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Caracterizacion fisicoquimica del extracto estandarizado del hongo medicinal
Ganoderma lucidum y analisis de su impacto potencial en la salud humana

Ma. Dolores Castafieda Antonio, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2019

Existe en México una gran problematica en la salud de su poblacion, sufre de
diabetes, hipertension, entre otras. Carece de infraestructura eficiente, debido al
bajo presupuesto asignado, por lo que se deben generar propuestas de tratamientos
alternos, con soportes confiables y alimentos funcionales, medicinales y probidéticos.
Sus alternativas las pueden brindar los hongos, especialmente G. lucidum, un hongo
gue crece de manera silvestre en nuestro pais y ampliamente a nivel mundial. Se
sabe que el acido acetilsalicilico (AAS) es un eficiente precursor de incremento de
metabolismos en plantas, en este trabajo se propuso adicionar el AAS (10 mM)
durante su cultivo para incrementar las propiedades funcionales del hongo G.
lucidum de los cuerpos fructiferos se obtuvieron extractos hidroalcohoélicos que se
caracterizaron, comparando cultivo tradicional (control) y cultivo adicionado (AAS).
Se determiné la densidad obteniendo 1.256 + 0.25 y 1.568+0.11 g/cm3, azlcares
reductores 8.78 = 2.019 y 41.326 + 1.43 %, indice de refraccion 1.323 + 0.0021 y
1.370 £ 0.0015 en el extracto control, y el adicionado, respectivamente. Se cuantificd
la presencia de AAS por HPLC obteniendo de 8.828+2.13 pg/mL del extracto
adicionado, por RMN se obtuvieron perfiles de presencia de glucopiranosidos,
manosa y galactosa, se uso una técnica novedosa en el area Resonancia Magnética
Radio Iénica, detectando amino&cidos como: alanina, arginina, cistina, glicina, lisina,
prolina, serina y triptéfano. Se noté mayor presencia de glicina en proporcion 4:1 en
extracto adicionado, &cidos organicos: propionico, malico, ascorbico, félico, lactico y
salicilico. La mayor presencia de acido ascoérbico en proporcién 3.5:1 mayor en el
extracto adicionado. La técnica que brindé mas informacién de la composicion de los
extractos fue por CG-EM debido a la identificacion de los compuestos obtenidos por
librerias NIST. Se detectaron 3-glucopiranosidos, polisacaridos y polialcoholes como
sorbitol, xilitol, ribitol, allo-inositol presentes en los extractos como precursores de
polisacaridos y fracciones de la descomposicion de los acidos ganodéricos. Los
resultados demostraron una diferencia significativa en el contenido de polisacéaridos,
acidos y aminoacidos presentes en el extracto adicionado. La deteccion de estos
compuestos reportados como responsables de las propiedades funcionales y
anticancerigenas de este hongo, nos permite confirmar que el AAS incrementa el
potencial de estas propiedades, aunque en menor cantidad como el topotecan y el
alfa-dimetil-benzen etanoamino anticancerigenos y antitumoral, hidroxi[(1-o0xo-2-
propenil) amino]- &cido acético, eficientes contra la diabetes y la obesidad.

Palabras clave: Cromatografia de gases, cromatografia de liquidos,
enriguecimiento, espectrofotometria de masas, resonancia magnética.



Physicochemical characterization of the standardized extract of the medicinal
mushroom Ganoderma lucidum and analysis of its potential impact on human
health
Ma. Dolores Castafieda Antonio, Dra.

Colegio de Postgraduados, 2019

In Mexico there is a health problem in its population, suffering diseases such as
diabetes, hypertension, among others. The lack of an efficient infrastructure, due to
the low budget allocated, alternative treatment proposals must be generated, with
reliable support and functional, medicinal and probiotic foods. These alternatives can
be provided by fungi, especially G. lucidum, a mushroom that grows spreadly
worldwide. It is known that acetylsalicylic acid (ASA) is an efficient precursor on
increasing of metabolism in plants, in this work proposed to add the AAS (10 mM)
during its cultivation to increase the functional properties of the fungus G. lucidum of
the fruiting bodies, hydro-alcoholic extracts were obtained and characterized,
comparing traditional culture (control) and added culture (AAS). The density was
determined obtaining 1256 = 0.25 and 1.568 = 0.11 g / cm3, reducing sugars 8.78 +
2.019 and 41.326 + 1.43%, refractive index 1.323 + 0.0021 and 1.370 = 0.0015 in the
control extract, and the additive, respectively. The presence of AAS was quantified
by HPLC, obtaining 8,828 + 2.13 ug / mL of the added extract, by NMR profiles of
presence of glucopyranosides, mannose and galactose were obtained, a novel
technique was used in the area Radio lonic Magnetic Resonance, detecting amino
acids such as: alanine, arginine, cystine, glycine, lysine, proline, serine and
tryptophan. A greater presence of glycine was observed in a 4:1 ratio in the added
extract, organic acids: propionic, malic, ascorbic, folic, lactic and salicylic. The greater
presence of ascorbic acid in a 3.5:1 ratio higher in the added extract. The technique
that provided more information on the composition of the extracts was by GC-MS due
to the identification of the compounds obtained by NIST libraries. B-glucopyranosides,
polysaccharides and poly-alcohols were detected as sorbitol, xylitol, ribitol, allo-
inositol present in the extracts as precursors of polysaccharides and fractions of the
decomposition of the ganaderic acids. The results showed a significant difference in
the content of polysaccharides, acids and amino acids present in the added extract.
The detection of these compounds reported as responsible for the functional and
anticancer properties of this fungus, allows us to confirm that ASA increases the
potential of these properties, although in smaller quantities such as topotecan and
anti-cancer and anti-tumor alpha-dimethyl-benzene ethanoamine, hydroxy [(1-oxo0-2-
propenyl) amino] -acetic acid, efficient against diabetes and obesity.

Keywords: Gas chromatography, liquid chromatography, enrichment, mass
spectrophotometry, magnetic resonance.
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l. INTRODUCCION

La importancia de los cultivos de hongos comestibles y medicinales es mayor cada
dia en diversos paises, aprovechando sus propiedades funcionales, antimicrobianas,
medicinales que benefician a la salud humana y que generan apoyo econémico y
social, ya sea por el consumo de los hongos como alimentos o en forma de extractos
donde se aprovechen sus metabolitos con aplicaciéon de la biotecnologia, dentro de
los mas importante mencionados en la cadena agroalimentaria emergentes por citar
algunos shiitake (Lentinula), maitake (Grifola), setas (Pleurotus), pinatra (Cyttaria) y
reishi o Lingzhi (Ganoderma) (De Buijn et al., 2010; Mayett y Martinez, 2016).

Los hongos son considerados alimentos funcionales en particular hablando de
Ganoderma lucidum (G. lucidum) que presenta propiedades nutrimentales, debido a
gue contiene compuestos que influyen en forma positiva de uno 0 mas procesos
fisiologicos, permitiendo el incremento de la salud, disminuye el riesgo de contraer o
desarrollar  enfermedades como  cancer, afecciones cardiovasculares,
adenocarcinoma gastrico, VIH, hipertension y hepatitis, también presenta propiedades
hipocolesterolemiantes y efectos prebioticos, estos Ultimos reportados en extractos
estandarizados de cultivos adicionados con acido acetilsalicilico a una concentracion
de 10 mM, probado en modelo animal por 43 dias de dieta experimental (Meneses
et al., 2016).

Son grandes los beneficios aportados por el consumo de sus basidiocarpos,
micelios y estructuras vegetativas que se reportan de los hongos, debido a que
presentan una gran variedad de compuestos bioactivos cuyas técnicas de obtencion
son diversas de acuerdo con el tipo, tamafio, sabor y abundancia del hongo.

Los compuestos bioactivos son bastante complejos y cominmente se ofrecen
en el mercado en una amplia gama de prestaciones con propésito terapéutico y de
prevencion de enfermedades, las formas varian, desde suplementos dietéticos o
extractos, capsula, polvos, tabletas, alimentos suplementados y bebidas adicionadas
o deshidratadas (Martinez-Carrera et al., 2014), siendo estos ultimos dentro de los

mas populares para los consumidores, por esta razon la industria alimentaria lo



utilizan en diferentes presentaciones, como extracto de alcohol o agua, polvos, jarabes
y licores, modificando tanto la presentacion o contenido de sus compuestos.

El concepto de alimento funcional ha cambiado a la industria alimenticia y ésta
a su vez a la investigacion béasica relacionada con esa éarea, lo que conduce a la
posibilidad de modificar la composicién de los productos alimenticios, reduciendo los
compuestos no deseables e incrementando las sustancias bioactivas (Duggan et al.,
2002). El mercado de productos que se comercializan no siempre garantizan una
adecuada calidad de los productos ofrecidos a los consumidores en forma directa o
indirecta a través de medios de comunicacién, debido a que el objetivo de la
mercadotecnia es la explotacidbn comercial de las propiedades de los alimentos
funcionales, en este caso particularmente nos referimos a los hongos medicinales,
descuidando la composicion natural, la proporcion de los compuestos y la purificacion
de los compuestos activos presente en los productos fungicos que pudieran
adquirirse, esto demerita la calidad de los productos ofrecidos y pone en riesgo la
credibilidad de las propiedades, dando como consecuencia la tendencia a una
disminucién del consumo de productos naturales.

Se han realizado diversas investigaciones como soporte de las propiedades de
hongos medicinales y comestibles algunas que demuestran sus propiedades y otras
gue enriquecen sus contenidos con bases cientificas, como la obtencion de mayor
contenido de antioxidantes o incrementar propiedades antimicrobianas, funcionales y
nutricionales, realizando pruebas en modelos tanto animales como humanos para
combatir enfermedades cronicas degenerativas como diabetes mellitus tipo 2 vy
colesterolemia (Meneses et al., 2016).

El objetivo de este estudio fue investigar la composicién quimica en extractos
hidroalcohdlicos estandarizados del hongo G. lucidum mexicano al estimular la
produccion de sus compuestos funcionales y medicinales, mediante la adicién de
acido acetilsalicilico (AAS) en su sustrato durante su cultivo bajo condiciones
controladas, permitiendo que su valor funcional y propiedades bioactivas sean

incrementadas.



Il. MARCO TEORICO

2.1 Sociedad y desarrollo biotecnologico de hongos

Los hongos comestibles en México tienen un desarrollo importante a partir de
mediados del siglo XX permitiendo una mayor expansion en el siglo XXI. Con la
entrada del pais en el Tratado de libre Comercio de América del Norte (TLCAN) en
enero de 1994 se contaba con grandes limitaciones en el cambio y limitacién de las
importaciones mexicanas de hongos comestibles y la instalacion de empresas
transnacionales en territorio nacional. No obstante, se han logrado establecer tratados
comerciales importantes abarcando América del Norte, Unién europea, Japon, Centro
América y Sudamérica (Lopez-Martinez y Martinez-Carrera, 2010).

En el rubro de hongos comestibles se impulsa el cultivo de Champifiones
(Agaricus bisporus), seguida de Setas (Pleurotus spp), Shiitake (Lentinula edodes), y
Reishi (Ganoderma lucidum (curtis) P. Karst) asi como sus productos funcionales
incluyendo maitake (Grifola frondosa (Dicks)). Dentro de las especies mas
comerciales de Agaricus esta el “portobello” que junto con las “setas” (Pleurotus
ostreatus) se cuenta con un desarrollo importante en los estados de Puebla, México,
Hidalgo, Tlaxcala, Morelos, Veracruz, Jalisco, Yucatan, Querétaro y Chiapas. Se
desarrollan favorablemente debido a su sencillez de la tecnologia de cultivo
permitiendo una produccion a pequefia y gran escala.

Los hongos comestibles son favorecidos por su sabor, valor nutricional y como
alimentos promotores de salud, tradicionalmente estos se recolectan como un manjar
aun cuando ya es muy comun este alimento cultivado, son apreciados en todo el
mundo por su aroma particular y su textura. Para especies como reishi, shiitake y
maitake solo se impulsaron algunas pruebas a escala comercial debido a que son de
caracteristicas de cultivo méas exigentes que los mencionados arriba (L6pez-Martinez
y Martinez-Carrera, 2010).).



2.2 Biotecnologia de hongos funcionales y medicinales

La demanda de hongos comestibles y medicinales se debe por sus propiedades
funcionales y probidticos, estos hongos crecen principalmente en habitats boscosos
en suelos donde existen medios saludables, en zonas que han sido afectadas por
incendios y donde existen mucha materia organica con humedad, es decir donde se
encuentra una constante degradacion de materia organica que proporcionan un
ambiente favorable para producir eco tipos saproéfitos que favorecen en forma, sabor
y contenido de biocompuestos.

Importantes caracteristicas de los hongos se ven afectadas por las
perturbaciones antropogénicas, el cambiar el uso de suelo afecta las variedades
silvestres y sus propiedades por lo que se considera un factor importante el realizar
investigaciones que propongan sustratos alternativos y con ello permitir cubrir la
demanda de estos hongos. En la naturaleza, la formacién de cuerpos fructiferos esta
asociada con una amplia gama de condiciones de estrés ambiental, algunos de los
cuales se tratan de replicar en sustratos bajo condiciones controladas (Masaphy,
2010).

El valor nutricional y sabor de algunos hongos comestibles han sido estudiados
aun cuando para algunas especies el cultivo de estos hongos sea un proceso largo y
complejo que implica el uso de compost sélido o lecho de lignocelulosa, tal como paja
0 algodoén, seguido por un cultivo largo. Para algunas especies también se ha
intentado el cultivo de micelio de hongos en medios liquido, este es un medio nutritivo
definido siendo un método alternativo simple y rapido para producir biomasa fangica
pero no en todos los casos funciona (Barros et al., 2013).

La produccién de hongos por cultivo tradicional y la extraccion de los
metabolitos bioactivos en algunos casos son muy dificiles, la biotecnologia es
fundamental para el desarrollo de técnicas rentables y productivas para la obtencion
de metabolitos. El desarrollo de estas tecnologias en medios liquidos proporciona
manejo de variables, lo que permite realizar cultivos de micelio de macro hongos con
significativa reduccion de tiempo y aumento en la produccion de sus metabolitos con

el objetivo se obtencibn y el estudio de compuestos con potencial como



medicamentos, nutracéuticos y cuasi farmacéuticos tanto del medio agotado como del
micelio.

Se han realizado estudios que no solo se limitan a promuevan mayor
conocimiento del aprovechamiento de las propiedades del G. lucidum sino de otros
factores mas limitado en la investigacién, como uno de los trabajos recientes es para
estudiar el efecto de su cultivo en diversos subproductos agricolas, usando residuos
de vaina de frijol y residuos de mazorca donde se reportd un rendimiento de 40.9-

49.7% de eficiencia (Bernabé-Gonzalez et al., 2015).

2.3 Generalidades de hongos funcionales

Los hongos son bajos en calorias, alto contenido de proteinas, elementos inorganicos
como el hierro entre otros minerales, fibras y vitaminas tales como la B1, B2, B3, Bs y
B 12. Dentro de otras propiedades se ha encontrado que pueden inhibir el crecimiento
de tumores, puede disminuir la incidencia y tratamiento de cancer de estdbmago,
esé6fago, pulmones y de prostata. México en particular cuenta con una amplia
diversidad de hongos comestibles, funcionales y medicinales debido a su gran
variedad de climas y tipos de vegetacion lo cual representa una riqueza biolégica para
estudios taxondémicos, ecoldgicos, sociales y econdémicos, asi como en el area
medicinal (Tello-Salgado, et al., 2016)

Esto se ha logrado empleando diversos sistemas modelo in vitro e in vivo, asi como
también desarrollando medicamentos especificos.

De las 15 000 especies de hongos en el mundo cerca de 700 se conocen sus
propiedades medicinales, se estima que cerca de 1800 especies de hongos que tienen
atributos medicinales potenciales que han sido investigado en las ultimas décadas en
sistemas modelo in vitro e in vivo, muchas sustancias bioactivas con efecto
inmunomoduladores han sido aislado de los hongos. Dentro de los principales
componentes encontrados son: polisacaridos de alto y bajo peso molecular, proteinas
de bajo peso molecular ligadas a polisacaridos, glicoproteinas (lectinas), compuestos
terpenoides y proteinas inmunomoduladoras fangicas (Chang et al., Miles, 2004).

Ademas, amplias gamas de pruebas indican que los hongos comestibles

silvestres contienen muchos compuestos biolégicamente activos con propiedades



antioxidante, antibacteriano, hepatoprotector, antirradical, anti-hiperglucémico,
antiangiogénico e incluso antinflamatorio, antitumoral, antialérgico, anti-aterogénico y
hematolégico propiedades (Ledn-Guzman et al., 1997).

Aproximadamente 400 sustancias quimicas se han aislado de Ganoderma,
incluidos principalmente polisacéaridos, triterpenoides, nucledsidos, ergosteroles,
acidos grasos, proteinas/péptidos y elementos traza. Varios polisacaridos como los [3-
D-glucanos, a-D-manosa, heteropolisacaridos y glicoproteinas acompafiados de
compuestos terpenoides, son estudiados y representan los principales constituyentes
de la actividad hepatoprotectora (Yihuai et al., 2004).

Los B-D-glucanos consisten en un esqueleto lineal de grupos D-glucopiranosil
con enlaces B-(1—3) con distintos grados de ramificacion desde la posicién C6,
mientras que los a-D-manosa tienen un esqueleto de o-(1—3)-grupos D-
manopisanosil unidos con un grado variable de ramificacion desde la posicion C2 o
C6 (Miyazaki y Nishijima, 1981). Las ramas generalmente son un solo residuo de

glucosa, aunque en algunos glucanos puede haber més de una unidad de glucosa.
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Figura 1. Polisacaridos de G. lucidum. 12: B-Glucano, 1b: a-manosa (Yihuai et al.,
2004).



