Revista Anales de la Academia de Ciencias de Cuba Vol. 8 No.1

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD INMUNOMODULADORA DE
BIOPRODUCTOS OBTENIDOS DE LA SETA COMESTIBLE-MEDICI NAL
PLEUROTUS OSTREATUS

ENTIDAD EJECUTORA PRINCIPAL DEL RESULTADO . Centro de Estudios de
Biotecnologia Industrial (CEBI), Facultad de Ciencias Naturales y Exactas, Universidad de
Oriente.

AUTORES PRINCIPALES. Dr. Humberto Joaquin Morris Quevedol, Dr. Gabriel Llaurad6
Mauryl, Dra. Rosa Catalina Bermtdez Savonl, Dr. Paul Cos?

OTROS AUTORES. MSc. Yamila Lebeque Pérezl, MSc. Yaixa Beltran Delgadol, MSc.
Vivian Tamayo Ortega3, Lic. Onel Fong Lores?, MSc. Jane Marcos Albear?, Dra. Isabelle
Gaime- Perraud®

FILICIACIONES

1. Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial (CEBI), Facultad de Ciencias Naturales
y Exactas, Universidad de Oriente, Santiago de Cuba, Cuba

2. Laboratorio de Microbiologia, Parasitologia e Higiene (LMPH), Facultad de Ciencias
Farmacéuticas, Biomédicas y Veterinarias, Universidad de Amberes, Bélgica

3. Hospital Oncolégico Provincial “Conrado Benitez”, Santiago de Cuba, Cuba

4. Centro de Toxicologia y Biomedicina (TOXIMED), Santiago de Cuba, Cuba

5. Instituto Mediterraneo de Biodiversidad y Ecologia Marina y Continental (IMBE),
Instituto de Investigaciones para el Desarrollo (IRD), Marsella, Francia

COLABORADORES: MSc. Gleymis Venet Cadet?, Lic. Leodan Ferrera Gutiérrezb, Dra.
Nora Garcia Oduardo€, Lic. Rosa Isabel Aguirre Alcolea®, MSc. Migdalia Serrano AlberniC,
Dra. Suyén Rodriguez Pérezd, Dra. Maria Caridad Ramirez Arias€, Dr. Serge Moukhaf, MSc.
Miladis Camacho Pozo®, MSc. Maira Bidart Macedo9, Dr. Jan Gielis9, Dr. Davie CappoenY,
Dra. Anne Marie Farneth, Dr. Sevastianos Roussosh, Lic. Lisandra Cutifio Viﬁalsi, Lic. Javier
Pefna Lépezi

FILIACIONES:



Revista Anales de la Academia de Ciencias de Cuba Vol. 8 No.1

aUniversidad Médica de Santiago de Cuba, Cuba

bEmpresa Comercializadora y Distribuidora de Medicamentos (EMCOMED), Las Tunas,
Cuba

CCentro de Estudios de Biotecnologia Industrial (CEBI), Facultad de Ciencias Naturales y
Exactas, Universidad de Oriente, Santiago de Cuba, Cuba

d|_aboratorio de Anticuerpos y Biomodelos Experimentales, Centro de Inmunologia Molecular
(LABEX-CIM), Santiago de Cuba, Cuba

€Hospital Clinico Quirtrgico “Dr. Juan Bruno Zayas”, Santiago de Cuba,

fLaboratorio de Toxicologia e Higiene Aplicada, Facultad de Ciencias Farmacéuticas,
Universidad de Burdeos, Francia

9Laboratorio de Microbiologia, Parasitologia e Higiene (LMPH), Facultad de Ciencias
Farmacéuticas, Biomédicas y Veterinarias, Universidad de Amberes, Bélgica

hinstituto Mediterraneo de Biodiversidad y Ecologia Marina y Continental (IMBE), Instituto de
Investigaciones para el Desarrollo (IRD), Marsella, Francia

iDepartamento de Biologia, Facultad de Ciencias Naturales y Exactas, Universidad de
Oriente

AUTOR PARA LA CORRESPONDENCIA :

Dr. Humberto Joaquin Morris Quevedo

Direccion postal: Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial (CEBI), Facultad de
Ciencias Naturales y Exactas, Universidad de Oriente.

