacolbégicas de
bioproductos de Pleurotus (hongo ostra u oreja), fundamentalmente de extractos

1617 | os resultados obtenidos en la evaluacidon de un extracto acuoso de

acuosos
Pleurotus tratado a altas temperaturas evidenciaron un efecto modulador en la
hemopoyesis en ratones inmunocompetentes’®. Asimismo, ejercié un efecto
inmunopotenciador en ratones Balb/c inmunodeficientes como consecuencia del

tratamiento con ciclofosfamida®® o la exposicién a radiaciones ionizantes®.

Si bien las investigaciones acerca de los efectos fisiologicos de los hongos comestibles-
medicinales se han realizado con extractos acuosos obtenidos por tratamiento térmico,
para aplicaciones inmunonutricionales resulta de gran importancia preservar la integridad
de vitaminas, aminoacidos y proteinas que son biomoléculas termolabiles. Entre los
multiples nutrientes y compuestos de la dieta que poseen accidén inmunoestimuladora
(“inmunonutrientes”) se destacan algunos peéptidos derivados de diferentes proteinas de

la dieta, como la casefna y la soya®" %,

El presente trabajo introduce el enfoque novedoso de la posible contribucion de péptidos
funcionales al efecto inmunomodulador de preparaciones derivadas de hongos
comestibles, teoria que sera confirmada parcialmente a través de la evaluacion de las
propiedades inmunomoduladoras de un extracto de Pleurotus obtenido a bajas

temperaturas (35% de proteinas) en un biomodelo de malnutricion.



Consideraciones generales acerca de los péptidos bioactivos

Los péptidos bioactivos son secuencias de aminoacidos de pequefio tamafo, entre 2 y 15
residuos, inactivas dentro de la proteina intacta. Estas secuencias pueden ser liberadas
durante la digestion de los alimentos o mediante hidrdlisis enzimatica (figura 1),

ejerciendo diversos efectos beneficiosos para la salud (tabla 1)* %,

Aunque se han
encontrado en proteinas animales y vegetales, los de la leche han sido los mas

estudiados?®*.

Un aporte significativo al conocimiento del papel de los péptidos funcionales en la salud
humana, ha sido el hallazgo de péptidos originados a partir de las proteinas alimentarias
y de hidrolizados de naturaleza diversa, los que ejercen un efecto inmunomodulador. Los
hidrolizados proteicos y los péptidos purificados pueden modular las respuestas

inmunoldégicas; sin embargo, la identidad de las células blanco y las funciones especificas

en que estan involucrados son pobremente comprendidas?®® %°.
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Figura 1. Etapas de la hidrélisis enzimatica de una proteina nativa.

Los primeros informes en el tema refieren el aislamiento de fracciones a partir de la soya
y la identificacion de péptidos inmunoestimulantes con las secuencias Ala-Glu-lle-Asn-
Met-Pro-Asp-Tyr, lle-GIn-GIn-Gly-Asn y Ser-Gly-Phe-Ala-Pro?’. Otras direcciones de
trabajo surgieron a partir de la purificacion y caracterizacibn de nuevos péptidos con
propiedades antimicrobianas e inmunoestimulantes, obtenidos como resultado de la

hidrélisis de la caseina con quimosina (“isracidina” y “casecidina”)?®.



Tabla 1. Efectos beneficiosos de los péptidos bioactivos en el organismo.