Los triterpenoides de Ganoderma son los acidos ganodérico y lucidénico, los
cuales contienen un esqueleto de lanostano y se clasifican en 10 grupos segun su

namero de carbono y su estado de oxidacién (Komoda et al., 1985; Yihuai et al., 2004).
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Figura 2. Triterpenoides tipo lanostano de G. lucidum. (Yihuai et al., 2004).



Estos triterpenoides se dividen en 10 grupos segun la similitud estructural. Las
moléculas en los grupos IV y V contienen 27 y 24 atomos de C, respectivamente, y
todos los otros grupos tienen 30 atomos de C (Yihuai et al.,2004). Muchos
triterpenoides de Ganoderma han mostrado actividades biolégicas como efectos
antitumorales, inmunomoduladores, hepatoprotectores, antivirales y antioxidantes
(Kim y Kim, 1999).

Otros compuestos comunes en G. lucidum son los esteroles, dentro de los que
se encuentran el ergosterol (Erikson y Nes,1982) contiene pequefas cantidades de
polifenoles, esteroides, lignina, ganomicinas, vitaminas, lectina, nucledsidos,
nucledtidos, alcaloides, aminoacidos y germanio organico (Chai et al., 1997; Rosecke
y Konig, 2000).

3a 3b
NH,
e | "{>
HyC —?—EH;.D:}CHJ
CH;

Figura 3. Compuestos esteroides presentes en G. lucidum 3a.Pregn-5-ene-
3,20-dione 3b. Ganoderpurina (Chai et al., 1997).
Existen también compuestos nucleésidos y alcaloides dentro de la naturaleza
de G. lucidum (Yihuai et al., 2004).
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Figura 4. Nucleosidos y alcaloides presentes en G.lucidum de izquierda a

derecha: Ganoin, Ganodin y y-Butirobetaina.



2.4 Propiedades funcionales y medicinales de los hongos

Los hongos se han vuelto atractivos como alimentos y como fuente en el desarrollo
de drogas y nutracéuticos. Se ha definido un hongo como nutraceltico cuando
consideramos su biomasa seca o el extracto refinado total o parcialmente del micelio
y/o el cuerpo fructifero consumido en forma de capsulas, tabletas, no como comida
sino como complemento alimenticio, con posible ampliacion terapéutica o preventiva.

El micelio suele utilizarse como alimento y material aromatizante de alimentos,
o en la formulacion de productos nutracéuticos y alimentos funcionales. Por definicion
un hongo funcional es un producto con la capacidad de regular y optimizar la
respuesta inmunolégica en el humano, permitiendo presentar resistencia a las
enfermedades y en ocasiones causar una regresion en el estado patoldgico. Sin
embargo, también puede cubrir la definicidbn de nutriceltico y esto es cuando el origen
del complemento es elaborado a partir de una fuente no considerado tradicionalmente
comestible, siendo este el caso de Ganoderma (Trigos y Suarez-Medellin 2010).

El cultivo de G. lucidum es una industria multimillonaria en la que Lingzhi como
también se le conoce es cultivado o recogido de la naturaleza y consumido como un
té, en bebidas alcohdlicas, y como nutracéuticos para conferir numerosos beneficios
para la salud. El consumo de nutracéuticos ha crecido en popularidad y cada vez es
mas importante identificar los ingredientes activos y los proveedores hacen
afirmaciones de salud fundamentadas sobre sus productos.

Dentro de las actividades farmacoldgicas atribuidas a los triterpenos y
esteroides que son derivados de lanostanoides con un alto grado de oxidacién. Estos
compuestos, denominados genéricamente alcoholes y acidos ganodéricos, presentes
en G. lucidum y otras especies, se les atribuye las propiedades anticancerosas,
mientras que la actividad inmunomoduladora ha sido asociada a su contenido en

polisacéaridos (Rios-Cafavate, 2008).

Los efectos demostrados experimentalmente para los triterpenos de G. lucidum

se pueden resumir en los siguientes puntos:



a) Inhibicion del crecimiento de células humanas de hepatoma;

b) Propiedades antioxidantes de acidos ganodéricos A, B, C y D, acido

lucidénico B y ganodermanotriol frente a oxidacion inducida por pirogalol
en membranas de eritrocitos y peroxidacion lipidica en microsoma
hepatico-inducida por Fe(ll)-ascorbato;

Inhibicion la actividad proteasa HIV-1, demostrada para acido
ganodérico, lucidumol B, ganodermanodiol, ganodermanontriol y acido

ganolucidico (Rios-Cafiavate, 2016).
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l1l. MARCO DE REFERENCIA
3.1 Ganoderma spp

Dentro de la gran variedad de hongos comestibles y medicinales, existen los
basidiomicetos que han sido usado en diversas regiones de Asia, conocido
cientificamente como Ganoderma sp es un género de hongos poliporo que crecen en
la madera que incluyen alrededor de 80 especies. Los basidiomicetes poseen un gran
potencial para la produccién de enzimas de amplia aplicacion en la industria
farmacéutica, alimentaria y en la recuperacion de aguas y suelos.

El nimero de especies conocidas de Ganoderma se puede estimar en alrededor
de 60-80 especies lacadas y 10-30 especies no lacadas, es probable que los nuevos
taxones estan aun por descubrirse en las regiones tropicales no muy estudiadas
(Moncalvo y Ryvarden, 2001). Este género en particular ha sido ampliamente
estudiado debido a que algunas de sus especies poseen propiedades medicinales y
gran potencial ligninolitico, también se han encontrado efectos terapéuticos
acompafnados de una alta capacidad antioxidante en los géneros Ganoderma tsugae
and Ganoderma lucidum, este ultimo es de los mas importantes, se han encontrado
cualidades medicinales, se refiere que dentro de sus propiedades cuenta con
compuestos farmacoldgicos con actividad inmunoldgicas muy importantes (Wei et al.,
2012; Echavarria y Mejia, 2010).

3.2 Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst. y sus propiedades
Ganoderma lucidum ubicacién taxondmica (Chang y Miles, 2004).
Reino: Fungi

Division: Basidiomycotina

Clase: Hymenomycetes

Orden: Aphyllophorales

Familia: Ganodermataceace

Género: Ganoderma

Especie: G. lucidum
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Ganoderma lucidum es también conocido como Reishi en Japdn o Lingzhi en
China, es un hongo basidiomiceto, y también es probablemente el género
morfolégicamente mas complejo de la familia Polyporaceae, es una especie cuya
importancia radica en su actividad biolégica y uso en la medicina, contiene terpenos,
triterpenoides tipo lanostanos, ganoderatos, acido ganodéricos, lucidumol, lucidadiol

entre otros y que tienen potencial para el tratamiento del cancer (Zhou et al., 2012).

3.3 Morfologia y fisiologia de Ganoderma lucidum
Durante las ultimas décadas, se ha demostrado que la morfologia y las caracteristicas
del cultivo de las especies del mismo género pueden ser afectadas por las condiciones
de crecimiento, esto hace una gran variedad de numeros de especies debido a que
se han identificado apoyandose en sus caracteristicas morfo-descriptivas, las formas
del basidiocarpo, el color y la forma de las basididsporas es afectada por las
condiciones ambientales, altitud y latitud donde se desarrollan (Tello-Salgado et al,
2010). Se caracteriza por tener basidiomas bi o perianuales, pileados, sésiles o
estipitados central o lateralmente con la superficie del basidiocarpo lisa, opaca o
brillante con cuticula distintiva de color café claro a purpura oscuro. Sus hifas di o
trimitico, por lo regular no presentan cistidos, sus basidiésporas son 7-25 um de
longitud van desde amarillas a color café (Quiroz-Cerezo, 2012).

Los parametros de crecimiento y la obtencidén de cuerpos fructiferos los resume
Miles y Chang (2004):
1. Temperatura: La temperatura para el crecimiento micelial oscilade 15a 35°Cy la
temperatura Optima es de 24 a 25 °C. Para la iniciacién de primordios oscila de 18 a
25 °C; y para el desarrollo de cuerpo fructifero es de 20 a 25 °C.
2. Contenido de agua en el substrato: Se mantiene entre 60% a 65%.
3. Humedad relativa: El micelio requiere del 60% a 70% de humedad; la iniciacién de
primordios de un 85% a 90% y el desarrollo de fructificacion entre 70% a 85%.
4. Ventilacion: Durante el periodo de fructificacion, la buena ventilacion es necesaria.
5. pH: El 6ptimo es de 5,0 a 5,5.
6. Luz: Durante la iniciacion de primordios, se requiere luz de aproximadamente 500

a 1000 lux; y para el desarrollo del cuerpo fructifero 750-1500 lux.
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Las condiciones de nutricion para su crecimiento incluyen fuentes de carbono
como celulosa, hemicelulosas y lignina, nitrégeno, sales inorganicas y factores de
crecimiento. El aserrin de arboles de hoja ancha y subproductos agricolas, como la
cascara de la semilla de algodon, paja, rastrojo de maiz, salvado de trigo, polvo de
maiz, polvos gruesos de salvado de arroz, sulfato de amonio, urea, etc., se emplean
en el cultivo de los cuerpos fructiferos (Rendon Hernandez, 2015).

El estudio de la funcion de los componentes que contienen este hongo, se ha
incrementado siendo de las mas destacadas, su funcidn antibacteriana,
anticancerigeno asociado a los triterpenos y polisacaridos por los mecanismos de
inhibicion de la polimerasa de ADN, post-inhibicion, modificacion y traduccion de la
oncoproteina y proteinas inmunomoduladoras fungicas (FIPS) o la estimulacion en la
produccion de citoquinas (Wei et al.,, 2012), anticandida, anti colinesterasa, anti-
complemento, antileishmania, anti-inflamatorio,  anti-invasivo,  animalario,
antioxidante, antituberculosos, antitumoral, antiviral, y las actividades citotoxicas de
terpenoides de origen de setas.

La taxonomia del género G. lucidum adn estd en estudio, el andlisis de las
secuencias de la regién ITS-ADN sin embargo se han identificado tres linajes de G.
lucidum (Curtis) P. Karst. sensu lato en México (Morales et al., 2010).

3.4 Ganoderma lucidum y sus propiedades

Se ha reportado que el hongo Reishi como también es conocido, contiene mas
de 40% B-D-glucano, esto permite que pueda activar tanto las células T y esplénica
macrofagos. B-D-glucano es el principal ingrediente de los GLPS. En un estudio
realizado por Wang et al., (1997), demuestran que los polisacéaridos extraidos de los
cuerpos fructiferos de G. lucidum pueden estimular la produccién de los IL-18 de, IL-
6, TNF-a, y-IFN y en macréfagos humanos y T-linfocitos.

Estos resultados han sido comprobados y confirman que los polisacaridos
obtenidos podrian aumentar la actividad inmune celular in vitro, asi como in vivo,
mediante la modulacion de citoquinas. Chen Hao-Yeh et al., (2010) demostraron que
el complejo de leucinas (LZ-8) podria activar macrofagos murinos y linfocitos T, siendo
los polisacéridos meramente los activadores para los macréfagos, lo que sugiere sus

diversas funciones en la activacion de la inmunidad innata y adaptativa.
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Probablemente, el efecto inmunomodulador de la biomasa de G. lucidum es
mediada por células T, la inmunidad puede explicarse por el efecto sinérgico de todas
estas sustancias biolégicamente activas, que podrian ser también situadas en la
biomasa, ya que no siempre es la accién inmunomoduladora de una forma pura o del
complejo polisacarido u otra sustancia. Sin embargo, la presencia de compuestos
bioactivos depende principalmente de la cepa, origen, procesos de extraccion y
condiciones de cultivo.

En estudios donde se ha aplicado polisacéaridos de G. lucidum en ratas Winstar
diabéticas y con hiperlipidemia, los polisacaridos aplicados exdgenamente causaron
efectos en la disminucién de la hiperlipidemia con respecto a la diabetes mucho mayor
teniendo un cambio significativo (Meneses et al., 2016; Eroglu y Beytut, 2018)

Otro estudio realizado por Ozevren et al., (2018), sobre los efectos protectores
de los polisacéaridos de G. lucidum (GLPS) como antioxidante en los tejidos de las
células del cerebelo después de la lesion cerebral trauméatica en ratas, donde el
tratamiento con G. lucidum redujo significativamente el aumento en los niveles en la
determinacion de malondialdehido y restauré el contenido de GSH, disminuyeron la
produccion de mediadores inflamatorios por microglia activada y protegieron las
neuronas dopaminérgicas contra el dafio inflamatorio y oxidativo.

Los polisacaridos de G. lucidum también se han utilizado durante mucho tiempo
como un medicamento tradicional para la reactivacion y una larga vida, cuyo cuerpo
hifal o sus componentes se informa que tienen varias actividades fisiologicas, entre
ellas el anti hiperglucémico, debido a que contiene compuestos neuro activos que
pueden inducir la diferenciacion neural y prevenir la apoptosis de las neuronas.

Por otra parte, Sun et al. (2017), estudiaron los efectos neuroprotectores de
GLPS contra la apoptosis inducida por estrés oxidativo en células cultivadas
granulares de cerebelo. Se ha demostrado que los polisacaridos de G. lucidum
suprimen la necrosis, protegen las estructuras neurales y la apoptosis neuronal, sin
embargo, los estudios histopatolégicos no revelan el mecanismo de actividad por lo
gue se necesitan mas estudios para determinar la reaccién y el punto donde se

involucran estos polisacaridos (Ozevren et al., 2018).
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El aumento de interés sobre este hongo se debe no so6lo porque es un alimento
saludable rico en polisacaridos y triterpenoides, sino también una fuente de biologica
rica en compuestos activos de valor medicinal. Muchos de sus extractos pueden ser
procesados como medicina complementaria y suplementos dietéticos.

Se han reportado contenidos de moléculas bioactivas en los extractos de G.
lucidum con diferentes proporciones estas variaran de acuerdo con los factores

ambientales, lugar de origen y la especie como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Ingredientes activos de G. Lucidum

Compuesto Contenido
Tocoferoles 141 +7 mg/100g masa seca
terpenoides 27.2 + 0,7 mg equiv. linalol / g
triterpenoides 5.6 £ 0,5 mg equiv. &cido ursélico/g
polisacéaridos 15.4 + 0,2 mg equiv. amido/g
Radicales libres 0.73£0,01 mg/ mL
Poder reductor 0.15+ 0,01 mg/ mL
Anti-tirosina 2.81+ 0,01 mg/mL
Acidos triterpénicos 26 identificados (Ac. ganodéricos C2, Ay H)

Fuente: Taofiq et al., 2017

Ganoderma presenta tres caracteristicas para la prevencion o tratamiento de
enfermedades:

1. Eluso de este hongo garantiza estar libre de cualquier toxicidad y al parecer
ausencia de efectos secundarios;

No tiene efecto benéfico o toxico dirigido para algun érgano en particular;

3. Sus efectos causan mejora sobre la normalizacion de la funcion de los
organos, es importante por sus propiedades con un alto potencial
farmacologico como macrohongos y juega un papel importante en la
prevencion de enfermedades y el tratamiento en la medicina popular;

Esto ha sido comprobado a través de pruebas farmacoldgicas modernas, que han

demostrado algunas acciones y propiedades de Ganoderma dentro las que se pueden
incluir actividad inmunomoduladoras, inducen la produccién de citoquinas, actividad

antialérgica, antitumoral, antinflamatoria, antiparasitaria, antioxidante, causando
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beneficios sobre el sistema cardiovascular, sistema respiratorio, endocrinas y sistema

metabolicas, etc. (Zhou et al., 2012).

Caoy Lin (2006), aislaron una especie de péptido polisacarido (GLPS) con un peso
molecular de 584.900 dalton a partir de un extracto de agua hirviendo del cultivo de
madera G. lucidum, seguido de precipitacidon con etanol, didlisis, y agotamiento de
proteinas, donde encontr6 que los GLPS pueden aumentar la expresion de mRNA asi
también del interferon-y (IFN-y), también se ha demostrado que promueve la

citotoxicidad especifica de linfocitos T citotdxicos.

3.5 Consumo de G. lucidum en México

México posee serios problemas de obesidad y enfermedades asociadas como
diabetes, sindrome metabdlico, hipertension, enfermedades cardiovasculares, cancer
entre otras, mismas que han reportado un costo en el sistema de salud en 2017 mayor
a $12 900 millones de dodlares en sus tratamientos, siendo un problema importante la
fuente de alimentacién ya que en su mayoria es procesada y de baja calidad (Chen,
1999), lo que conlleva a buscar alternativas viables e inmediatas como lo es proponer
estrategias alimentarias mas sanas.

Los hongos por otra parte han demostrado ser un alimento alternativo, existen
hongos comestibles que constituyen un alimento nutricional y funcional y que se han
logrado producir bajo condiciones controladas, en corto periodos de tiempo,
venciendo condiciones adversas por cambio climético siendo una expectativa real a
la solucién de graves problemas de salud y nutricion. Por sondeo y encuestas en 2012
se reportd que un promedio de 62.3% consume hongos y 37.75% no son
consumidores de hongos. Este incremento en el consumo de hongos en la sociedad
mexicana es coherente con el incremento de produccion a nivel nacional reportado en
58.5% siendo ellos un gran aporte a la seguridad alimentaria de la sociedad (Lopez-
Pefia et al., 2016).

Durante el periodo de 2003 a 2011 la mayor tendencia se detecta a comerlos
en ensaladas, quesadillas, sopas, pizzas, en lugar de usarlos como guarnicion en

platos fuertes. Actualmente, aunque la cadena alimentaria emergente experimenta un
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desarrollo enddégeno y competitividad internacional aun requiere mayor atencion. G.
lucidum no es un hongo medicinal del cual la sociedad mexicana este ampliamente
enterada de sus multiples beneficios, el consumo de este hongo en México es menor
gue en cualquier pais asiatico, se ha reportado que el consumo promedio en ese
continente es de un promedio de cuatro kilos per capita anuales, mientras que en
nuestro pais esta cifra se reduce a 300 gramos (Esqueda et al, 2010).