Avenida Patricio Lumumba s/n. Reparto Jiménez, Santiago de Cuba 5. CP 90 500

Teleféno: 022-632095

E-mail: jguevedo@uo.edu.cu

RESUMEN

Antecedentes. Si bien en la actualidad, los hongos comestibles constituyen una fuente
importante para la obtencion de novedosas sustancias con propiedades inmunomoduladoras,
sélo el 3% de la investigacion de productos naturales que llega a etapas preclinicas y clinicas
se enfoca a su estudio. En Cuba se ha promovido, por su valor nutricional, el consumo de
setas del género Pleurotus (hongo ostra) dentro del programa de Agricultura Urbana. Sin
embargo, por vez primera y como resultado del trabajo realizado durante quince afios por
un colectivo de investigadores del Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial de la
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Universidad de Oriente, en colaboracion con varias entidades nacionales y extranjeras, se
aportan en esta propuesta evidencias experimentales in vitro y en biomodelos
experimentales de inmunodeficiencias secundarias, que sustentan el efecto modulador de
bioproductos obtenidos de Pleurotus sp. sobre la respuesta inmunitaria

Problema que se ha resuelto de acuerdo con lo s objetivos del trabajo. La
investigacion

establece una ruta critica con enfoques tedricos y practicos novedosos como plataforma para
evaluar el perfil inmunomodulador en diferentes modelos in vitro e in vivo de
biopreparados derivados del micelio y cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus. Ello se
reflejo6 en el desarrollo de formulaciones enriquecidas en metabolitos bioactivos con
potenciales aplicaciones en la inmunoterapia y la inmunonutricion.

Resultados. Este trabajo permitid desarrollar un nuevo procedimiento para la obtencion de
preparados inmunocéuticos de Pleurotus ostreatus a partir de la extraccibn acuosa y/o
secado de su biomasa, que dio lugar a una patente de invencion y al registro de la marca
NUTRISETAS. Dichos bioproductos mostraron en su composicion, la presencia mayoritaria
de carbohidratos (entre ellos del tipo R-glucanos) y proteinas, asi como de diferentes
metabolitos secundarios con potencial actividad biolégica. Se informa por vez primera, el
efecto polarizador de fracciones acuosas de Pleurotus hacia la activacion del perfil de
macrofagos M1 o proinflamatorios. La fraccion acuosa obtenida del micelio por fermentacion
sumergida estimuld, ademas, la via alternativa del sistema del complemento. Por otra parte,
esta es la primera experiencia reportada con relacion al efecto radioprotector de una fraccion
acuosa de Pleurotus, al evaluar el comportamiento de parametros hematopoyéticos e
inmunolégicos en un biomodelo de inmunodeficiencia secundaria inducida por exposicion a
radiaciones ionizantes. Un resultado similar en cuanto a la estimulacion de la respuesta
humoral y celular se evidencié en ratones tratados con ciclofosfamida asociado a la
administracion profilactica por via oral de la preparacion seca y pulverizada de cuerpos
fructiferos. En este trabajo se demostrd, ademas, el efecto inmunonutricional del extracto de
cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus en un modelo experimental de malnutricién
proteico-energética. Los resultados evidenciados en la recuperacion nutricional e
inmunoldgica de ratones sometidos a un régimen de restriccion dietética, constituyen un
primer informe para preparados de hongos comestibles. En este sentido, la investigacion
incluyé el desarrollo de una metodologia para obtener un modelo de malnutricion proteico-
energética, que representa una herramienta valiosa que puede ser utilizada en el pais en la
evaluacion de suplementos nutricionales y medicamentos. En su conjunto, los resultados de
esta investigacion abren nuevas oportunidades para el desarrollo de novedosos productos
nacionales con posibilidades de registro y comercializacion, lo cual posibilitaria su inclusion
en el contexto de estrategias de prevencion y tratamiento de enfermedades del sistema
inmunitario. El impacto cientifico de la propuesta esta avalado por la publicaciéon de 9
articulos en revistas de la web de ciencias directamente relacionados con el trabajo mas
otros 6 indexados en bases de prestigio internacional y dos capitulos de libros, la
participacion en 24 eventos cientificos internacionales y la obtencion de 8 premios
universitarios, 4 provinciales, 4 nacionales y 2 internacionales. Los resultados
obtenidos en este trabajo forman parte de 6 tesis de maestria y de una tesis de doctorado en
Ciencias de la Salud defendida en el 2016.
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COMUNICACION CORTA DEL RESULTADO
Antecedentes

La prevalencia de estados de inmunodeficiencias secundarias o adquiridas representa
en la actualidad una preocupacion, no solo en paises en vias de desarrollo, sino también en
aquellos con un alto desarrollo social. Las inmunodeficiencias secundarias se caracterizan
por el deterioro de uno o varios componentes celulares y/o moleculares del sistema
inmunitario, aumentando por tanto la susceptibilidad del organismo a contraer enfermedades
infecciosas y al desarrollo de tumores. El cancer, los efectos adversos de la quimio- y
radioterapia, la malnutricion, el VIH-SIDA, los procesos quirlrgicos, las quemaduras graves,
el estrés, etc., constituyen sus causas mas frecuentes [1].