Accién farmacolégica Efecto beneficioso para el organismo
Inhibicion de la enzima convertidora de la Antihipertensivo, reduccion del riesgo de padecer
angiotensina enfermedades cardiovasculares
Antioxidante Prevencion de enfermedades degenerativas y del

envejecimiento

Hipocolesterolémica Disminucion de los niveles de colesterol en sangre,
reduccion del riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares

Inmunomoduladora Estimulacion de la respuesta inmunolégica

Anticoagulante Reduccidn de los riesgos de formacion de trombos

Regulacion del transito intestinal Favorecen la digestion de los alimentos y la absorcion
de los nutrientes

Regulacion de la proliferacion celular Reduccion de la proliferacién de las células tumorales

Antimicrobiana Disminucioén del riesgo de infecciones

Quelante Promocion de la absorcién de minerales

Segun refieren Kazlauskaité et al.?°, la administracién oral de un hidrolizado de caseina
durante cinco dias a ratones en dosis de 1 mg/g, potencié la actividad fagocitica de los
macréfagos peritoneales y fagocitos de la sangre, con indices de estimulacién de 1,39 y
1,34, respectivamente. Por su parte, el tratamiento de ratones Balb/c con un suplemento
oral formulado con un hidrolizado comercial de pescado (Seacure®) incrementd
significativamente los niveles de interleuquinas 4, 6 y 10, y el nimero de células
secretoras de IgA (inmunoglobulina A) en la lamina propia del intestino delgado®.

Morris et al.®*

informaron que un hidrolizado proteico de la microalga Chlorella vulgaris
moduld eficientemente la recuperacion inmunoldgica de ratones Balb/c malnutridos, a
través de la estimulacién de la actividad hematopoyética de la médula 6sea, del estado
funcional del sistema monocito-macrofago, asi como de la respuesta humoral y celular,
en términos de los titulos de anticuerpos y la induccion de reaccion de hipersensibilidad
retardada, respectivamente.

En la literatura consultada hasta la fecha, no se han encontrado evidencias
experimentales relacionadas con las propiedades inmunomoduladoras de péptidos
bioactivos e hidrolizados proteicos de hongos comestibles-medicinales. Por otra parte,
son limitadas las referencias acerca del efecto inmunomodulador de las proteinas
fungicas nativas y se basan en ensayos de estimulacion in vitro de células

mononucleares de sangre periférica humana®* .



La teoriay su confirmacién parcial

Los resultados de nuestro laboratorio han demostrado los efectos inmunomoduladores in
vivo de extractos de Pleurotus obtenidos a altas temperaturas, sugiriendo que los mismos
pudieran atribuirse al componente polisacaridico termoestable. Ello ha sido corroborado
en ensayos de estimulacion in vitro de macréfagos peritoneales murinos por fracciones
derivadas del extracto primario enriquecidas en polisacaridos®,

Sin embargo, cabria suponer en el caso de los preparados obtenidos en condiciones
protectoras de las sustancias termolabiles, una contribucion adicional de la fraccion
proteica al efecto inmunomodulador que presumiblemente estuviese mediado por la
presencia de péptidos bioactivos encriptados en la estructura primaria de la proteina y
liberados como resultado de la hidrélisis enzimatica que tiene lugar en el tracto digestivo

tras ser administrados por via oral.

Se ha demostrado la absorcién de péptidos intactos en la mucosa intestinal. Ademas de
la ruta paracelular, se ha postulado la ocurrencia de un mecanismo endocitico a nivel de
las células M en las placas de Peyer. Estas células transportan los péptidos desde la luz
intestinal hasta los tejidos subepiteliales™.

Para la confirmacion parcial de esta teoria (efecto inmunomodulador del componente
proteico de hongos comestibles-medicinales) se preparé un extracto acuoso de
Pleurotus obtenido a bajas temperaturas (CW-E). La extraccion se realiz6 durante 3
horas a la temperatura de 20°C, a diferencia de los extractos anteriormente evaluados
obtenidos mediante decoccion durante 10 h a 90-95°C. La extraccion acuosa de los
cuerpos fructiferos a bajas temperaturas preservo la integridad de las proteinas y de
las moléculas termolabiles presentes en el hongo y el extracto presentd un 35% de
proteinas®. Se disefié un experimento para evaluar los efectos de la administracién del
extracto CW-E a ratones malnutridos, en el que se utilizaron ratones Balb/c hembras
de 8 semanas, con un peso corporal entre 18 y 20 g. Los animales fueron distribuidos
de forma aleatoria en tres grupos (n=10). Dos de los grupos se sometieron a un
régimen de restriccion dietética hasta la pérdida del 25% del peso inicial con el objetivo

de inducir un estado de malnutricién. Estos animales fueron asignados a los grupos M-