En México se han registrado alrededor de 16 especies (Mendoza et al., 2011;
Lépez-Pefia et al., 2016), de las cuales G. adspersum, G. applanatum, G. lucidum y
G. sessiliforme estan citadas para Sonora. El género es frecuentemente observado
en regiones tropicales, subtropicales y templadas (Torres-Torres et al.,, 2012). En
Sonora se conoce su distribucion en la zona urbana de Hermosillo, Reserva Forestal
Nacional y Refugio de Fauna Silvestre Ajos-Bavispe con caracteristicas de bosque de
pino-encino, bosque de galeria y matorral desértico y Reserva de la Biosfera Sierra
de Alamos-Rio Cuchumagquic. Sin embargo, alin existen zonas poco exploradas, como
en bosque de pino-encino, matorral subtropical y mezquital (Esqueda et al., 2010;
Lépez-Pefia et al., 2016).

3.6 Acido acetilsalicilico (AAS) como un sefializador de respuesta bioldgica
Las plantas sobreviven a una serie de factores adversos a su desarrollo como por
ejemplo estrés por calor, sequia, el aumento de la salinidad del suelo, presencia de
plagas, enfriamiento, congelacion, sequia, inundacion, estado oxidativo, aumento de
la concentracion de sal, alelos quimicos, radiacion, luz, viento, presencia de metales
pesados, etc., debido a que existen una serie de mecanismos de adaptacion y
aclimatacién de éstas a su entorno. Estos mecanismos permiten una alto grado de
plasticidad en su metabolismo celular donde existen compuestos llamados
fitohormonas las cuales desempefian un papel importante en un estado llamado
"stay-green”, este estado es un rasgo crucial para la mejora genética de varios
cultivos, lo que permite a las plantas mantener un nivel elevado de su metabolismo
fotosintético activo bajo condiciones de estrés, generando mecanismos para la
produccion de compuestos que activan defensa o soporte para mantener este estado
"stay-green" (Abdelrahma et al., 2017).
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Las fitohormonas son un grupo de diversas moléculas de sefalizacion que se
encuentran en pequefias cantidades en las células, encargadas de mediar las
respuestas fisioldgicas en plantas ante factores ambientales no favorables.

Algunos ejemplos de fitohormonas son las auxinas, giberelinas, citoquininas,
etileno y acido abscisico, otras agrupadas recientemente como grupos son los
brasinoesteroides, jasmonatos de metilo, estrigolactonas y acido salicilico y derivados.
Sus roles fundamentales en la promocion de la aclimatacién de las plantas a entornos
en cambio constante, mediacion del crecimiento, el desarrollo y la asignacion de
nutrientes han sido bien establecidos.

El acido salicilico (AS) y el acido acetilsalicilico (AAS) son compuestos de
caracter quimico fendlicos vegetales que ya han sido reconocidos como reguladores
del crecimiento de las plantas involucrados en muchos procesos fisiol6gicos, incluida
la fotosintesis a través de una mayor produccion de carbohidratos lo cual da una
mejora en las plantas y semillas, directamente aumentando su metabolismo (Purcarea
y Cachita-Cosma, 2008).

El acido acetilsalicilico (AAS) es un derivado funcional del acido salicilico
(Raskin, 1991), ampliamente conocido como “la aspirina”. Fue la primera droga
sintética del mundo que se produjo en 1897 por la Compafiia de Bayer como agente
antiinflamatorio al imitar la accién de la medicina antigua del sauce (Weissman et al.,
1991). Se realizaron estudios en 1970 con la aplicacion de aspirina contra un virus de
planta en hojas, demostrando ser efectivo el tratamiento de salicilatos para
enfermedades y sus resistencias. La aspirina que es el 4cido salicilico ha demostrado
gue este compuesto es un regulador del crecimiento generando respuestas de las
plantas ante este compuesto, se destacan la estimulacion de la oxidacion mitocondrial
el incremento de la embriogénesis soméatica en cultivo de tejidos, la proteccion a la luz
ultravioleta entre otros (Anchondo-Aguilar et al., (2011). También se demostrd estar
presente como hormonas vegetales clasicas produciendo nuevas sustancias de
crecimiento natural con funciones reguladoras en cultivo de tejidos, una de estas
sustancias es acido salicilico y sus derivados como el acido acetilsalicilico (Purcarea
y Cachita-Cosma, 2008).
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3.7 Efecto del Acido salicilico y derivados adicionados endégenamente

El &cido salicilico (AS) actia como molécula de sefial enddgena que es responsable
para inducir tolerancia al estrés abidtico en las plantas. Juega un papel importante en
la regulacién de crecimiento, desarrollo e interaccion con otros organismos Yy
respuestas de defensa a tensiones ambientales. El AAS no es esencial para la
germinacion bajo condiciones normales de crecimiento, pero juega un papel promotor
en la germinacion de semillas como se demostré6 en el estudio con Arabidopsis
thaliana bajo alta salinidad mediante la reduccion de dafio oxidativo (Purcarea, y
Cachita-Cosma, 2008).

3.8 Efecto del acido salicilico y derivados adicionados exégenamente
El AS como aplicacion exdgena otorga una mayor tolerancia en ambientes salino a
plantulas como se ha probado en pistacho, aumentando el nitrégeno, fésforo, potasio
y contenido de calcio, asi también increment6 la actividad de enzimas antioxidantes,
contenido de glutation, fotosintesis y rendimiento final. Causdé mejora en eventos
fisiologicos, bioguimicos y moleculares asociados con el crecimiento y desarrollo de
las plantas. Como suplementacion el efecto de AS ha demostrado mejora en los
parametros bioguimicos determinados en Triticum aestivum L. cuando fue sometido a
estrés por salinidad (Florido y Alvarez, 2015; Purcérea and Cachitd-Cosma (2010).
Dentro de los efectos atenuantes de AS fue la mitigacién de la fitotoxicidad del
estrés por cloruro de sodio en Zea mays L. plantulas regulando los caracteres de
crecimiento, contenido de pigmentos fotosintéticos, prolina, contenido de agua
relativa, porcentaje de fuga de electrolitos, enzimas antioxidantes y cambios en la
anatomia de la hoja fueron notados. Otro caso reportado es el de Pennisetum glaucum
(L.) R. Br., el cual present6 un incremento en la longitud la planta y raiz, pesos frescos
y secos, asi como glicina betaina y carbohidratos solubles totales, en las plantulas de
pepino generd proteccion de salinidad y aumentaron los niveles de azUcares como
glucosa, fructosa, rafinosa y estaquiosa que actian como agentes osmoticos o

nutrientes y como sefiales metabodlicas (Nambiar et al., 2012).
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Se investigb en variedades de mostaza (Brassica juncea L.) viz., (tolerantes a
la sal) donde se logré aumentar contenido de nutrientes, fotosintético y caracterizacion
de crecimiento. En tomate (Lycopersicum esculentum Mill.) donde se regul6 los

contenidos de azucar, proteinas y prolina (Purcarea y Cachita-Cosma, 2008).

3.9 Desarrollo de farmacos derivados de compuestos naturales y de G. lucidum
Muchas revisiones cientificas han documentado la utilizacion de los recursos
naturales, plantas, animales y microorganismos, entre otros, con fines medicinales
debido a que existen un namero de enfermedades de las cuales aun desconocemos
su origen y las consecuencias que de ella deriven o bien por los efectos secundarios
causado por los tratamientos aplicados para atenuarla.

También aquellas enfermedades que aun no tienen cura por lo que es
importante continuar realizando investigaciones que ayuden a tratar dichas
enfermedades, principalmente tratamientos de tipo no invasivos, no esteroides, que
comprometan el estado de la persona enferma, disminuyendo efectos secundarios o
efectos citotoxicos.

Una estrategia es la obtencion de farmacos, es decir compuestos que surgen
de diferentes investigaciones en la busqueda de moléculas, con estructuras similares
para ser empleados como tratamientos, durante los Ultimos cuarenta afios se han
sintetizado y ensayado nuevos compuestos derivados anticancerigenos,
antitumorales, antiinflamatorios, etc.

El resurgimiento de los productos naturales en el ambito del descubrimiento de
farmacos tiene su base en la introduccion de nuevos enfoques, tecnologias y
metodologias, incluyendo el disefio de moléculas bioactivas asistido por ordenadores,
soportados por las investigaciones donde se explotan las propiedades funcionales y
medicinales de plantas, animales y hongos, ejemplo de ello que a la fecha, existen
varios medicamentos basados en la composicion de G. lucidum y que estan
autorizados por el Estado de Administracion de Alimentos y Medicamentos de China

por sus siglas en inglés (SFDA) para uso clinico (Tabla 2).
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Tabla 2. Medicamentos de G. lucidum autorizados por SFDA China.

Nombre de la droga
Capsulas de Ganoderma

Tabletas de Ganoderma

Granulos de Compuestos
de G. lucidum
Jarabe de G. lucidum

Rebanadas de G.
lucidum

Vino G. longan

Capsulas de G. lucidum

Granulos de Ganoderma

Liquido oral de
Ganoderma

Capsulas de Ganoderma
y Ginseng

Tabletas dispersables de
Ganoderma

Ganoderma en gotas

Liquido para beber de G.
lucidum y gynostemma

Inyeccion de
Polisacéaridos de G.
lucidum Karst

Componentes
Extracto de
Ganoderma
Extracto de
Ganoderma
Extracto de
Ganoderma

Extracto de G.
lucidum

Extracto de G.
lucidum
Extracto de G.
lucidum

Extracto de G.
lucidum

Extracto de G.
lucidum

Pasta de G. lucidum

Extracto poderoso de
esporas de G.
lucidum

Extracto poderoso de
esporas de G.
lucidum

Beneficios

Insomnio, olvido, debilidad fisica,
neurastenia

Insomnio, olvido, debilidad fisica,
neurastenia

Hepatitis cronica

Palpitaciones, insomnio, pérdida
de apetito y neurastenia

Hepatitis cronica, neurastenia,
mareos, insomnio, Ulceras
gastrointestinales, bronquitis
cronicas, enfermedad coronaria.
Debilidad fragil posparto, anemia

Deficiencia cardiaca y del bazo,
adyuvante

terapia para pacientes con
cancer

Insomnio,

olvido,

debilidad fisica,

neurastenia

Insomnio, olvido, debilidad fisica,
Neurastenia.
Debilidad fisica

Insomnio, olvido, debilidad fisica,
neurastenia, bronquitis crénica
Insomnio, olvido, debilidad fisica,
neurastenia.

Insomnio, olvido, debilidad fisica,
neurastenia, bronquitis cronica.

Fuente: Modificada de Zeng et al., 2018.

21



Los polisacéaridos de G. lucidum (GLPS) han sido identificados como uno de los
principales componentes bioactivos dentro de la composicion funcional se ha
registrado en China como "Ji 731 Injection" desde 1973, la produccion en escala de
este medicamento inicia en 1985 y fue aprobado por la FDA China como “Inyeccion
de polisacarido de G. lucidum Karst “(Ling Bao Duo Tang Zhu She Ye) en el afio 2000
el cual fue aplicado intramuscularmente. Después de mas de cuarenta afios de uso
clinico, su eficacia, seguridad y tolerabilidad a largo plazo han sido reconocidos por
los neurélogos. Es uno de los pocos medicamentos no hormonales utilizados para
tratar las miopatias refractarias. También se utiliza como una terapia combinada, que
reduce la cantidad de glucocorticoide requerido para el paciente con miopatia, sin
reacciones adversas, y mejora la calidad de vida de pacientes que han sido tratados

con quimioterapias (Zeng et al., 2018).

3.10 Métodos de extraccion de compuestos bioactivos y funcionales

3.10.1 Extracciones en frio

Muchas investigaciones son dirigidas a maximizar la produccion y utilizacion de
moléculas funcionales presentes en hongos como por ejemplo los polisacéaridos,
triterpenos, esteroles, lectinas y proteinas. Estas moléculas se han aislado de G.
lucidum y otras especies estrechamente relacionadas. Dentro de los compuestos que
son mas ampliamente investigados estan los polisacaridos bioactivos, los glucanos
con una configuracion, B-1-3 y B-1-6 D-glucano. La estructura basica de estos
compuestos es 3-1-3 D-glucopiranosido con 1 a 15 unidades de cadenas laterales de
monoglucosido 3-1-6.

Se han desarrollado numerosos métodos de extraccion, cuyo objetivo es la
obtencién de extractos con mayores rendimientos y menores costos. Tal es el caso
de la extraccion con solventes organicos, disolventes como metanol, etanol y acetona.
Un procedimiento preliminar para la extraccion de polisacéridos de G. lucidum implica
la extraccion con disolvente. Como procedimiento general, existe una amplia similitud
en los diversos métodos para extraer polisacaridos de los cuerpos fructiferos del
hongo, del micelio y del medio liquido, sin embargo, estos métodos son inaceptables

cuando el uso es para el humano (Askin et al., 2010).
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Existen varias técnicas novedosas para la extraccion de antioxidantes naturales
a partir de materiales vegetales, incluyendo extraccion asistida por ultrasonido (EAU),

extraccion asistida por microondas (EAM) (Huang et al., 2009).

3.10.1.1 Maceracion: La maceracion es un proceso que se emplea para extraer
compuestos activos de un solido hacia un liquido. La materia prima o producto solido
contiene ciertos compuestos que son solubles en el liquido que se utiliza como
extractante y el propdsito es precisamente el de extraer los compuestos presentes. El
resultado final es un producto macerado (Huang et al., 2009).

Para obtener extractos liquidos de los hongos medicinales se sumerge el hongo
en un disolvente elegido, durante el tiempo necesario, cuidando que no exista una
descomposicion de los componentes. Este método se utiliza principalmente cuando el
hongo contiene ciertos principios activos que podrian modificarse o perderse con un
proceso diferente, como puede ser la temperatura por infusion, entre otros (Huang et
al., 2008).

La tintura es un ejemplo de maceracion de plantas. Una tintura se elabora
poniendo las plantas o cortezas molidas finamente en alcohol o vino tinto dentro de
una botella, la cual se ha cerrado con una tapa hermética. El tiempo utilizado va a
depender de la planta que se utilice. Se debera agitar con suavidad uno media hora o
mas como minimo una vez al dia (Huang et al., 2009).

Existen, basicamente, dos tipos de maceracién: En frio y en caliente

Maceracion en frio: El elemento sélido se sumerge en la menor cantidad de
liquido posible. Debe tener el suficiente como para cubrir totalmente del producto que
se pretende macerar. El tiempo lo va a determinar el producto base. La maceracion
en frio tiene la ventaja de que se consigue extraer todas las propiedades de la materia
prima sin que esta sea alterada.

Maceracion con calor: Sigue el mismo proceso que macerar en frio, pero varia
el medio en el que se va a extraer. También el tiempo necesario varia sustancialmente,
pues el calor altera el proceso de extraccion. Como referencia, podemos establecer
gue 3 meses de maceracion en frio se corresponderian a 2 semanas de maceracién

en calor (caso de plantas y hierbas medicinales). Tiene una desventaja frente a
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macerar en fio. La maceracién en calor no consigue una esencia integral de la materia
prima, ademas, se alteran ciertos compuestos termolabiles. Frente a esto se intenta
dar solucién acortando los tiempos de extraccién mediante extracciones con corriente
de vapor (Huang et al., 2009).

3.10.1.2 Ultrasonido: El interés por los compuestos presentes en las plantas a
nivel industrial hace necesario que se busquen técnicas de extraccion de estos
compuestos mas eficientes y asi incrementar su aplicacion y de compuestos de interés
0 bien de subgrupos naturales de compuestos encontrados en distintas plantas, tales
como las isoflavonas de la soya, los flavonoides, diversos antioxidantes y acidos
organicos de plantas, frutas, hongos cuyo uso ha reportado efectos biolégicos
positivos por lo que el area de extracciones a nivel industrial se incrementa asi como
su aplicacion en el area alelopatica, que consiste en usar sustancias propias de la
planta para controlar el crecimiento de otras plantas (Huang et al., 2009).

Las primeras aplicaciones fueron en 1917 no como una técnica usada para la
obtencion de compuestos quimicos, sino en tecnologias de procesamiento. Existen
diversos tipos de ultrasonido la cual es una técnica para extraccion de compuestos en
forma no invasiva ni destructiva, se divide en ultrasonido de sefial y ultrasonido de
potencia.

Ultrasonido de sefal, en esta técnica el producto modifica la sefal y esta
modificacion brinda informacion sobre dicho producto. Por ejemplo: grosor de cascara,
carcasa de animales vivos, medicion de grosor de cascara de huevo, etc. (Azuola y
Vargas, 2007)

Ultrasonido de potencia, este método se considera una técnica prometedora
para la industria de alimentos y farmacos, son sefiales de alta intensidad que utilizan
frecuencia variable para producir cambios fisico y quimicos en el medio a traves de la
generacion y subsiguiente colapso de burbujas de cavitacion, las cuales aparecen,
crecen y colapsan dentro del liquido, esto golpean la superficie solida, requiriendo un
medio liquido y una fuente de energia y un transductor el cual convierte la energia
eléctrica o cinética en energia acustica. Este método presenta como ventajas de
eficiencia y simplicidad sobre métodos tradicionales como extraccion por solvente a

temperatura ambiente, reflujo térmico y soxhlet (Azuola y Vargas, 2007).
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Las técnicas que se emplean para la identificaciéon de biocompuestos deben ser
econdmicas, segun el estudio de Azuola y Vargas (2007), la técnica de ultrasonido
tiene una eficiencia 70 veces mayores que la extraccion por solventes, 11 veces mayor
gue la extraccién por destilacion y 35 veces mayor gue la extraccion por soxhlet para

la recuperacion de flavonoides en plantas.