Por esta razon, se evidencia un creciente interés en la blusqueda de inmunomoduladores de
origen natural, desprovistos de efectos secundarios severos, con aplicaciones en la
inmunoterapia. En adicién a las plantas, los hongos figuran entre las fuentes naturales mas
atractivas de compuestos con potencialidades farmacologicas, y desde tiempos inmemoriales
han sido utilizados por diferentes civilizaciones en la medicina tradicional [2].

En este sentido, en la Ultima década, la biotecnologia de los hongos comestibles-medicinales
ha devenido una opcién atractiva para la obtencion de extractos y biomoléculas con
propiedades inmunomoduladoras y antitumorales. Sin embargo, solo el 3% de la
investigacion de productos naturales que llega a etapas preclinicas y clinicas se enfoca al
estudio de hongos, lo cual pone de manifiesto la relevancia de la “micoterapia” como un
campo relativamente nuevo y prometedor [3].

El género Pleurotus (Pleurotaceae, Basidiomycota) figura entre los mas investigados como
fuente natural de compuestos bioactivos capaces de complementar o estimular una respuesta
inmunolégica deseada en el huésped. Dichos componentes comprenden sustancias de
elevado peso molecular, principalmente polisacaridos del tipo B-(1,3)-(1,6)-D-glucanos,
proteinas, proteoglicanos y complejos polisacarido-proteinas, asi como diferentes metabolitos
secundarios de bajo peso molecular. Estas sustancias modulan cascadas de sefializacion
involucradas tanto en la respuesta innata: activacion de células asesinas naturales (NK),
neutrofilos, complemento, sistema monocito-macrofago, como en la inmunidad adaptativa:
estimulacion de la produccion de anticuerpos por las células B y de la diferenciacion de los
linfocitos T colaboradores en sus perfiles Thl y Th2, implicados en respuestas celulares y
humorales, respectivamente [2, 4].

En Cuba se ha promovido, por su valor nutricional, la introduccion, produccion y consumo
de setas del género Pleurotus (hongo ostra) en varias provincias dentro del programa de
Agricultura Urbana [5]. Una de las principales direcciones de trabajo del Centro de Estudios
de Biotecnologia Industrial en la region oriental del pais, ha sido el desarrollo de proyectos
relacionados con su cultivo y la obtencion de nuevos productos de interés nutricional,
funcional e inmunocéutico a partir de P. ostreatus con el empleo de la Fermentacion en
Estado Sdlido (FES) sobre residuos agricolas y la Fermentacion Sumergida del micelio [6].

Aunque en los Ultimos afios es evidente el avance en las investigaciones llevadas a
cabo en Pleurotus con fines medicinales, aln existen diversos aspectos en que se requiere
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profundizar, como son: los procedimientos de extraccion empleados, el mecanismo de
accion de los bioproductos y el posible papel sinérgico de las moléculas bioactivas. Otra
area no explorada es el papel de Pleurotus en la modulacion del sistema inmune asociado a
intervenciones nutricionales, principal objetivo de la “inmunonutricion” [7]. Ello abre nuevas
interrogantes y sustenta presentes y futuras investigaciones. Tomando en consideracion
estos antecedentes, el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar los efectos
inmunomoduladores de bioproductos obtenidos de la seta Pleurotus ostreatus in vitro y en
biomodelos experimentales de inmunodeficiencias secundarias.

RESULTADOS

La investigacion establece una ruta critica con enfoques tedricos y practicos novedosos como
plataforma para evaluar el perfil inmunomodulador de biopreparados derivados del micelio y
cuerpos fructiferos de Pleurotus. Ello se reflej6 en el desarrollo de formulaciones
enriquecidas en metabolitos bioactivos con potenciales aplicaciones en la inmunoterapia y la
inmunonutricion: dos preparaciones de cuerpos fructiferos (un extracto acuoso -CW-E-
obtenido a bajas temperaturas, y la biomasa seca y pulverizada como materia prima de
tabletas de 500 mg, suplemento nutricional actualmente en desarrollo) y un extracto acuoso
de micelio obtenido a altas temperaturas (Myc-E).