DC y CW-E, que se alimentaron ad libitum con pienso comercial durante el periodo de
replecion. A los animales del tratamiento CW-E se les administré adicionalmente por
via oral, 0,2 mL del extracto CW-E (100 mg/kg). El periodo de replecién tuvo una
duracion de ocho dias en el experimento de evaluacién de la respuesta celular y de
catorce dias en el correspondiente a la inmunidad humoral. Un grupo control se
alimentd con dieta convencional durante toda la experimentacion. Se consideraron los
siguientes pardmetros: conteo de leucocitos totales en sangre periférica, actividad del
sistema monocito-macrofago mediante la prueba de aclaramiento de particulas de
carbon coloidal en sangre periférica, la inmunidad humoral mediante un esquema de
inmunizacioén con eritrocitos de carnero como antigeno modelo y la inmunidad celular a
través del ensayo de hipersensibilidad retardada (HR) empleando como antigeno

seroalblimina bovina (BSA)*".

El grupo suplementado con CW-E mostré un incremento estadisticamente significativo
en el conteo de leucocitos totales con relacion al control, pero dentro del intervalo de
valores considerados como normales para la especie (6-17x10%/mL) (P<0.05) (Figura 2).
Este resultado permite suponer un efecto modulador de los componentes presentes en

el extracto sobre la hemopoyesis.

La actividad de los macréfagos esplénicos y las células de Kupffer se evalué por la
prueba de aclaramiento del carbon coloidal, indice de la actividad fagocitica del higado y
bazo. Administrado oralmente a la dosis de 100 mg/kg, CW-E estimulé la actividad del
sistema monocito-macrofago, a juzgar por el tiempo de vida media en sangre del carbon

coloidal, significativamente menor a los 5 min (P<0,01) (Tabla 2).

Leucocitos
totales(10° )
[=2]

control M M-DC  MSCW-E

Figura 2. Conteo de leucocitos totales en los diferentes tratamientos experimentales.
Los leucocitos se expresan en (10%/L). Letras distintas indican diferencias significativas (ANOVA de
clasificacién simple acoplado a la prueba de Tukey, P< 0.05).



Tabla 2. Aclaramiento de las particulas de carbon coloidal en los grupos experimentales
alimentados luego de la deplecién nutricional con la dieta convencional (M-DC) y suplementados
adicionalmente con CW-E.

M-DC M/CW-E

Relacidon de Absorbancias a los 5 min.
(A B75 nm grupo experimental /A B75 nm 1.9+ 0.1 14+ 0.17

grupo control sin administracion)

Los valores representan las medias * la desviacion estandar de cada grupo.
(*) Diferencias significativas en la prueba de la t de Student (P<0.01).

Aungue se conoce que la respuesta celular y la funcion de los linfocitos T son las mas
afectadas en estados de malnutricién, reviste importancia la evaluacion de la inmunidad
humoral, pues la deficiencia proteica ocasiona una disminucion en la sintesis de
proteinas vinculadas con los mecanismos de defensa. Los titulos de anticuerpos anti-
eritrocitos de carnero a los catorce dias en los animales suplementados con CW-E
fueron superiores respecto a los del grupo M-DC, aunque inferiores al control (p< 0,05)
(Figura 3). Las evidencias sugieren un efecto estimulador por parte del extracto, en la
cooperacion entre linfocitos T y B, asi como en la diferenciacion de los linfocitos B en

células plasmaticas en los animales malnutridos.

Los ratones que recibieron como suplemento el extracto CW-E mostraron una respuesta

de HR superior a la de los grupos M-DC y control a las primeras 24 horas (Figura 4).

Este resultado sugiere un efecto estimulador del extracto de Pleurotus sobre la

respuesta inmune mediada por células T (CD4+ Thl).