3.10.1.3 Microondas: El método de extraccion a base de microondas tiene ventajas
asociadas sobre los métodos tradicionales de extracciones, ya que es un sistema de
extraccion sellado, esto permite que la temperatura del disolvente alcance su punto
de ebullicibn a mayor presion y resulta en una mayor eficiencia de extraccion de
compuestos bioquimicos con menor tiempo de incubacion.

La extraccidén a base de microondas se ha utilizado para obtener eficientemente
fenoles de té, pectina de cascara de naranja y aceites esenciales de las hojas de
romero y menta, curcuminoides, se ha extraido 6ptimamente utilizando el método de
microondas a base de liquido iénico (Sarma et al., 2018).

3.10.2 Extracciones en caliente

La extraccion de agua caliente es la tecnologia mas utilizada para la extraccion de
polisacéaridos, aunque se ha reportado que existe un rendimiento bajo de recuperacion
de polisacéridos, por lo que se sugiere investigar mas sobre técnicas de extraccion de
compuestos funcionales de hongos (Askin et al., 2010).

Junto con esta tecnologia se ha usado el ultrasonido o microondas que son
técnicas de extraccion asistida con el objetivo de acelerar y mejorar los rendimientos
de obtencion de compuestos bioactivos. Sin embargo, se reporta que solo el 3% de
experimentos preliminares no tan fueron eficientes, ya que aun quedaban
polisacéaridos en el agua (Huang et al., 2010).

También se utiliza extracciones a un pH alcalino, con condiciones Optimas de
extraccion a una temperatura de 60 °C, un tiempo de 77.3 min, con hidroxido de sodio
a una concentracion del 5.1%. El rendimiento del polisacarido de G. lucidum fue de
8.21% (Askin et al., 2010). Otros métodos de extraccidon convencionales son como la
extraccion de agitacion y la extraccion de Soxhlet, que generalmente consumen

mucho tiempo y laboriosos (Huang et al., 2009).
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3.10.3 Extraccién en fluidos supercriticos

El agua subcritica como disolvente no polar puede extraer sustancias hidrofobas por
lo que ha sido ampliamente aplicado a diversas técnicas de purificacion, incluida la
extraccion de diferentes clases de compuestos a distintas temperaturas (Askin et al.,
2010).

Recientemente, la técnica supercritica con didxido de carbono (SCCO2) y el
agua caliente a presion o el agua subcritica ha cobrado gran interés como solvente
alternativo para la extraccion de compuestos naturales activos. EI SCCO: es la
eleccion para la separacion de los compuestos deseados sin dejar residuos toxicos
en extractos y sin riesgo de degradacion térmica de productos procesados como
hierbas, especias, frutas y vegetales (Askin et al., 2010).

El uso de este tipo de extracciones es una tecnologia que tiene una serie de
ventajas tales como: son limpias, rapidas, econémicas, eficientes, tiene la posibilidad
de automatizacion y buena selectividad debido a la facilidad de modificar la polaridad
del medio de extraccion (Askin et al., 2010). Existen dos tipos de extraccion en esta
técnica, una extraccibn semicontinua y una extraccion continla en ambos casos
usando chaquetas de calentamiento y de bombas a alto vacio, con la finalidad de

extraer mas eficientemente los compuestos funcionales (Huang et al., 2009).

3.10.4 Estudios realizados para caracterizacion quimica de G. lucidum

En los dltimos afos, los productos naturales aislados de hierbas y plantas han recibido
una atencion sustancial por su potencial como nuevos medicamentos contra una
amplia variedad de enfermedades entre ellas el cancer (Wang et al., 2018).
Ganoderma con sus diferentes especies es muy utilizada para obtener o sintetizar
diversos farmacos contra estas enfermedades y también se usan como alimentos
funcionales. G. lucidum en particular, produce varios metabolitos con actividad
biolégica, por ejemplo, compuestos terpenoides, exopolisacaridos y polisacaridos en
general, que han demostrado ser responsables de las propiedades medicinales (Ye
et al., 2018; Esmaeilzadeh et al., 2019).
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Se ha encontrado que los acidos ganodéricos poseen efectos
hepatoprotectores, antihipertensivos, anti-VIH, hipocolesterolémicos,
antihistaminicos, antitumorales y diversos efectos sobre la agregacion plaquetaria 'y la
inhibicion del complemento. Los exopolisacaridos poseen efectos antitumorales a
través de la inmunomodulacion y la anti-angiogénesis.

Ademas, los polisacaridos tienen efecto protector contra los radicales libres que
reducen el dafio celular causado por mutagenos (Esmaeilzadeh et al., 2019). Debido
a estas propiedades el estudio y la farmacologia de G. lucidum es mayor cada vez, tal
como en el caso de su aplicacion en tratamiento de lesiones de la médula espinal, en
ratas, donde se les administré polisacaridos de G. lucidum (GLPS) en una dosis de
400 mg/kg/dia a través de sonda gastrica. Analisis histolégicos, posteriores de las
enzimas producidas por la presencia de los exopolisacaridos determinando por
espectrofotometria la actividad enzimatica se encontré que el extracto de G. lucidum
redujo las expresiones de los factores proinflamatorios y citotoxicos de la microglia
activada y protegié eficazmente las neuronas dopaminérgicas contra el dafio
inflamatorio y oxidativo celular (Huang et al., 2009; Aysun et al., 2018).

Se ha reportado que los polisacéridos de G. lucidum estan compuestos de I-
arabinosa, d-manosa y d-glucosa en una proporcién molar de 1.329:0.372: 2.953 asi
también se han detectado un total de 17 aminoacidos conjuntos con los polisacaridos
y péptidos (Wang et al., 2018). Se ha demostrado que los GLPS son eficaces para
inhibir el crecimiento de tumores in vivo a través de multiples mecanismos,
particularmente a través de la activacion de células efectoras inmunes como los
linfocitos, macrofagos y células asesinas naturales, también se ha descubierto que los
GLPS inhiben los procesos de neovascularizacion inducidos por tumores (Boh, 2013).

Debido a que los GLPS son tan importantes se han realizado diferentes
modificaciones para su obtencién y lograr optimizar sus funciones ya sea por la
obtencion de GLPS en la forma comun, es decir ,por sustratos de maderas o bien a
partir de gramineas (Lin et al., 2003) logrando con esto modificar la composicion de
aminoacidos y sus pesos moleculares los cuales se determinan  mediante
cromatografia de permeacioén en gel de alto rendimiento (HPGPC) y sistemas HPLC,

haciendo una identificacion de los monosacaridos por el tiempo de retencion de los
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picos generados por comparacion de estandares como ramnosa, fructosa, xilosa,
arabinosa, glucosa, galactosa y manosa (Boh, 2013) .

Se han detectado 17 aminoacidos en péptidos de G. lucidum que incluyen
a Asp, Thr, Ser, Glu, Gly, Ala, Cys, Val, Met, lle, Leu, Tyr, Phe, Lys, His, Arg y Pro,
con una relacién de masa respectiva de: 1.45:1.08:1.12:1.45:0.84:0.87:0.19:0.64:
0.01:38:0.56:0.23:0.47:0.58:0.30:0.53:0.60 (Boh, 2013).

G. lucidum asi como otros hongos son cada vez mas importantes como
alimento y también como medicina debido a su contenido fendlico y antioxidantes. El
perfil de la composicion fendlica de estos hongos se ha estudiado y determinado por
técnicas como el método del reactivo de fenol de Folin-Ciocalteu, cromatografia de
liquidos de alta resolucion (HPLC) y ensayos de potencia antioxidante reductor férrico,
para determinar la captacion de radicales y los compuestos fendlicos. (Kim et al. 2006;
Can et al. 2014).

Otros compuestos de suma importancia en la composicion de G. lucidum son
los terpenos, que generalmente son analizados por la técnica de cromatografia liquida
de fase reversa optimizada con deteccion de un detector de diodos y espectrometria
de masas en tandem con trampa de iones por electropulverizaciéon (HPLC-DAD-ESI-
MS). De estos se podrian clasificarse en cinco tipos dependiendo del comportamiento
de fragmentacion bajo estas condiciones (Figura 5).

Esto ha dado como resultado la informacion clave de fragmentacion,
obteniendo que la divisién en los anillos C y D a pesar de las pérdidas predominantes
de H2O y CO2 dan un total de 38 triterpenoides en G. lucidum que se han
caracterizados en funcion del espectro de masas en tandem de los picos de HPLC
(Yang et al., 2007).
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Figura 5. Via de fragmentacion de terpenos por HPLC-DAD-ESI-MS (Yang et al.,
2007)
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Existen también estudios donde se ha intentado incrementar la produccién de
compuestos funcionales que ya estan en la naturaleza de G. lucidum donde se han
reportado que el contenido de polisacaridos y triterpenoides en de los cuerpos
fructiferos es de alrededor del 0,5% y el 1,0% (Chen et al. 2007), respectivamente.
Esto limita los beneficios para la salud y la eficacia terapéutica de este hongo, por lo
gue se ha tratado de promover la produccion de mas compuestos adicionando calcio
y acido salicilico (AS) en el sustrato, obteniendo como resultado que el calcio
adicionado no interviene en la produccion de triterpenos mientras que el AS aumenté
el contenido de triterpenoides en un 23,32%, la induccion combinada incremento el
contenido de polisacaridos y triterpenoides en 9.02% y 13.61%, respectivamente (Ye
et al., 2018).

Los triterpenoides se sintetizan a traves de la via del mevalonato por medio de
una serie de reacciones quimicas, formando primero al escualeno, y finalmente a
lanosterol. La determinacion de triterpenoides se ha determinado en funcién de una
reaccion de coloracion que involucra vainillina-acido perclérico, acido acético glacial y
acido ursolico con triterpenoides, por absorcion segun lo descrito por Chen et al.,
(2007).
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IV. PROBLEMA DE INVESTIGACION

G. lucidum es uno de los hongos medicinales mas conocidos y empleados en China
y el mundo, que al igual que muchas plantas medicinales se usan como nutraceuticos,
existen diversas formas de aprovecharlo como lo es a traves de la obtencion de sus
extractos ricos en compuestos como taninos, flavonoides, terpenos, esteroides,
azucares, glucanos y proteinas (Yamashita, et al., 2015). Sin embargo, existen poco
apoyo en la generacion de politicas publicas transversales que permitan promover
productos que contengan este hongo, de uso etnolégico, con un aprovechamiento
sustentable.

El principal problema es que al tratar de promover estos productos no se
encuentran homogenizados en su contenido por lo que no garantizan su efectividad.
El Colegio de Posgraduados Campus Puebla, se encuentra promoviendo un paquete
biotecnolégico basado en su investigacion, el cual propone una solucion a esto, en
materia de hongos, particularmente en G. lucidum para lo cual se podrian encontrar
plataformas importantes como promotor de los productos naturales por lo que el
generar informacion para un futuro poder hacer el registro de este producto es muy
importante .

En la pagina electronica Institucional de la Comisién Federal para la Proteccion
contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS), establece algunos lineamientos donde indica
gue es necesario generar el conocimiento para fundamentar el uso y consumo seguro
de productos alimenticios y medicinales. Como lo menciona “con fundamento en los
articulos 39 de la ley Organica de la administracion Publica Federal 4o., fraccion lli,
194, fraccion |, 212 y 215, fracciones | y V de la Ley General de Salud; 1o., fracciones
VI, IX y XVII, 22, 117, 128, 132 y 169 del Reglamento de Control Sanitario de
Productos y Servicios, y 50., fraccién XVII del Reglamento Interior de la Secretaria de
Salud, y Considerado en el Programa de Nacional de Salud 2014-2019 que establece
la regulacion y el control de los riesgos sanitarios que tienen como propdésito proteger
a la poblacién contra aquellos factores o eventos exdgenos que ponen en peligro la
salud o la vida humana” citado en los articulos 234 y 245 de la Ley General de Salud
indican que debe existir informacion que respalde al producto como una medida de

proteccién a la salud de la poblacion.

31



No existen productores que garanticen productos 100% confiable en cuanto a
productos de hongos y sus derivados en sus diferentes presentaciones, por lo tanto,
el contar con un paquete biotecnolégico que garantice dichas propiedades es
necesario. El cultivo de G. lucidum y sus productos enriquecidos permitira desplazar
del comercio a los “productos milagro” que son una serie de productos que no cumplen
con un sistema de calidad estandarizado. Como ejemplo de esto, el producto conocido
como “Charakani” que numera los beneficios de G. lucidum, sin embargo COFEPRIS
ha impuesto leyendas que advierten esta situacion como “El producto no ha sido
evaluado por la autoridad sanitaria, por lo que no se han comprobado los efectos
terapéuticos que se le atribuyen”, “El uso de este producto puede sugerir el abandono
de un tratamiento prescrito por un médico para los problemas de salud” y “Este
producto puede no ser seguro y dafiar la salud de los consumidores” (Cofepris, 2018).

Esto hace necesario que exista un mayor estudio de las propiedades beneficas,
medicinales y probioticas de este hongo a la salud del humano debido a la presencia
de compuestos propios del hongos y por un incremento en su concentracion, esto se
logra por la propuesta de la adicién de acido acetilsalicilico para la estimulacion de
una mayor expresion de compuestos probiéticos y nutraceuticos como se refiere en el
presente trabajo y en lo reportado con bioensayos de Meneses et al., (2016), donde
se comprueba el efecto de adicion de acido acetilsalicilico (AAS) por lo que es
importante caracterizar e investigar la naturaleza quimica de las moleculas bioactivas

presente en estos y determinar si son beneficos al ser humano.
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V. HIPOTESIS Y OBJETIVO
5.1 Hipotesis
Existe un incremento en la produccion de moléculas bioactivas en extractos obtenidos
de los basidiocarpos de G. lucidum con la adicion de &cido acetilsalicilico durante su
cultivo. El incremento de estos compuestos potencializa las propiedades funcionales

y medicinales en la salud humana.

5.2. Objetivo general

Caracterizar fisicoquimicamente los extractos hidroalcohdlicos de basidiocarpos de G.
lucidum mexicano cultivados de forma tradicional y con adicién de AAS y evaluar a
través de las moléculas bioactivas presentes, el impacto potencial de sus propiedades
medicinales y funcionales en la salud humana.

5.2.1 Objetivos especificos

Obtener basidiocarpos de cultivo tradicional y basidiocarpos con sustratos
adicionados con AAS.

e Obtener el extracto hidroalcohdlico de los basidiocarpos de G. lucidum obtenidos de
cultivos tradicional y cultivo con adicién de AAS.

e Caracterizar los extractos hidroalcoholico de los basidiocarpos de G. lucidum
obtenidos de cultivos tradicional y con adicion de AAS.

¢ Proponer una estrategia que permita Impulsar la aplicacién del paguete biotecnolégico
de mejoramiento de las propiedades de G. lucidum a través de la adicion de AAS en

base a los resultados obtenidos de las caracterizaciones.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Diagrama general de la metodologia

Caracterizacion f-q del extracto estandarizado de G. lucidumy
analisis de su impacto potencial en la salud humana

Obtencién de basidiocarpos en dos tipos
de cultivo

a) Sutrato tradicional
b)Sustrato adiciondo con AAS

-

Obtencion de
extractos
hidroalcohdlicos

Determinacién de
densidad

|| Determinacién de

indice de refraccidn

Comparacion de
perfiles por RMN

Determinacién de
azUcares método deH

Determinacion de

compuesto

Determinacion de
AAS por HPLC

Fehling organicos por RMRI
Determinacion de
|| compuestos
organicos por CG-
\ EM
RESULTADOS

Estrategia que permita Impulsar la aplicacion del paquete
biotecnoléaico de mejoramiento de las propiedades de G. lucidum

Figura 6. Diagrama general de metodologia.
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6.2 Obtencidon de basidiocarpos

El material bioldgico utilizado fue G. lucidum (Curtis) P. Karst y catalogado como la
cepa CP-145, que se encuentra depositado en el Centro de Recursos Genéticos de
Hongos Comestibles, Funcionales y Medicinales, Campus Puebla, México del Colegio
de Posgraduados (CREGEN-HCFM) (Figura 7).

Los basidiocarpos se cultivaron en sustratos solidos estériles a base de serrin
de encino, con la formulacion estandarizada de cultivo, en bolsas de polipropileno con
capacidad de 2 kilogramos con un microfiltro para el intercambio de gases.

Cada bolsa se inocul6 con 50 g semilla de G. lucidum, posteriormente se incubd
a 24-25°C en oscuridad, se fructificaron a 20-25°C con una humedad relativa del 60-
70% (figura 8), obteniéndose dos tipos de basidiocarpos: los que se adicionaron en el
sustrato con AAS a una concentracion de (10 mM) y basidiocarpos con cultivo

tradicional (control) (Meneses et al., 2016).

HCFM.
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Figura 8. Cultivo de G. lucidum sobre aserrin de encino en bolsas de polipropileno con
filtro, bajo condiciones controladas.

6.3 Sustancias quimicas y reactivos

El 4&cido acetilsalicilico = 99,0%, dimetilsulféxido (DMSO) grado HPLC, =99,7 N, O Bis
(trimetilsilil) acetamida (BSTFA) con trimetilclorosilano (TMCS) agente derivatizante y
Metanol-D4 = 99.8 atomo, se adquirieron de Sigma-Aldrich, E.U.A., acido ganoderico
C2 (3B, 7B, 15A, 25R3)-,7 acido 15-trihidroxi-11,23dioxo-lanost-8-in-26-oico CAS:
103773-62-2 de ChromaDex E.U.A. Todos los demas productos quimicos utilizados

fueron de pureza grado analitico.

6.4 Obtencién de extractos hidroalcoholicos
Los extractos de los basidiocarpos se obtuvieron de la siguiente forma: se pesaron
100g de material biologico (G. lucidum cultivo tradicional) seco y molido, se maceraron
con 1000mL de etanol al 32% durante 24 horas, pasado el tiempo se filtr6 en papel
filtro con poro medio, el extracto filtrado se concentré en un rotavapor (Hanshin) a
presion reducida y temperatura de 38°C y 90 rpm hasta obtener un volumen menor de
100 mL, se aforé a 100 mL con el mismo tipo solvente (nuevo), el cual también se
utilizé para el lavado del matraz en el que se concentro el extracto (Figura 9).