En la literatura no se refieren soluciones analogas relacionadas con procedimientos para la
obtencion a partir de Pleurotus spp. de preparados con actividad inmunocéutica. Ello dio
lugar a una patente de invencion y al registro de la marca NUTRISETAS [8, 9]. El
procedimiento que se desarrolla en condiciones controladas es escalable y factible
técnicamente. El preparado inmunocéutico es, ademas, susceptible de ser fraccionado con
incrementos en su actividad y homogeneidad. Los estudios de toxicidad aguda oral y a dosis
repetidas no evidenciaron alteraciones en los signos clinicos y pardmetros bioquimicos de los
animales, lo que permite considerar a los productos como potencialmente no téxicos [10].

La determinacion de los componentes mayoritarios en los bioproductos represento el criterio
de partida para la evaluacién preclinica de sus propiedades inmunomoduladoras. Los
extractos acuosos del micelio y cuerpos fructiferos, asi como la preparacidon seca
pulverizada, mostraron en su composicion un predominio de carbohidratos y proteinas, con
valores de 36-70% y 15-30%, respectivamente, dentro de los limites referidos para las setas
comestibles-medicinales. La presencia en la fraccibn de polisacaridos de estructuras tipo
3-1,3-1,6-glucanos, las de mayor actividad bioldgica, podria fundamentar potenciales
aplicaciones en la inmunoterapia. El estudio evidencio, ademas, la existencia de metabolitos
secundarios como triterpenos, quinonas y flavonoides que podrian exhibir actividad
inmunomoduladora, antitumoral y antioxidante [5, 11, 12].

De forma general, los estudios in vitro mostraron que el extracto de micelio Myc-E (50-100
ug/pozo de placas de cultivo) ejercid un efecto activador en macréfagos peritoneales
murinos, evidenciado en el incremento del consumo de glucosa (1.8-2.9 veces) y la
actividad de la enzima fosfatasa acida lisosomal (133-184%) respecto a controles sin el
extracto. El efecto dosis-dependiente evidenciado en el aumento de la actividad enzimatica,
sugiere la presencia de compuestos capaces de unirse a receptores en la superficie del
macrofago, como los B-glucanos [13, 14]. Se observo, ademas, un incremento en la
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expresion del gen de la enzima oOxido nitrico sintasa inducible (INOS) y la produccion
de Oxido nitrico (ON) en macrofagos RAW 264.7. En este sentido, el presente estudio
constituye un primer reporte sobre el efecto polarizador de extractos de Pleurotus hacia el
perfil de macrofagos M1 o pro-inflamatorios, que juegan una funcion importante en la
defensa del hospedero y exhiben actividad citotoxica contra células tumorales [10]. Myc-
E estimuld, ademas, la via alternativa del sistema del complemento, aspecto poco
abordado en los hongos comestibles [14].

Desde una perspectiva clinica, las nuevas tecnologias de obtencion de productos
inmunocéuticos a partir de hongos comestibles podrian aportar soluciones a muchos
aspectos de la inmunoterapia. Por esta razon, el trabajo se completd con la evaluacion
de los efectos inmunomoduladores que produciria la administracion de los preparados de
Pleurotus en tres modelos de inmunodeficiencias secundarias: (i) ratones BALB/c
inmunodeprimidos con ciclofosfamida (CY), (ii) ratones BALB/c inmunodeprimidos por
exposicion a radiaciones ionizantes, y (iii) ratones BALB/c malnutridos, lo que aporté los
primeros elementos relacionados con su mecanismo de accion in vivo.

La administracion de Myc-E durante 7 dias (100 mg/kg, via intraperitoneal) a ratones
BALB/c tratados con ciclofosfamida (CY), farmaco usado comunmente en la terapia del
cancer, estuvo asociada a una inmunosupresion menos pronunciada y a una recuperacion
hematopoyética méas rapida. Ello se reflejo en un incremento en la celularidad de la médula
0sea, los conteos leucocitarios en sangre periférica y la estimulacion de la actividad in vivo
del sistema monocito-macréfago [15].

Resultados similares fueron informados al administrar dicho extracto en régimen
profilactico a ratones BALB/c irradiados, lo que aporta novedosas evidencias en cuanto al
efecto radioprotector de los bioproductos de Pleurotus spp. [16]. Estos hallazgos se
asocian a la estimulaciobn por componentes presentes en los extractos de la
maduracion, diferenciacion y proliferacion de diferentes poblaciones celulares de las
lineas mieloide y linfoide, mediado por -citosinas hematopoyéticas, como los factores
estimulantes de colonias (CSF).