Titulo de anticuerpos (log2)

Figura 3. Titulos de anticuerpos anti-eritrocitos de carnero en ratones Balb/c malnutridos y
suplementados o0 no con el extracto CW-E de Pleurotus durante el periodo de replecion.

Los resultados se presentan como el valor medio en cada grupo = DE (n= 5). Letras distintas indican
diferencias significativas (ANOVA de clasificacién simple, Tukey, p< 0,05).

La teoria enunciada es sustentada por las evidencias experimentales obtenidas. Es
posible presuponer que la activacion de diferentes poblaciones celulares del sistema
inmune ocurra en respuesta a péptidos inmunomoduladores derivados de la proteina
fungica, producto de sefales resultantes del tejido linfoide asociado a mucosas en el
tracto gastrointestinal (la administracion del extracto CW-E propicio la restauracion de la
integridad funcional de la mucosa intestinal, resultado no mostrado). Esto representa un
enfoque novedoso para explicar la actividad inmunomoduladora observada en
bioproductos de hongos comestibles-medicinales y que complementaria el efecto de los
polisacaridos tipo B-glucanos. La identificacién y liberacion controlada por hidrélisis
enzimatica de péptidos bioactivos, podria conducir al desarrollo de preparaciones con la
actividad bioldgica “oculta” en la secuencia aminoacidica de la proteina®. Este andlisis
se informa por primera vez para los hongos comestibles-medicinales, y pudiera ser
considerado como la extension de una hipétesis propuesta por los autores para explicar

los efectos inmunoestimulantes de suplementos de microalgas®.
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Figura 4. Respuesta de hipersensibilidad retardada (HR) en ratones Balb/c malnutridos y
suplementados o no con el extracto CW-E de Pleurotus durante el periodo de replecion.

Los resultados se presentan como el valor medio en cada grupo + DE (n= 5). Letras distintas indican
diferencias significativas (ANOVA de clasificacién simple, Tukey, p< 0,05).

Estrategias futuras para la confirmacion de la teoria

En virtud del interés cientifico, tecnolégico y comercial suscitado por las propiedades
biofuncionales de los péptidos®, se abren nuevas oportunidades para la investigacion
de las proteinas presentes en los hongos comestibles-medicinales y las secuencias
peptidicas en ellas “ocultas”. Una linea de particular relevancia es la modulacion del
sistema inmune por estos biopéptidos con vistas al desarrollo de farmacos de nueva
generacion con potenciales aplicaciones en el tratamiento del cancer, las
inmunodeficiencias y las enfermedades autoinmunes. En consecuencia, las
investigaciones futuras deben encaminarse a la caracterizacion de las proteinas y
péptidos a partir de las especies cultivadas internacionalmente, mediante estrategias
integradas que contemplen el empleo de métodos quimicos y biotecnolégicos, incluidas
las técnicas de biologia molecular. Por otra parte, los estudios predictivos in silico con
herramientas bioinformaticas podrian acelerar el descubrimiento de nuevas entidades

moleculares y contribuir a “mejorar” el disefio de los péptidos ya existentes®.

Conclusiones:
Se fundamento por vez primera la posible contribucién de péptidos funcionales al efecto

inmunomodulador de biopreparados de hongos comestibles-medicinales. Dicha teoria se



confirmd parcialmente a través de la evaluacion de las propiedades inmunomoduladoras
de un extracto de Pleurotus obtenido a bajas temperaturas (35% de proteinas) en un
biomodelo de malnutricion. En adicion al aporte teorico del trabajo, el mismo podria
resultar de interés en la investigacion de los efectos de suplementos nutricionales y
productos biofarmacéuticos de hongos comestibles-medicinales con novedosas
aplicaciones en la inmunonutricion y la inmunofarmacologia. Se precisan estudios
perspectivos encaminados a la identificacion de las secuencias peptidicas y la

realizacion de analisis predictivos de su actividad bioldgica.
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