La misma operacioén se realizd, pero ahora con 100g de basidiocarpos de hongo
adicionado con AAS a una concentracion de 10 mM (cultivado con adicion de AAS en
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el sustrato). Procedimiento patentado por (Martinez-Carrera et al., 2014, MX322035-
B, 8 julio), (Meneses et al., 2016).

Maceracion

/etanol N s
32% " =
) |
24 h

Figura 9. Obtencién de extractos hidroalcohélico al 32%.

6.5 Caracterizacion de los extractos
Se establecieron parametros fisicoquimicos que permitan medir las diferencias de una
forma sencilla y rapida, asi como el uso de técnicas que nos permitan la identificacion

de la composicion en el contenido de ambos extractos.

6.5.1 Determinacion de la densidad
La densidad en una sustancia es una propiedad intensiva de la materia, con afectacion
de la temperatura, estd dada por el cociente de la masa de la sustancia por cada

unidad de volumen, se determina a través de la expresion de:

Donde
0= es la densidad
m=es la masa de la sustancia y v=es el volumen

La densidad se determin6 por medio de un picnémetro de 25 mL (marca Kimakx,
USA) perfectamente limpié lavado con acetona y seco, se determiné la masa del
picnébmetro completo; se tara en una balanza analitica (marca Ohaus), se procedio a
llenado con el extracto homogenizada evitando la formacion de burbujas de aire, se

midié la temperatura con un termdémetro a continuaciéon se tap6 el picnémetro
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permitiendo que la muestra subiera por el capilar de la tapa limpiando el exceso que
pudiera derramar (Figura 10).

Se realizaron tres mediciones durante los préximos 30 minutos controlando la
temperatura a 20°C £ 0.2°C la expresion de los datos se manejé hasta la tercera cifra

decimal.

v

Llenar

con el extracto
limpiando el
exceso

—

2010.2°C

Figura 10. Determinacion de densidad en los extractos control y adicionado con
AAS por el método del picnémetro.

6.5.2 Determinacion del indice de refraccién

A los extractos obtenidos partir de los basidiocarpos G. lucidum se midieron los indices
de refraccion siendo este el criterio que se utiliza como indicador aproximado de los
sélidos presentes en soluciones que contengan principalmente sacarosa (NMX-F-436-
SCFI-2011).

Primeramente, se limpia el prisma del refractometro ABBE (ATAGO, NAR-1)
con etanol y un pafio suave y limpio, se colocaron 2-3 gotas de agua destilada para
calibrar el equipo a un valor de 1.333 a 25°C, se limpi6 nuevamente el prisma y
posteriormente se colocaron 2-3 gotas del extracto en el refractometro. Observar la

escala del refractémetro y se anot6 la lectura indicada a 25°C (Figura 11).
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Figura 11. Refractdmetro ABBE utilizado para determinacion de indice de

refraccion de los extractos.

6.5.3 Determinacién y cuantificacion del 4cido acetilsalicilico en los extractos

6.5.3.1 Determinacion de AAS

La presencia del AAS en el extracto de los basidiocarpos de G. lucidum se realizé
utilizando un cromatégrafo de liquidos de alta resolucion (Agilen Technologies 1100)
con columna C18 (250 x 4.6 mm x 5um) a un flujo de 1.0 mL/min, la fase movil
agua:metanol:acido fosférico (500:400:100) isocrético. Se prepard un estandar de 14
pHg/mL de AAS disuelto en metanol y se inyect6 10 uL directamente en forma manual
en el cromatografo HPLC, con las condiciones ya mencionadas. Para establecer el
tiempo de retencion del AAS (Pauwels et al., 2012)

6.5.3.2 Cuantificacion de AAS

La cuantificacion del AAS en los extractos se realizd a través de una curva de
calibracion en un rango de 2.65 a 63.6 ug/mL, se determind la linealidad del método,
continuando con la repetibilidad y reproducibilidad del método inyectando 7 veces la
concentracién de 40ug/mL y finalmente la exactitud con la misma concentracion (ISO
10012:2003). Las muestras homogenizadas, se centrifugaron a 2500rpm en una
(centrifuga Eppendorf) a 25°C, para eliminacidon de particulas suspendidas, en todos
los casos se inyectaron 10 pL en forma manual al HPLC (Figura 12), (Pauwels et al.,
2012).
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Figura 12. Diagrama de trabajo para la determinacion de AAS por HPLC.

Para el célculo de la linealidad se determiné por ecuacién de la recta:
y=mx+b>b

Donde:

y = respuesta de deteccién

m = pendiente

X = concentracion

b = ordenada al origen (ISO 10012:2003)

6.5.4. Comparacion del contenido en los extractos por Resonancia Magnética
Nuclear (RMN)
Se colocé 1mL del extracto en un vaso de precipitados de 5mL se llevo a sequedad a
45°C en un horno de secado (Goldbrunn400), una vez seco se disolvié en 0.7 mL de
metanol deuterado (Metanol d4) se homogenizé perfectamente. Posteriormente, se
filtré con algoddn previamente desengrasado con éter de petréleo y seco para la
eliminacién de particulas, el filtrado se llevé al tubo de 0.5mm de la muestra del equipo
con ayuda de una pipeta Pasteur, se coloco el tubo en el equipo de RMN (Bruker
BioSpin Gmb) a un espectro de 500 MHz a 27°C, se corrié el método de acuerdo con
meétodo operativo del equipo.

Se determiné para cada extracto el perfil de protones (*H) y carbono (*3C) los

perfiles obtenidos se compararon con los resultados reportados por Roy et al., (2009).
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Figura 13. Espectrofotdmetro de RMN usado en la comparacion de perfiles de

los extractos

6.5.5 Determinacion de polisacaridos por el método de Fehling.

Esta técnica se utilizé para determinar el contenido de azlcares reductores en forma
de glucosa o alguna otra aldosa, polimeros de glucopiranosidos y polialcoholes
presentes en los extractos de G. lucidum. En este ensayo, la presencia de aldehidos,
pero no de cetonas se detecta mediante la reduccion de la solucién azul oscura de
cobre (Il) a un precipitado rojo de oOxido de cobre insoluble. Se prepararon dos
soluciones: la "A" de Fehling utiliza 7 g de CuS0O4.5H20 disueltos en agua destilada
gue contenia 2 gotas de acido sulfurico diluido. La "B" de Fehling usa 35 g de tartrato
de potasio y 12 g de NaOH en 100 ml de agua destilada.

Se preparé el licor de Fehling con 15 ml de solucion "A" que contiene sulfato de
cobre pentahidratado al 7% con 15 ml de solucion "B" que es tartrato sodico-potasico
al 35%, se llevd a calentamiento a 60°C con agitacion constante.

Se adicioné el extracto a una bureta de 50mL (Kimax), recordar eliminar las
burbujas del sistema.

Se fue adicionando la muestra del extracto a una velocidad de 3 gotas/segundo,
al matraz que contiene el licor de Fehling en calentamiento, la coloracion azul intenso
de la solucion cambia a azul celeste durante al menos 1.5 minutos, en este momento
se adicionaron 3 gotas de indicador de azul de metileno, y se continué con el
calentamiento hasta obtener un color amarillo con precipitado rojo (Figura 14).

Se midié el gasto de la muestra que se tituld. Se usé glucosa a 1 mg como
estandar (Cardoso et al., 2001; Laine et al., 2002).
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Reactivo de Reactivo de
Fehling P Fehling “B” ! >
Solucion “A” Titular con
la muestra
Cambio de
coloracion

Figura 14. Reduccién de azucares por la técnica de Fehling.

Con los valores obtenidos se calcul6 el porcentaje de azlcares reductores con la

siguiente formula:

Factor de Fehiling

1 ml de muestra
100 mlde aforo

AzGcares Reductores =

*ml de vol de titulacion

6.5.6 Identificacion de compuestos organicos por Resonancia Magnética Radio
6nica (RM RI)
Esta técnica se ha propuesto recientemente para el analisis de vegetales y suelos.
Los extractos fueron sometidos al analizador de resonancia magnética cuantica
(MARSIIl, Bruce Copen), donde se escanearon varios compuestos como
aminoacidos, acidos organicos, enzimas, carbohidratos, grasas y proteinas, todos
ellos fueron por comparacion de la proporcién de la abundancia de compuestos
presentes en ambos extractos y la identificacién de estos compuestos con la base de
datos del analizador (Figura 15).
La medicion es directa ya que la muestra se coloca directamente en la superficie de
la celda del analizador y la lectura se obtiene en una escala de respuesta de
abundancia, las ventajas que presenta es que no hay una manipulacion de la muestra,
ni gasto de reactivos.

La muestra se coloca directamente en el porta muestras del equipo obteniendo
una lectura a los 10 segundos, sin el uso de solventes, reactivos u otro tratamiento.
El analizador tiene una base de datos donde se seleccionan los compuestos de interés

para ser monitoreados en este caso polisacaridos, generando una tabla de datos que
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comparoé los resultados de la muestra con las referencias del software, la respuesta

se da en abundancia (http://copen.com.mx/nueva/mars3-analisis.php).
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Figura 15. Analizador de Resonancia magnética cuéntica radio Ionica
(https://www.copen.us).

6.5.7 Determinacién de compuestos por cromatografia de gases acoplado a
masas (CG-EM)

6.5.7.1 Preparacion de la muestra con extraccion con cloroformo

Se colocaron 100 mL del extracto en un embudo de separacion de 1L (Kimax) y 10
mL de cloroformo grado HPLC, se realiz6 una extraccion liquido-liquido durante 5
minutos con agitacion contante y vigorosa, se realizaron tres extracciones por cada
extracto, se dejo separar las fases y se filtré con un papel filtro poro fino, que contenia
una capa de sulfato de sodio anhidro, el filtrado se llevé a concentracion a 2 mL en
rotavapor (Hanshin), se inyecté 1 uL en el cromatografo de gases acoplado a masas
(Figura 16).

Posteriormente, el concentrado obtenido se llevo a analizar por cromatografia
de gases acoplado a masas, el cual se realizé utilizando un cromatégrafo de gases
(Agilent Technologies 7890), acoplado a un espectrometro de masas (Agilent,
Espectrémetro de masas 5975) (CG-EM), se inyectdé 1 pL del extracto bajo las
siguientes condiciones cromatograficas: columna DB-5MS de 0.5um*30m*0.25um DI,
temperatura del inyector 180°C, temperatura del detector 220°C, con una rampa que
inicia 56°C/1min, 10°C/1min, 196°C/1min, 20°C/1min, 260°C/5min., Inyector en modo
split/spitless.
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Posteriormente, al andlisis de las muestras, se obtuvo un cromatograma con los
compuestos contenidos en cada muestra el cual fue analizado y comparado con la
biblioteca NISTO08.

Figura 16. Extraccion liquido-liquido con cloroformo de los extractos de G.

lucidum.

6.5.7.2 Extraccion con trimetilclorosilano (TMCS) para polisacaridos vy
polialcoholes por CG-EM
Comunmente la deteccion de polisacaridos en muestras de esta naturaleza se
determina por cromatografia liquida de alta resolucion (high pressure liquid
chromatography, HPLC) debido a que la mayor composicién del extracto es de
naturaleza hidrofilica, esto hace que la capacidad de separacion y la sensibilidad de
los sistemas LC son generalmente mas altas que las obtenidas utilizando métodos
CG-EM. En el caso de CG el andlisis requirié una mayor manipulacion de la muestra
como es el caso de la derivatizacion de los compuestos como los azlcares, para
conferir mayor estabilidad, que generalmente se basa en la metilacion del
monosacarido/metilglicésido usando trimetilclorosilano (TMCS), determinando estos
compuestos a traves de la formacion del éster correspondiente (Sarossy et al., 2012).
La extraccién para la identificacion de compuestos organicos por derivacion con
TMCS se llevé a cabo en un vial de reaccion de 40 mL, se pipetearon 10 mL de del
extracto muestra, se adicion6 20 mL de disolvente de extraccion (acetonitrilo: agua:
acido acético, 25: 75: 5 v/ v/ v). La muestra se mezclé durante 5 minutos y se dejo

estabilizar durante 5 minutos, se centrifugd a 2500 rpm durante 5 minutos a
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temperatura ambiente, el sobrenadante se elimind y se llevé a sequedad con una
corriente de N2 a 35°C, el residuo seco se redisolvid en 200 pL de N, O Bis (trimetilsilil)
acetamida (BSTFA) con 1% (TMCS) agente de derivacién, se calienté a 60°C durante
1 h en un horno de secado (Goldbrunn400), con agitacion frecuente, después de lo
cual se deja enfriar a temperatura ambiente y se concentra a 1 mL en rotavapor
(Hanshin) antes de ser analizado por CG-EM (Figura 17) (Scotter et al., 2007).

10 mL 20 mL )

2500 rpm/5 min

200uL BSTFA/TMCS |

A
60°C, 60 min

R W

1000 pl

Figura 17. Diagrama general de derivatizacion de los extractos de G. lucidum con

TCMS para polisacaridos y polialcoholes.

6.5.7.3 Extracciéon con dimetilsulfoxido (DMSQO) para deteccion por CG-EM
La derivatizacion con DMSO se llevo a cabo usando 100 mL del extracto, se disolvié
en 20 mL de dimetilsulféxido, se adicioné posteriormente 10 g de NaOH, se soénico
durante 20 min. Después se enfrié en hielo, 10 mL se afiadié me y se sonico durante
20 min a 18-20°C. Después de enfriar, se afladié de nuevo yoduro de metilo y se trato
con ultrasonidos durante 20 min. Se afiadié agua (10 mL) que contenia 4 mmol / L de
tiosulfato de sodio para detener la reaccion de metilacion.

La solucién metilada fue extraida con tres lavados de 10 mL de cloroformo y 10
mL de agua, al separarse las fases se recupero la fraccidén organica (Figuro 18). Como
ultimo paso se filtrd en papel filtro poro fino con una capa de sulfato de sodio anhidro

y se llevo a volumen de 2 mL con Nz (Li and Lu, 2012).
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Figura 18. Diagrama general del proceso de extraccion con derivatizacion DMSO para
deteccion de &cidos organicos.

6.6 Analisis estadistico
Los datos obtenidos se sometieron a analisis de varianza (ANOVA) y su respectiva
comparacion por el método de Tukey, el nivel de significacién se establecié en p<0,05

utilizando el paquete estadistico OriginPro Version 8.0
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VIl Resultados y Discusiones

7.1 Extractos obtenidos

Se obtuvieron dos tipos de extractos como se observa en la figura 19, los cuales
presentan de inicio una diferencia visual en la tonalidad de su color ambos extractos

tuvieron una concentracion de 1g /1mL.

Figura 19. Extractos obtenidos del hongo G. lucidum a la derecha el extracto
adicionado (cultivo con AAS) y a laizquierda el extracto testigo (cultivo tradicional).

7.2 Densidad de los extractos
Como se observa en la figura 20, el comparativo de las densidades por gravimetria es
posible identificar una apariencia fisica. Los valores obtenidos de densidad fueron
1.256g/cm?® + 0.125 en el extracto control y 1.568 g/cm?® + 0.115 en el extracto
adicionado con AAS. Siendo mayor en el extracto adicionado en un 28% al extracto
control, lo que nos demostré que presenta mayor cantidad de compuestos.

Este pardmetro se eligié un indicador, por su rapida medicion, econémica y
sencillez como técnica analitica para evaluar la diferencia que se detectdé a simple
vista entre los extractos, brinda informacion basica que nos permite evidenciar una

diferencia significativa a una p<0.005.
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Figura 20. Densidad de los extractos testigo y adicionado con AAS.

7.3 indice de refraccién
Los resultados obtenidos muestran un indice de refraccion de 1.323 + 0.0021 y 1.370
+ 0.0015 a 24.8°C tanto en el extracto de basidiocarpos control como en el extracto
de basidiocarpos adicionado, respectivamente.
Aun cuando el valor del indice de refraccion es ligeramente mayor en el extracto
adicionado con AAS que valor del extracto control, no presenta una diferencia
significativa, aun cuando es un parametro sencillo, la concentracion de azlcares
presentes da resultado similar y no nos permite apreciar la diferencia de contenidos.

Al igual que la densidad es una técnica rapida que requiere poca muestra, no
necesita de solventes adicionales, se puede recuperar la muestra, el equipo es
sencillo y dentro de los mas usados en la industria para el control en procesos de
azucares, vinos, farmacéutica, etc. Sin embargo, el indice de refraccion no presenta
la sensibilidad adecuada para detectar una diferencia significativa, lo cual lo descarta
como parametro control para diferenciar los extractos adicionados con AAS de los que

no (Figura 21).
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Figura 21. Lecturas de indice de refraccion, a la izquierda el resultado del
extracto control a la derecha la lectura del extracto adicionado con AAS.

7.4 Azlcares reductores por el método de Fehling

Los azucares reductores presentes en los extractos son importantes debido a que son
compuestos cuya funcionalidad ha sido reportada por la presencia de polisacaridos
gue constituyen a G. lucidum por lo que detectarlos en un componente las funciones
gue se detectan adecuadamente.

Las sales de cobre son ampliamente usadas para mezclas de fracciones de
polisacaridos, la solucion de Fehling contiene cobre Il, iones metdlicos, los cuales
permiten la formacién de complejos por los grupos reactivos OH y NH (Ruthes et al.,
2015). La figura 22 muestra los cambios de color conforme se desarrolla la técnica de

Fehling.