Por su parte, la administracion oral en régimen profilactico de una preparacién seca de
cuerpos fructiferos de Pleurotus, favorecio6 la sintesis de la fraccion globulinica y estimulé la
inmunidad celular en ratones BALB/c inmunodeprimidos con CY. La respuesta de
hipersensibilidad retardada (HR) antigeno-especifica medida a las 48 y 72 h resultd similar a
los animales sin tratamiento inmunosupresor, y estuvo asociada a un incremento en el
indice de masa de los linfonodos popliteos. Este resultado sugiere un efecto

estimulador del preparado sobre la respuesta inmune mediada por células T (CD4*Thi).
Se evidencio, ademas, la estimulacion de la respuesta linfoproliferativa de esplenocitos
inducida por extractos acuosos y metandlicos obtenidos a partir del polvo de cuerpos
fructiferos de Pleurotus [11, 17]. En virtud de sus propiedades regenerativas a nivel
celular, atenuando los efectos secundarios derivados de los tratamientos convencionales
contra el cancer, estos bioproductos podrian constituir una alternativa de origen natural para
la recuperacion de pacientes sometidos a regimenes agresivos de quimioterapia, radioterapia
y cirugias.

Otra linea de investigacion de gran relevancia actual es la inmunonutricion, considerada un
6
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area interdisciplinaria muy promisoria como coadyuvante de la funcion gastrointestinal,
la inmunidad celular y los procesos inflamatorios. La investigacion incluy6 el desarrollo de
una metodologia para obtener un modelo de malnutricion que representa una herramienta
valiosa para la evaluacién de suplementos nutricionales y medicamentos en el pais [18]. La
administracion oral durante ocho dias del extracto acuoso de cuerpos fructiferos (CW-E)
(100 mg/kg) a ratones BALB/c malnutridos, ejercié efectos inmunonutricionales a traves de la
recuperacion de la funcion hepatica y la induccion de los procesos de sintesis celular en la
mucosa intestinal. CW-E restablecio, ademas, la actividad hematopoyética, la funcionalidad
de macréfagos y las respuestas inmune humoral y celular, en términos de los titulos de
anticuerpos anti-eritrocitos de carnero y la reaccion de hipersensibilidad retardada (HR),
respectivamente [7]. Estos resultados constituyen un primer informe para preparados de
hongos comestibles, y podrian contribuir al desarrollo de nuevos soportes
inmunonutricionales basados en bioproductos de Pleurotus.

En su conjunto, la figura 1 ofrece una propuesta de mecanismo de accion sinérgico para los
mico- compuestos presentes en los bioproductos derivados de Pleurotus.

Bioproductos de Fleurotus spp.

Metahaolitos secundarios
{bajo peso molecular)

Polisacarides
(p-1.3 glucanos)

= ? 3

% e 5
N7, Dectin-1
% ' [otros receptores) //

In vive:
M@s, DCs, Lids
(Precurzores, rezsdentes
en daferentes tejidos)

\ Citocinas inmunidad

humoral
IL-4

o = Eztimulacion del
Citocinas hematopoyéticas:
IL-3. G}d_ggli' Citocinas inmunidad GALT
- celular:
IFN-y, TNF-u
(HE)

Figura 1. Propuesta de mecanismo de accion para los mico-compuestos presentes en
bioproductos inmunocéuticos derivados de Pleurotus spp. (Adaptado de [10]).
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Leyenda: M@s: macrofagos, DCs: ceélulas dendriticas, L@s: linfocitos, EROs especies
reactivas del oxigeno, HR: hipersensibilidad retardada, NO: 6xido nitrico, INOS: 6xido nitrico
sintasa, IL-3: interleucina 3, IL-4: interleucina 4, GM-CSF: factor estimulante de colonias
granulocito-macréfago, IFN-y: interferbn gamma, TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa,
GALT: tejido linfoide asociado al intestino

ORIGINALIDAD E IMPACTO DEL RESULTADO

Se obtuvieron biopreparados inmunocéuticos a partir de la extraccion acuosa y/o secado de
la biomasa micelial y de cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus, ofreciendo elementos
esenciales para la formulacion de productos con actividad inmunomoduladora. La
importancia tedrica del trabajo radica en el aporte de nuevos conocimientos para la
comprension del perfil inmunomodulador de bioproductos de setas Pleurotus, los que
permiten consolidar la idea de dicho hongo como fuente de una naciente generacion de
bioterapéuticos. Desde el punto de vista practico, los preparados podrian tener un amplio
espectro de uso en las industrias alimentaria y meédico-farmacéutica en la formulacion
de nuevos productos nacionales (alimentos funcionales y para regimenes especiales,
suplementos dietéticos y farmacos) con posibilidades de registro y comercializacién. Ello
posibilitaria su inclusién en el contexto de estrategias de prevencién y tratamiento del cancer
y enfermedades del sistema inmunitario con repercusiones sociales y econémicas.
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