Figura 22. Determinacion de azucares reductores por la técnica de Fehling. La figura
22a es el reactivo inicial de Fehling, se mantiene en agitacion y temperatura
constante, la figura 22b se torna café rojizo por la adicion del segundo reactivo se
continua con la adicién de la muestra que esta en la bureta y genera un precipitado
rojo, 22c el punto de viere al adicionar la muestra.
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Los azucares reductores detectados presentaron valores de 8.784 + 2.019% en
el extracto de basidiocarpos control y 41.326 + 1.430% en el extracto de basidiocarpos
adicionado con AAS los datos obtenidos se presentan en la tabla 3. Esto representd
un incremento en la concentracion de 4.7 veces mas en el extracto adicionado con
AAS, es una técnica que no realiza discriminacion de compuestos ya que se detecta

la totalidad de azUcares reductores presentes.

Tabla 3. Valores obtenidos en el analisis de los extractos para azucares reductores.

Numero de mL Factor Muestra Vol. De %
Muestras gastados Fehling aforo azlcares
(mL) reductores
AAS 3 0,012 1 100 40,000
AAS 2,7 0,012 1 100 41,326
AAS 2,8 0,012 1 100 42,857
T1 15,5 0,012 1 100 7,742
T2 16 0,012 1 100 7,500
1

T3 10,8 0,012 100 11,111

Los resultados fueron significativamente diferentes a una p<0.005 lo cual nos
indica una diferencia significativa entre los extractos control y el extracto adicionado
con AAS.

Los tratamientos con la solucién de Fehling no son muy comunes cuando se
hace la purificacion de los D-glucanos, pero en caso de que se encuentren
homopolimeros remanentes principalmente en las extracciones acuosas que
encontramos fracciones solubles podemos detectarlos con esta técnica (Ruthes et al.,
2015).

50



7.5. Cuantificacién de acido acetilsalicilico por cromatografia de liquidos
de altaresolucién (HPLC)
La deteccion del AAS se inici6 con la validacién del método, se determiné tiempo de
retencion (Figura 23), usando una curva de calibracion de 2.65 a 63.6 pug/mL (Figura
24), la precision del método evaluada por la repetibilidad a una concentracion de 40
pug/mL teniendo un promedio de siete determinaciones de 41.471 + 0.837ug/mL, un
coeficiente de variacion de 2.02 ug/mL y un porcentaje de recuperacion en exactitud
de 97.808%, valor que coincide con lo reportado en la determinacion de este
parametro en alimentos que fueron adicionados (Venema, et al., 1996) de 95-98%
para acido acetilsalicilico, con un limite de deteccion de 0.02 mg/kg para alimentos
frescos y 0.2 mg / kg para alimentos secos para todas las sustancias.

El tiempo de deteccion se establecié en el minuto 4.061 con una ventana del
5%. La cuantificacion se realizd a través de la curva de calibracién por estandar

externo (Figura 24).

H Muestra control
60000 ~ \

|

R.T. 4.061min

30000

Estandar de AAS 14 pg/ml

min

Figura 23. Tiempo de retencion del acido acetilsalicilico por HPLC.
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La linealidad obtenida arroj6 un coeficiente de correlacion de 0.9994, una
pendiente de 7.916 y una intercepcion de 1.42, con la cual se hizo la cuantificacion de
acido acetilsalicilico. El valor determinado de AAS promedio fue de 8.828 + 2.13ug/mL
(0.049mM) presente en el extracto fresco obtenido de los basidiocarpos adicionados,
como se puede observar en la figura 26, esto representa el 0.49% de lo adicionado al
substrato.

Esto sugiere que parte del acido acetilsalicilico adicionado bajo condiciones
axénicas y controladas durante el cultivo se fue translocando al micelio, esto debido a
la propiedad caracteristica de los hongos al ser osmétrofos dado que su nutricion es
por absorcion osmotica y difusion a través de las membranas plasmaéticas de las hifas
(Meneses et al., 2016).
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Figura 24. Curva de calibracion de acido acetilsalicilico.

Se encontrd una baja concentracion de AAS en los extractos, lo que indicar que
este compuesto ha sido usado en alguna de sus fracciones o en su totalidad en el
metabolismo de G. lucidum. Esto puede lo que promovera la presencia de una mayor
concentracion de compuestos caracteristicos presentes en este hongo, permitiendo

con esto el incremento de los beneficios que ofrece, considerando que no hay un
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requerimiento diario en nuestra dieta podemos continuar con la adiciébn solo
obteniendo la estimulacion en la produccion de otros compuestos en G. lucidum.

Se ha reportado que el contenido de acido acetilsalicilico libre y de acido salicilico
libre varié de 0 a 1 mg/kg en vegetales y frutas, y en un rango de 3 a 28 mg/kg en
hierbas y especias principalmente secas, de un total de mas de 30 alimentos frescos
y secos, en alimentos preparados con estos alimentos no se detectd, esto indica que
los alimentos preparados con estos alimentos no contenian acido acetilsalicilico y solo

contenian pequefas cantidades de 4cido salicilico (Venema, et al., 1996).

El acido acetilsalicilico se hidroliza facilmente para dar origen al acido salicilico

y acido acético (Figura 25).

O
) HO,

O HO
o ¥ 1,0 : @ + CH3COOH
HO>—© 0

Acido acetilsalicilico

Acido salicilico Acido acético

Figura 25. Hidrolisis del acido acetilsalicilico.
Se ha reportado que el consumo de alimentos ricos en salicilatos es capaz de tener
salicilatos en excretas de orina a una concentracién de 10 pmol (1.4 mg) en orina de
24 h, en voluntarios que tuvieron una dieta de alimentos ricos en &cido acetilsalicilico,
se demostré6 que el contenido de acido acetilsalicilico de las dietas puede ser

demasiado bajo para afectar el riesgo de enfermedad (Janssen et al., 1998).
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Figura 26. Presencia de acido acetilsalicilico en la muestra cuyo sustrato
estuvo adicionado con AAS determinado por HPLC.

El 4cido acetilsalicilico es una fitohormona comuin en algunas hortalizas, su
presencia ha sido relacionada con la de inhibicion de la biosintesis de prostanoides y
disminuir los sitios activos para la serina y del acido araquidonico por la via de
acetilacion de la cicloxigenasa-1 y 2(COX-1 y COX-2). Los prostanoides son una
familia de sustancias biolégicamente activas que derivan de &acidos grasos
eicosanoides. Los tres grupos principales de prostanoides son las prostaglandinas,
prostaciclinas y tromboxanos. Todos ellos mediadores en numerosos procesos
fisiopatolégicos, entre ellos en la respuesta inmune inflamatoria, agregacion
plaquetaria, vasoconstriccion, vasodilatacion, motilidad gastrointestinal y actividad
neuronal (Prince et al., 1981).

Las prostaglandinas realizan tanto funciones relacionadas con la homeostasis
de diversos 6rganos como con el dolor, la inflamaciéon y el desarrollo de neoplasias
(Garcia y Gomez-Reino, 2000), se han reportado valores detectados de acido
acetilsalicilico entre 0.008 a 0.23mg/kg en hierbas secas debido a que antes de la
desecacion se incrementa la produccion de este compuesto, la presencia de este

compuesto en diversas plantas, lo que indica que es comun encontrar estos valores
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sin generar una respuesta negativa en los consumidores (Scotter et al., 2007). La
Universidad de Wageningen también ha sefialado, que los tomates, las moras y las
frambuesas tienen mas de 1 miligramo de acido salicilico por cada 100 g (Venemab
et al., 1996).

Figura 27. Estructura de una prostaglandina E1 (PGE1). importante como
mediadora de diversas funciones sustancias de caracter lipidico derivadas de los
acidos grasos de 20 carbonos (eicosanoides), que contienen un anillo ciclopentano
y constituyen una familia de mediadores celulares (Prince et al, 1981)

7.6 ldentificacion de compuestos detectados por resonancia magnética radio-
ibnica (MARSIII)

Los extractos fueron sometidos en el Analizador Cuantico de Resonancia Magnética
M.A.R.S.1ll de Bruce Copen, esta técnica tiene como fundamento, la capacidad hacer
interaccion de la corriente eléctrica con los materiales que pueden conducir
electricidad, con una corriente del equipo y con ello tener una respuesta de acuerdo
con su composicion, la potencia de la corriente que se transmitié sobre las muestras
estd a una frecuencia de 6 Hz. es una técnica que se propone en areas de clinicos,
fitoquimica y suelos por lo que se experimentd con el ensayo de las muestras de
extracto de G. lucidum.

Se escanearon diversos compuestos dentro de la plantilla que indica el equipo,
teniendo como atractivo que no hay manipulacion de la muestra, es rapida,
econdmica, aunque tiene la limitante que es cualitativa, se determinaron aminoacidos
(Figura 28), acidos organicos (Figura 29), enzimas, carbohidratos, grasas y proteinas
(Figura 30), todos ellos reportados en proporcién de comparacion del extracto control

con el extracto adicionados con AAS.
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Figura 28. Perfil de Aminoacidos encontrados por resonancia magnética radio-
ionica. (*) indica p<0.05 en comparacion con el control y muestra AAS usando

ANOVA de una via.
La figura 28 muestra un incremento de la presencia de aminoacidos detectados

en el extracto donde el cultivo de basidiocarpos fue adicionado con AAS como es el
caso de la alanina, arginina, cistina, glicina, lisina, metionina, prolina, serina y valina.
Por otro lado, el triptéfano fue el Unico aminoacido donde el extracto control presenta
una mayor concentracion en comparacion con el extracto adicionado con AAS.

Este amino&cido presenta una cadena lateral con un grupo indol, es uno de los
20 aminoacidos esenciales y promueve la liberacién del neurotransmisor serotonina,
involucrado en la regulacién de suefio y placer, también es un aminoacido precursor
de diversos metabolitos secundarios tales como alcaloides, pigmentos y hormonas,
existen algunos estudios donde se reporta el contenido de compuestos inddlicos
donde los amino&cidos como la serotonina, L-triptofano y 5-hidroxi-L-triptéfano, en
hongos como la Armillaria mellea son usados en los tratamientos del estado del animo
y depresién ( Muszynska et al., 2015; Kala et al., 2017).

La presencia de aminoacidos en los extractos favorece la formacion de
proteinas tipo FIP que se presenta en una de secuencia donde principalmente se

encuentran secuencias de aminoacidos, aminoglucdésidos, asi como la formacion de
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proteoglicanos que son glucidos y péptidos en una relacion 11:5.1 que promueven la
produccion de linfocitos (Rios-Cafnavate, 2008; Taofiqg et al., 2017).

La proteina inmunomoduladora fungica (FIP) es un componente bioactivo ya
documentado aislado como un tercer componente después de los compuestos de
polisacéaridos vy triterpenos (Cong et al., 2014). Esta proteina est4 formada por un
familia de proteinas LZ-8 (FIP-glu), FIP-gts, FIP-fve, FIP-vvo, FIP-gja, FIP-gmi, FIP-
gsiy FIP-tvc, todas ellas forman la proteina FIP, solo cinco FIP: LZ-8 (FIP-glu), FIPgts,
FIP-fve, FIP-vvo y FIP-tvc, han sido aislados directamente de los micelios de los
hongos naturales, de ella se ha identificado una secuencia de 10 aminoacidos
responsables de inducir la actividad inmunomoduladora, se identificaron a partir de G.
lucidum, G. tsugae, Flammulina velutipes, Volvariella volvacea, G. japoncium, G.

microsporum, G. sinensis y Trametes versicolor (Li et al. 2012; Cong et al., 2014).
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Figura 29. Gréfico comparativo de acidos organicos presente en los extractos, con
(*) indica p <0.05 en comparacion con el control y muestra AAS usando ANOVA
de una via.

Podemos ver en la figura 29 que algunos &cidos se encuentran en mayor
proporcidon en el extracto control, como es el acido malico, citrico, folico, lactico y
salicilico y algunos otros acidos se encuentran en mayor proporcion en el extracto
adicionado con AAS siendo estos el acido propionico y acido ascorbico.

La presencia de 4cidos organicos en los extractos es importante, su presencia
pude deberse a ser el resultado del fraccionamiento de los 4cidos ganodéricos y estas

fracciones se estén oxidando hasta un radical carbonilo o bien que sean parte de la
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composicién de los metabolitos de G. lucidum, en cualquier caso, el que se encuentren
los extractos puede ser favorables para el incremento de plaquetas cuando se
incrementa la concentracion. En el caso que estos acidos sean reducidos, esto
incrementa la presencia de alcoholes esto incrementan los efectos antitumorales, lo
cual esté relacionado con la citotoxicidad directa de los triterpenoides frente a células
tumorales aun cuando esto no ha sido demostrado un mecanismo (Lin, 2005; Rios-
Canavate 2008).

En un barrido general realizado a los extractos donde se monitorearon los
carbohidratos totales, enzimas, contenido de grasas y proteinas por este método se

obtuvo el siguiente resultado que se muestra en la figura 30.

[ CONTROL 123
I AAS

* 10,3

Abundancia

Carbohidratos ~ Enzimas Grasas Proteinas

Compuestos organicos

Figura 30. Deteccién de compuestos organicos por resonancia magnética radio-
i6nica. (*) indica p <0.05 en comparacion con el control y muestra AAS usando
ANOVA de una via.

En general podemos observar que la presencia de carbohidratos es mayor en
el extracto de basidiocarpos adicionado con AAS, lo que representa un 38.71% mas
gue el control.

Las enzimas presentan un incremento del 66.67%, las grasas totales un
incremento de 71.43% vy las proteinas con un 16.22% mayor, estos resultados van

acorde a lo reportado por Chistyachenko et al., (2015), quienes reportaron un
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incremento de azucares como el polisacarido arabino-galactano con actividad
antitrombatico, asi como los compuestos de naturaleza proteinica son mayores en el
extracto control en un 29.63% comparado con el extracto de basidiocarpos
enriquecidos.

Existen estudios donde se compara la digestion sin y con hongos comestibles
incluidos en la dieta y se ha visto una mejor digestiéon con hongos comestibles por el
aporte de los nutrientes como carbohidratos, aminoacidos, proteinas y minerales, asi
también por las sustancias que en contacto con los jugos digestivos se activan. Como
la liberacion de compuestos fisiologicamente activos de cuerpos fructiferos de hongos
comestibles, se ha demostrado que son valiosos para una adecuada dieta, a traves
de la simulacion de las condiciones existentes en el tracto digestivo humano, teniendo
como resultado un entorno para estudiar la liberacion de estos componentes que
promueven la salud. También se ha demostrado que componentes de los hongos
comestibles no solo acumulan y sintetizan compuestos particulares y bioelementos de
importancia médica, sino que también favorecen la eliminacion de moléculas toxicas
en el tracto digestivo (Kala et al., 2017).

La técnica de resonancia magnética ionica demostré ser una técnica de
deteccidn rapida para productos naturales biologicamente activos que puedan tener
influencia o un papel estratégico en la investigacion fitoquimica y ahora micoquimica,
a través de extractos crudos o de sus productos para conocer el valor nutricional y
funcional dando una respuesta en abundancia relativa de la composicién de
compuestos presentes que si se aplica con estandares podria ser una técnica de
cuantificacion.

El detectar la presencia de estos compuestos en mayor proporcién en el
extracto adicionado, indica que la adicion de AAS juega un papel importante en el
metabolismo de G. lucidum, ya sea como AAS o bien como el producto de su
descomposicion, como acido salicilico. Es importante indicar que las mediciones
realizadas bajo esta técnica son mas dispersas que en otras técnicas como se vera

mas adelante.
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7.7 Determinacion de perfiles por Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La técnica de RMN es una herramienta usada en el analisis de carbohidratos, a través
de obtener perfiles de comparacién de los &tomos de hidrogeno y atomos de carbono
gue conforman las moléculas que estén presentes, ya que nos permite determinar el
tipo y posiciébn de los enlaces que conforman las moléculas, asi como sus
proporciones, es decir las conformaciones y y B a través de constantes, esto es posible
porque el espectro obtenido es una huella espectral de una molécula. La debilidad de
la técnica es la necesidad de solventes deuterado, interferencias en la presencia de
mezclas de carbohidratos, la muestra debe tener una alta solubilidad y la necesidad
de usar estandares.

Esta técnica se empled para obtener perfiles de (*H) y (*3C) presentes en la
muestra de los extractos, no se contdé con marcadores deuterado por lo que los perfiles
obtenidos se compararon con reportados en la caracterizaciéon de B-1,3-glucano de
Roy et al, (2009) y Kao et al., (2012).

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 31, se observo que ambos
extractos presentaron una composicion similar, siendo la diferencia una mayor
proporcion en el perfil del extracto de muestra adicionada con AAS, sin mostrar
evidencia de alguna sefial que nos diera mas informacion de la presencia de

compuestos diferentes a los carbohidratos que se monitorearon con AA *H, en el caso

de monitoreo de 13C.

RMN monitora o de H

RMN montoreo C

_J II I l_| | Muestra AAS

Aburdancia

Abundancia

Contra
Contro

S] [ 'I LI I :! 1 :I b]l :I; 48 -:Iz I, _:.I:|
ppm ppm

Figura 31. Comparacion de los perfiles de muestras por RMN, figura 31a
monitoreo de hidrogeno deuterado y figura 31b monitoreo de 13C deuterado para
ambos extractos medidos a 27°C.

60



Podemos observar en la Figura 31a que el perfil obtenido de 'H presenta las
sefiales anoméricas del monitoreo de B-D-glucano 'H de similares entre ambos
extractos, las sefiales anomeéricas en las regiones entre 3 a 4 ppm y de 1-1.5 ppm
indican la presencia de un enlace (-1-3, caracteristico de los glucanos, con una mayor
intensidad en el extracto de basidiocarpo adicionando con AAS comparado con el
extracto control. Por otra parte, en la figura 31b se observa el perfil del espectro
obtenido del monitoreo de 13C, presenta 8 sefiales anoméricas en las regiones entre

58-75ppm correspondientes a C2-C5 del grupo piranosil (-1-3) del polisacarido.
32a)

/D

Las sefales detectadas

corresponden:
o-D-Glcp-1--, pPPpm 100 ' - T T o
--3,6) B-D-Glcp-(1-- - /\
combinacién de 'H , | \/W
3-4ppm y 13C de 60-70 o /\ : \/ / L\/\

i A | [ U\ \
ppm, correspondiente a i /\ | VA |

Los residuos de A, By

T T T T T T
ppm 525 5.00 478 4.50 425 4.00 3.75 3.50 325 3.00

D.

Figura 32. Perfiles reportados por RMN por Roy et al., (2009) para glucésidos,
32a perfil de 3C, 32b perfil reportado para *H.

Roy et al., 2009, reporta en los residuos A, B y D, la siguiente configuracién de

estructura de un glucésido ramificado:

B D
A -3)-D-Glep «(1-3)-0-D-Glep-(1-6)-B-D-Glep-(1-6)-B-D-Glep-(1-

Podemos concluir que estan presentes en estructura los polisacéaridos
caracteristicos de G. lucidum con enlaces B-D-1-3 y B-D1-6, como los mayores

componentes de los extractos.
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Por otra parte, en la tabla 4 se muestran las sefiales anoméricas obtenidas de
analisis que se compararon con el perfil de la biblioteca interna. Nos di6 informacion
de una posible molécula, este nos dice que existe una probabilidad arriba del 60% que
la molécula encontrada corresponde a: B-glucopiranosido, ribitol y metanol con el perfil
de H y con el perfil de C, nos propone que se detectan perfiles de: arabinitol, -

glucopiranosido y metil B glucopiranosido.

Tabla 4. Relacién de enlaces y proporciones de H en ambos extractos por RMN.

Node Sefal en Id Enlace Perfil detectado Sugerencia de
ambos presente Compuesto
extractos encontrado
OH 4.70 420 1-CC(O)
1.37 metileno
220 lalfa-C
CH2 3.59 1.37 metileno
220 1lalfa-C | |
94 beta-C 3
CH 4.7 1.0 2 alfa-C on  oH
4.9 1 alfa-O Ho By Ao
OH 4.9 182 1lalfa-C
E) sa’ ‘ £ L 50 ) E) ‘zu ‘b

La RMN es una herramienta muy util para la determinacién de estructuras a
partir de desplazamientos y marcadores deuterados sin embargo no logramos
determinar con precision moléculas nuevas que pudieran estar presentes por la
adicion del AAS, debido a que requiere de otras técnicas complementarias para
corroborar la informacién tales como espectroscopia de correlacion filtrada de doble
cuéntica por sus siglas en inglés (DQF-COSY), espectroscopia de correlacion total
(TOCSY), Espectroscopia de Efecto Overhauser Nuclear (NOESY), entre otras (Roy
et al., 2009), estas técnicas incrementa el costos por lo que es recomendable trabajar
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otras técnicas que nos permitan identificaciones mas rapidas y accesibles( Ruthes, et
al., 2015).

Tabla 5. Relacion de enlaces y proporciones para C RMN.

Node Sefial ID Enlace Perfil detectado Compuesto
Ambos presente encontrado
extractos

CH 74.0 18.2 2alfa-C

49.0 1 alfa-O
18.0 2 beta-C
CH 72.3 18.2 2 alfa-C
49.0 1 alfa-O
94 1beta-C — —
CH2 o644 9.1 1 alfa -C
49.0 1alfa-O
9.4 1 beta -C
CH 74.0 18.2 2alfa-C
49.0 1 alfa-O
18.8 2 beta-C
CH 72.3 18.2 2 alfa-C
49.0 1 alfa-O
20.2 2 beta-O
CH2 64.4 9.1 1 alfa-C
49.0 1lalfa-O — e
9.4 1 beta -C
78.3 18.2 2alfa-C
49.0 1 alfa-O
20.2 2 beta-O
CH 88.2 18.2 2alfa-C
49.0 1 alfa-O
oo U] ]
CH 71.5 18.2 2 alfa-C ® %k )
49.0 1 alfa-O
20.2 2 beta-O
CH2 735 9.1 1 alfa -C
49.0 1alfa-O
9.4 1 beta -O
10.4 1lalfa-C
CH2 225 18.2 2 alfa-C
10.4 1 beta-O
9.1 2 beta-O
CH3 104 9.1 1 alfa-C
9.4 1 beta-C
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7.8 Identificacion de compuestos organicos por cromatografia de gases

acoplado a masas (CG-EM)

7.8.1 Compuestos por extraccion con cloroformo

Los compuestos organicos presentes en los extractos se identificaron por tres
métodos: el primero donde se realiz6 una extraccion liquido-liquido con cloroformo
para obtener compuestos solubles y por afinidad en su polaridad con el solvente, el
segundo método fue usando una derivatizaciébn con trimetilsiloxano (TMCS) vy el
tercero con dimetilsulfoxido (DMSO).

Se obtuvieron una gran cantidad de compuestos por esta técnica como se
puede observar en la Tabla 6., sin embargo existieron compuestos exclusivos del
extracto control como lo son: 2-metil-4-oxo- &cido pentanoico, etofumesato, 2,4-
dimetil-benzo[h]quinoline,  3,5,7-trimetoxi-2-(4-metoxifenil)-4H-1-Benzopiran-4-one,
decil, fenil éster &cido Isoftalico,N,N-di(trifluoroacetil)-2 -Aminofluoreno, 17 -
(dimetilamino)- [2] (1,4) Nafaleno [2](2,6) piridinofano.

Asi también, algunos compuestos estuvieron presentes Unicamente en el
extracto con la adicion del AAS: alcohol feniletil, 2-metil-4-oxo-acido pentanoico, acido
5-hexenoico 6-[p-clorofenil]-2,4-dioxo- éster etilico, 4-Fenoxi-5,6-difenil-2H-piridazin-
3-one, 4-Dehidroxi-N-(4,5-metilenedioxy-2-nitrobenzilidene) tiramina, 3-hidroxi-2-
metoxi-O-metiloxim estra-1,3,5(10)-trien-17-one, 3-clorofenil decil éster acido
tereftalico, 3-clorofenil decil éster acido tereftalico, acido abietico, 2-[2-[2-(4-Cloro-
fenoxi)-etilsulfanil]-benzoimidazol-1-yl]-acetamide.

La diferencia de deteccidn de compuestos en ambos analisis pudo obtenerse
moléculas que se fraccionan durante el analisis las moléculas y su posterior
identificacién, siendo esta una desventaja de esta técnica por esta razén se
propusieron los analisis con derivatizacién, donde se protegen las moléculas dandole

mayor estabilidad.
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Tabla 6. Compuestos obtenidos por extracciéon con cloroformo y analizado por CG-EM

No. T.R. (min) Compuestos
1 3.661 3-metil-1-Butanol
2* 10.46 2-metil-4-oxo-4cido pentanoico
3* 10.67 Alcohol feniletil
4* 17.009 2-metil-4-oxo- acido pentanoico
5 25.506 1,3-dihidro-5,6-dimetil-2-Benzotifeno
6* 17.012 Etofumesato
7 25 603 17-(acetiloxi)-1,2,7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-dodecahidro-13-metil-, [4 S-(4.
' o,8. a,9. B,10.al 4,10-(Metanoximetano)-10H-ciclopenta[a]fenantren-3(4H)-one
8" 25.617 2,4-dimetil- Benzo[h]quinoline
o* 26.168 Acido 5-hexenoico 6- [p-clorofenil] -2,4-dioxo-éster etilico
10 27.766 5-hidroxi-6-(4-metoxifenil)-1,2-dimetil-etil éster Indole-3- acido carboxilico
11* 28.452 3,5,7-trimetoxi-2-(4-metoxifenil)-4H-1-Benzopiran-4-one
* 28.69 (3. beta.)-Pregn-5-en-3-ol
12* 29.470 decil fenil éster &cido Isoftalico

132 30.273 6-amino-5-ciano-4-(2,4-difluorofenil)-24H-Piran-3- acido carboxilico

14* 30.670 4-Fenoxi-5,6-difenil-2H-piridazin-3-one

15* 30.858 N, N-di(trifluoroacetil)-2-Aminofluoreno

16* 31.764 4-Dehidroxi-N-(4,5-metilenedioxy- 2-nitrobenzilidene) tiramina

17* 32.456 3-hidroxi-2-metoxi-O-metiloxim estra-1,3,5(10)-trien-17-one

182 32.656 4-[3-Piridil]-3-tiosemicarbazone piperonal

19* 32.972 3-clorofenil decil éster acido tereftalico

20 33.488 5,5'-Di(etoxicarbonil)-3,3'-dimetil-4,4'-dipropil-2,2'-dipirrilmet
21 34.347 Lanostane-3,12-dione

22 34.148 Etoxifluorescein etil ester

23" 34.958 17-(dimetilamino)- [2] (1,4) Nafaleno[2](2,6)piridinofane

24* 35.074 Acido abietico

25* 35.575 2-[2-[2-(4-Cloro-fenoxi)-etilsulfanil]-benzoimidazol-1-yl]-acetamide

26 36.977 5,5'-Di(etoxicarbonil)-3,3'-dimetil-4,4'-dipropil-2,2'-dipirriimetano

3a, 5,6, 6a, 7,9b-hexahidro-6-hidroxi-3,6,9-trimetil- [3S- (3. «, 3a. a, 6.a, 6aa.,

27 36.875 9b B-Azuleno [4,5-b] furan-2,8 (3H, 4H)-dion
28 36.977 (3B, 5.a.,60)- 5,6-epoxi-Colestan-3-ol,

29* 40.24 ac. yohimbico

30 42.08-45.96 1,2-Benzisothiazol-3-amine tbdms

31* 43.514 4-metil-2-trimetilsililoxi-acetofenone

* Indica la presencia del compuesto solo en el extracto con adicién de AAS

+ Indica la presencia del compuesto solo en el extracto de control.

a Compuestos presentes en mayor proporciéon en forma significativa a una p<0.005 en el extracto
agregado con AAS.
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No todos los compuestos se han reportado con aplicacion en el area de salud,
los mas relevantes en esta deteccion son el ac. yohimbico al 1.47% al 40.24min con
actividad tranquilizante e hipotensivo (Diassi y Dylion, 1958), 1,2-Benzisothiazol-3-
amine tbdms al 10.44% en los tiempos de retencion 42.08,42.86, 45.38 y 45.96min; el
(3.beta.)-Pregn-5-en-3-ol, al 21.9% en el minuto 28.69 y 43.514 y el 4-metil-2-

trimetilsililoxi-acetofenone cuya actividad es antiListerial (Erickson y Nes, 1982).

7.8.2 Compuestos por derivatizacion con trimetilclorosilano (TMCS)
Esta técnica permite una mayor deteccion de azucares, los resultados obtenidos
demuestran que la adicion de AAS en el sustrato promovié la presencia de mayor
porcentaje de compuestos siendo este de 86.5 +1.5%, mientras que en el extracto
control fue de 77.5% + 0.5% de compuestos detectados.

Son siete las areas de mayor abundancia, siendo esto indicativo de una mayor

presencia de azucares, identificados como picos como se observa en la figura 33.
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Figura 33. Perfil cromatografico para la determinacion de azucares por CG-EM.
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Los estudios con derivatizacibn se recomienda para la deteccion de
polisacéaridos por CG, como se puede observar en la figura 34 el compuesto con la
concentracion mas alta es 3-glucopiranésido metil (pico 4) junto con este encontramos
otros polisacaridos y polialcoholes confirmando la composicion esperada

caracteristica de G. lucidum (Tabla 6).
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Figura 34. Azucares y polialcoholes determinados por GC-EM en el extracto
control y extracto de muestra adicionado AAS. (*) indica p<0.05 en
comparacion, usando ANOVA de una via.

La naturaleza del extracto tiene como principal composicion los polisacaridos
entre los que destacan: dihidromanitol, manosa, sorbitol, glucopiranosa, DL-arabinitol,
xilitol, ribitol, deoxi-D-altritol, L-lixosa, Allo-inositol, como se puede observar en la
figura 34, donde se comparan los resultados obtenidos en el extracto control y el

extracto adicionado con AAS.
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Los triterpenoides y polisacaridos son los principales productos
biofarmacéuticos presentes en G. lucidum (Liu et al.,, 2012). Los polisacaridos
encontrados son compuestos de gran importancia, debido a la abundancia en los
extractos, el incremento de estos por ende aumenta sus propiedades benéficas.

Se ha reportado que la actividad de los polisacéaridos y polialcoholes poseen
actividad antioxidante (Synytsya y Novak, 2013; Sun et al., 2004)).

Tabla 7. Deteccion de los compuestos mas abundantes por extraccion con cloroformo

por GC-EM.

Pico T.R.(min) Compuestos Control (%) Muestra AAS (%)
1 3.664 3-metil-1-butanol 0.366+0.055 0.749+0.055*
2 10.896 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6- 0.89 +0.129 2.380+0.583*

metil-4H-Piran-4-one

3 13.468 Acido propanoico 1.012+0.010 3.468+0.082*
4 16.341 Galactitol 12.23+2.442 41.537+0.396*
5 16.494 B-D-glucopirandsido metilo 24.557+0.319 31.58+0.461*
6 16.726 Xylitol 9.054+0.585 11.98+0.461*
7 17.095 D-Arabinitol 11.500+0.413 11.38+0.031

(*) indica p <0.05 en comparacién con el testigo y la muestra de AAS usando ANOVA
de una via.

Los D-Glucanos de hongos comestibles presentan estructuras quimicas
diversificadas siendo el tipo mas comun el que presenta un esqueleto de B-D-glucosa
(1 — 3) enlazado con frecuencia, ramificado en O-6 por residuos de -D-glucosa como
cadenas laterales. Sin embargo, no siempre es posible distinguir los D-glucanos a, 3
y mixtos (Ruthes et al., 2015). Para la identificacion se utilizaron los pares de iones
fragmentos de monosacaridos por sus masas; en el caso de glucosa su masa fue de
m/z 243/248, para xilosa 128/132 y para arabinosa 217/218. Usando las relaciones de
intensidad obtenidas de los cromatogramas de iones extraidos por la biblioteca
NISTO8, se obtuvieron resultados similares al trabajo reportado por Sarossy et al.,
(2012), quienes derivaron estdndares de monosacaridos como arabinosa, glucosa y
xilosa, usando andlogos marcados con 3C para la identificacion y el andlisis
cuantitativo, encontraron una excelente separaciéon cromatografica de los derivados
de monosacaridos y la identificacion de la configuracion anomérica. Otro trabajo

similar reportado por Stojkovic et al., (2015) quienes encontraron la presencia de
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fructosa, glucosa, manitol, sucrosa y trihalosa en muestras comparativas de G.
lucidum de diferentes regiones del mundo, donde las muestras de Serbia tuvieron
como azucar mas abundante la fructosa, en las muestras de China predominé el
manitol, y en el presente trabajo de extractos de muestras de G. lucidum mexicano se
detectdé mayor presencia de manosa como azucar y como polialcohol se detectd
arabinitol.

Los perfiles i6nicos de los principales polisacaridos encontrados en ambos

extractos se muestran a continuacion en la figura 35.
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Figura 35. Perfiles ionicos de los sacaridos mas abundantes de G. lucidum mexicano
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Figura 36. Perfiles ibnicos de los polialcoholes mas abundantes en el extracto de G.

lucidum mexicano.

Por otra parte, también se encontraron isomeros de pentanol, 2-metil-1-butanol

y 3-metil-1-butanol que aunque su importancia no esté relacionada a la salud, son de
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importancias comercial debido a su potencial en el area de biocombustibles, por lo

gue se han realizado estudios para una produccién microbiana sostenible de estos

compuestos, con Corynebacterium glutamicum y Escherichia coli que se han

disefiado genéticamente para producir 2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol a través

de la via de Ehrlich a partir del 2-ceto-3-metilvalerato y 2-cetoisocaproato,

respectivamente (Vogt et al., 2016;Cann y Liao, 2008), lo que implicaria un campo de

oportunidad en el incremento de la produccién de este compuesto en el area de

combustibles.
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entre otras. (Connor et al., 2010).
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Las detecciones de los siguientes compuestos son comunes en ambos

extractos: D-arabinitol, ribitol, manitol, B-D-glucopirandsido, metil-D-ribopirandsido,

gue son alcoholes y azucares de cinco atomos de carbono, y una parte integral de la

riboflavina (vitamina B2).

A estos polisacaridos se le adjudican efectos muy



importantes en pacientes con tratamiento de quimioterapia (Ledn-Guzman et al.,
1997; Caoy Lin 2002; Lin 2005), ya que tienen la funcion de reducir los niveles séricos
de factor de necrosis tumoral a e interleucina 6, permitiendo una menor fatiga en el
paciente a través de la regulacion de las respuestas inflamatorias, el estrés oxidativo
y la reduccién de la nefrotoxicidad (Ouyang et al., 2016).

Los B-glucano estan formados por muchos monosacaridos unidos por enlaces
glicosidicos ya sean homo o hetero polimeros. Existen también en forma lineal, los
polisacéaridos de hongos pueden tener ramas en que la columna vertebral se uniria a
varios carbohidratos o grupos no carbohidratos en diferentes posiciones.

Algunos los polisacaridos de hongos se unen con proteinas o péptidos como
un polisacarido-proteina o un polisacarido-péptido, que también se ha demostrado
gue ejercen una potente actividad bioldgica. Los 3-D-glucanos, heteropolisacaridos y
glicoproteinas son comunes y se sabe que los polisacaridos de G. lucidum tienen una
prometedora inmunomodulacion y efectos antitumorales (Cao y Lin, 2002; Lin, 2005).
(Figura 38).

Estos polisacaridos no solo podrian activar y promover la maduracién de CD
cultivadas de médula 6sea murina in vitro, sino también la iniciacion de la respuesta
inmune inducida por CD (Cao y Lin, 2002). También podria mejorar la actividad de
NK, la actividad fagocitica de neutréfilos aumenta el nivel de interleucina (IL) -1, factor
de necrosis tumoral (TNF) -a, y IL-6 producida por macréfagos e interferon (IFN) -
por T linfocitos para ejercer sus efectos antitumorales (Cao y Lin, 2002).
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Figura 38. Perfiles i6nicos de los polisacaridos presentes en ambos extractos de

G. lucidum mexicano.

Se sabe que los B-glucanos son importantes ya que no son digeribles en el
intestino delgado del ser humano debido a que no existen enzimas pancreaticas o
intestinales capaces de degradarlas, por lo cual son clasificados como fibra dietética
soluble. El efecto fisiolégico dependeréa del tipo de glucano, dosis, su estructura, peso
molecular y el tipo de alimento, en hongos se ha reportado efectos positivos con
inclinacibn a desarrollar una respuesta sobre el sistema inmune, previniendo
enfermedades y disminuyendo riesgos de infecciones o cancer (Pizarro et al., 2014).

Por otra parte, la presencia de los acidos ganodéricos muy comunes en estos
extractos es reportada principalmente por la técnica de HPLC teniendo como principal

caracteristica su gran peso molecular, por esta razon es poco usada la técnica de CG.
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La mayor desventaja de esta técnica es causar una fragmentacion en estos
compuestos, por tal motivo se realizo corrimiento con un estandar de acido ganodérico
(C2 (3B, 7B, 15A, 25R3)-7-acido-15-trihidroxi-11,23dioxo-lanost-8-in-26-0ico) para
monitorear el comportamiento de fragmentacion y extrapolar lo que posiblemente
pueda suceder con estos acidos al determinar compuestos totales y detectar las

fracciones posibles por CG-EM (Figura 39).
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Figure 39. Estandar de acido ganoderico analizado por CG-EM.

Se observa en la figura 39 las principales fracciones caracteristicas de la
fragmentacion al analizar el acido ganoderico por GC-EM, se encontré en el tiempo
4.47 min 4-metil-3-penten-2-ona, 5.40 min el 4-hidroxi-4-metil 2 pentanona, 6.27 min
estireno y en 28.69 min el (3beta)-Pregn-5-en-3-ol, por lo que podemos esperar este
fraccionamiento de este acidos ganodéricos, pueda presentarse en los demas
extractos. El (3beta)-Pregn-5-en-3-ol se identifica como un esterol dietético el cual es
uno de los principales responsables de la disminucion de niveles de colesterol
(Erickson y Nest,1982).

Al comparar el cromatograma del estandar de &cido ganoderico, con los
cromatogramas de extracto control y extracto adicionado tenemos que el pico al

minuto 28.69 del (3beta)-Pregn-5-en-3-ol como una constante en las muestras (Figura
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40) estos cromatogramas se hacen por la deteccion del sobrenadante del extracto

también diluido con cloroformo.
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Figura 40. Comparacion de estandar de acido ganoderico por CG-EM con los

extractos.
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Figura 41. Comparacion de compuestos detectados por CG-EM en extracto

control y extracto adicionado con AAS.
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En la figura 41 observamos los principales compuestos presentes en el extracto

control y extracto adicionado con AAS representado en picos enumerados del 1-12

los cuales se muestran en la tabla no.8.

Tabla 8. Compuestos detectados en sobrenadante de extracto en cloroformo.

No. Compuesto Extracto Extracto
pico adicionado con control
AAS

1 3-metil-1-butanol 2,07+£0,067 1,072+0,22

2 Acido 2-metil-4-oxo-pentanoico 3,80+0,069* 0,6+0,32

3 Alcohol feniletil 2,80+0,052 1,45+0,12

4 1,3-dihidro-5,6-dimetil-2- 2,75+0,162 1,35+0,89
benzotiofeno

5 B-6-bifenil-B-pentametil 2,35+0,341 1,16+0,63
ciclopentadienil cromiun

6 3,5,7, trimetoxi-2-(4metoxifenil)- 8,10+0,462 6,74+0,28
4H-1-benzopiran-naltrexon

7 4 fenoxy-5,6-2Hpiridazin-3-one 10,45+0,487* 5,23+0,78

8 4-metilfenildifenil éster acido 30,85+0,140* 25,60+0,62
fosférico

9 o-metiloxime-3 hydroxi-2metoxi 10,59+0,277* 5,20+0,32
estra-1,3,5(10) trien-17-one

10 | 4-(3piridil)-3- 15,05+0,211* 10,5040,3
tiosemicarbazonepiperonal

11 3,12-dione-Lanostano-3 10,00+0,274* 6,25+1,8

12 | Acido abiético 13,50+0,230* 4,73+£0,21

(*) indica p<0.05 en comparacion con el control y muestra AAS usando ANOVA

de una via.

La figura 42 muestra la zona con mayor contenido de compuestos y esta
indicada en el rango de 27 al 30 min, con mayor abundancia en el extracto control.
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Figura 42. Comparacion de cromatogramas de extracto control y extracto
adicionado con AAS, en la imagen de abajo se muestra la zona de mayor
diferencia.

En esta zona encontramos como compuesto importante al 3,5,7, trimetoxi-2-
(4metoxifenil)-4H-1-benzopiran-naltrexon, compuesto con la fraccion flavonoide, es
una sustancia quimica importante bioactiva que exhibe actividad antifangica para
inhibir el crecimiento o germinacion de las esporas (L6pez F.R.,1954). Esto nos
demuestra que la adicion del AAS incrementa la actividad metabdlica de los cultivos
lo cual se ha demostrado en cultivos de plantas, sin embargo, es la primera vez que

se realiza con hongos medicinales.

7.8.3 Compuestos con derivatizaciéon de DMSO

Continuando el andlisis por cromatografia de gases, pero ahora de los
constituyentes obtenidos por extraccion con DMSO se obtuvieron una serie de
compuestos caracteristicos que podremos observar en la figura 43, siendo este el
perfil cromatografico, que caracteriza a ambos extractos, con la diferencia en
abundancia que se indica en la tabla 9.

Los principales compuestos presentes en ambos extractos son: el éter etilico
del acido linoleico, éter etilico del acido hexadecanoico y acido octadecanoico en

ambos extractos.
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Figura 43. Perfil cromatografico del extracto de G. lucidum con
derivatizacion de DMSO.

Algunos compuestos que se encuentran en menor deteccion y con variabilidad
en el extracto adicionado con AAS, por ejemplo la cortisona, acido hexadecanoico que
es un (compuesto antimicrobiano), topotecan compuesto usado como opcion
terapéutica para las mujeres con cancer de ovario (Kim et al., 2015). Derivados de
bufanolidos, siendo estos de importancia por su efecto anticancerigeno. Complejos de
colestano usados como antiviral y modulador de eventos epilépticos (Tang et al.,
2015)., derivados de esteroides investigados por efecto como relajantes musculares.

Sin embargo, con esta técnica se pudieron detectar mayormente compuestos
de acidos organicos en forma de ésteres como se observa en la tabla 9.

Se ha reportado que la presencia de ciclooctanos, asi como los derivados
identificados como ciclooctasulfuro y &cido oleico recuperados de cultivos de G.
lucidum inhiben la liberacién de histamina, justificando en parte los efectos del hongo

en alergias, procesos inflamatorios y shock anafilactico (Rios-Cafavete, 2008).
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Tabla 9. Compuestos encontrados con derivatizacion con DMSO.

Extracto Extracto

T.R. control con AAS
COMPUESTO (min) (%) DS (%) DS
3-metil-1-butanol 3,71 0,082 0,01 2,85*% 0,01
Ester etilico acido
pentadecanoico 20,0 0,63 0,08 5,13* 0,04
Ester etilico acido
hexadecanoico 22,025 4,13 0,02 20,63* 0,5
Ester etilico acido
heptadecanoico. 23,588 0 0 0,5* 0,03
Ester etilico del 4cido linoleico 24,598 9,54 0,09 39,45* 0,025
Acido octadecanoico, éster
etilico 24,929 4,43 0,002 12,23* 0,05
Etil 9,12,15 octadecatrienoate 27,66 0 0 0,59* 0,01
Metil éster 10,13 acido
eicosadienoico 28,05 0 0 3,48* 0,02
Ester diisooctilico del acido 1,2
bencenodicarboxilico, 28,652 0,61 0,003 1,98* 0,03
Etiltetracosanoate 31,579 0 0 1,32* 0,04
4-[3-piridil]-3-tiosemicarbazona 41,078 0 0 0,47* 0,05

(*) indica p<0.05 en comparacién con el control y muestra AAS usando ANOVA de

una via.

Como se observa en la tabla 9, en todos los casos existe un incremento de la

presencia de compuestos en el extracto adicionado, estos acidos pueden tener una

relacion directa por la fragmentacidbn de moléculas mayores como los acidos

ganodéricos y también estan presentes en los extractos por el caracter lipidico de

algunos componentes propios del extracto, o bien por la fragmentacion de los acidos

ganodéricos o por la oxidacién de alcoholes. El &cido que mayor presencia tiene es el

acido octadecanoico (C18) y hexadecanoico (C16) con sus diferentes isébmeros y

después el acido eicosanoico (C20), esto refuerza la hipotesis que la presencia del

acido octanoico presente en G. lucidum permite disminuir problemas alérgicos,

antinflamatorios y anafilacticos (Rios-Cafavate, 2008). Asi también, mejora la

actividad de la memoria disminuyendo o evitando problemas contra el Alzheimer

(Xiao-Ni et al., 2017).
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Los compuestos de mayor importancia detectados con esta técnica se

presentan en la tabla 10 y 10a, no necesariamente son los mas abundantes, pero que

presentan caracteristicas de los acidos terpenoides que se esperan como producto de

acido ganoderico o sus fracciones.

Tabla 10. Compuestos caracteristicos tipo terpenoide o sus fracciones detectadas en
ambos extractos por la derivatizacion con DMSO.

T.R. Compuesto ESTRUCTURA % %

(min) Control AAS

20.03 Acid,o Pentadecanoico 0.63 5.13
etil Ester

22.05 Acido linoleico étil éster 4.13 20.08

24.59 9,12-Octadecadienoic 9.54 6.52

acido, metil éster

24.64 9-Octadecenoic acido etil 0.85 39.45
éster

24.92 Metil- 17-methyl- 0.85 5.62

octadecanoate
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Tabla 10a. Compuestos caracteristicos tipo terpenoide o sus fracciones detectadas en ambos
extractos por la derivatizacion con DMSO continuacién

T.R. Compuesto ESTRUCTURA % %
(min) Control AAS
28.65 1,2-Benzenedicarboxylic 0.61 0.61
acid, mono (2- b DY
ethylhexyl) ester e
;E‘-l Ll‘Lsr‘I ll‘z’-a‘ 50 “?l 20 240 A‘l‘if
39.49  14,15-epoxi-3,19-dihidroxi- wf 0.10 0.14
(3B,5B,15B- Bufano-20,22- i I
dienolide ’ S&g
40.21  Ergosterol 1o 0.32 0.62
L
41.09 1a,2,5,5a,6,9,10,10a- 1w 0.24 0.47
octahidro-5a-hidroxi-
4(hidroximetil)- 1,1,7, acido
Butanoico
etk 5 e b1
4596  Acetate (3B, 22E)Ergosta- ol Y 0.12 0.18
5,22-dien-3-ol
: -
50n

o

350 400 450

5 0 150 200 50 300
(rrainlib) Ergosta-5, 22-dien-3-ol, acetate, (30, 22E)-
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En las diferentes técnicas que se emplearon para la deteccion de compuestos
se logro observar el incremento de la mayoria de estos en el extracto adicionado con
AAS, lo que sugiere un efecto causado por la adicion del AAS, las propiedades que
confieren a la mezcla que conserva e incrementa las propiedades que se han
reportado dentro de las caracteristicas de G. lucidum siendo este un recurso
genéticos mexicano que igual en su actividad a G. lucidum asiatico con la ventaja de
ser un extracto estandarizado desde la cosecha hasta la obtencién del extracto,
teniendo una rica fuente de compuestos bioactivos que recientemente se ha probado,
ejemplo de ello, el trabajos que muestran propiedades hipocolesterolémicas y efectos
prebiodticos probado para disminuir el nivel de colesterol en plasma de ratones
(Meneses et al., 2016).

7.8.4 Propuesta de afectacion de AAS a G. lucidum

Los fosfolipidos son uno de los constituyentes importantes en la pared de G. lucidum,
estos responden a cambios biotico y abioticos a través de la secrecion de enzimas
como la fosfolipasa, lo que genera cambios en los fosfolipidos a través de la
eliminacién de la lisofosfatidato aciltransferasa (LPAAT) lo que desencadena el
crecimiento del hongo, la diferenciacion celular (Gao et al, 2016). Se incrementan las
cantidades de fosfatidilinositol y disminuyen los lipidos en la membrana, pero
aumentan en una extraccion de sus componentes, lo que promueve el incremento de

acidos ganodéricos.

v
Ac. Acetilsalicilico polisacaridos peptidos
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Hidrdlisis de fosfolipidos
reestructuracion Pared celular Diacilglicerol
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fosfatidico
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Figura 44. Propuesta de afectacion del AAS al metabolismo de G. lucidum.
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7.9 Analisis del potencial farmacoldgico del extracto estandarizado de G.
lucidum y su impacto en la salud humana

Debido a las evidencias generadas por los métodos analiticos modernos, la
bioguimica de Ganoderma ha sido ampliamente usada y estudiada, centrandose en
G. lucidum, G. sineces, G. tsugae, G. capense, G. applanatum y G. australe. Mas de
300 informes han sido publicado sobre los componentes quimicos de Ganoderma y
nuevos compuestos farmacoldgicamente activos aislados de sus basidiocarpos,
esporas y micelio respaldados con bioensayos (Dell y Morris, 2001; Eckermann et al.,
2002). Mas de 180 sustancias quimicas han sido aislados de Ganoderma, que
incluyen principalmente polisacéaridos, triterpenos, nucledsidos, ergosteroles, acidos
grasos, proteinas / péptidos y elementos traza (Gao y Zhou, 2003).

En el presente trabajo se detectaron compuestos que al usar la técnica de
cromatografia de gases acopado a un espectrémetro de masas con ayuda de la base
de datos NISTO08, permiti6 conocer compuestos mas especificos, asi con ello
establecer la funcionalidad de los compuestos que se pueden extraer de los
basidiocarpos y que aportan beneficios en conjunto con los grandes grupos ya
reportados (Tablall).

GLPS
CELULAS K D4 IL12, 21, 16
N
mRNA Macrofagos Terpenos
l CelT

Ig proteinas

Figura 45. Interaccién de los GLPS y Terpenos con la salud.
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Tabla 11. Funcionalidad de Compuestos en Extractos de G. lucidum.

Compuesto Estructura Funcionalidad reportada Cita
(3.p Artralgia, ictericia, Min Rey et al., 2017
24R)Ergost- Y amenorrea, tos,
5-en-3-ol, oy - escaldaduras,
: quemaduras, lesiones
trauméticas.
Campestanol Reductor de colesterol y de Kircher y Rosenstel,
G niveles LDL 1974
3-Metil-1- o Aplicaciones industriales a Connor et al., 2010
butanol ) partir de bacterias
N \.-OH
/
2-metil-4- 0 Actividad Antioxidante Zhang, 2017
oxo0-acido . JL OH
pentanoico 3
Alcohol HO Actividad  Antibidtico y Lingappa et al, 1969
Feniletil »’( } Antioxidantes
Metil B- antieméticos, Ichimura et al., 1997.

Glucopiranosi
do

antiulcerosos,
antibacterianos,
antiinflamatorios,
amnésicos,
anticancerigenos,
disminuye la hipertension.

anti-

Castafieda et al.,
2018

Strugala et al., 2017
Rebholz et al., 2018

2,4-dimethyl-
benzo [h]
quinoline

Actividad antibacterial

Shushizadeh, et al.,
2018

4-dehydroxy-
n-(4,5-
methylenedio
Xy-2-
nitrobenzylid
ene) tyramine

Actividad Antibacterial

Shengbo et al.,
2015
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2,3-dihidro- 0

Actividad antioxidante

Cechovska et al.,

3,5-dihidroxi- "o OH 2011
6-metil-4H-
Piran-4-one ?
acido Efectos adversos a Pei and Bryden,
yohimbico O sedacion, vasocosntrictor o 2015
T vasodilatador,
Hipotensante
acido 6- (4- Actividad antimicrobiana Balachandar et al.,
etoxifenil) -3- 2016
metil-4-oxo-
4,5,6,7- i
tetrahidro- e on
1H-indolo-2- ©
carboxilico
ester
isopropilico
Lanostane- 7~ Actividad antimicrobiana Balachandar et al.,
3,12-diona o !f Inmunosupresor, 2016
] ﬁf} Antihistaminico
OJ\/{\H/ |
Acido Mejora la migracion celular Martinez-Lopez,
Abietico y la formacién de tubos en 2017
las células endoteliales
vasculares de la vena
umbilical humana,
mediante la regulacion
positiva de la quinasa
regulada por sefal
extracelular y la expresion.
inhiben la proteina
tirosinefosfatasa 1B
4 fenoxy-5,6- Inhibidor tumoral y Nehal et al., 2013
2Hpiridazin- actividad antioxidante
3-one
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En la revision de 81 estudios de quimica calificada bioguimica, preclinica y clinica
reportados tanto en inglés como en chino desde 1973 hasta 2017 mediante
busquedas en CNKI (China National Knowledge Infrastructure) y la base de datos
Wanfang y PubMed demostraron que la aplicacion de GLPS es eficiente en
tratamiento de enfermedades como a continuacién se menciona:

7.9.1 Eficiencia de los polisacaridos de G. lucidum (GLPS) en la regulacion del
sistema inmune

En estudios de los GLPS demostraron que podria mejorar la funcion inmune del
huésped, activar la respuesta inmune y por lo tanto inhibir el crecimiento de células
tumorales, no presenta citotoxicidad hacia las células S180 y PG in vitro. Sin embargo,
el suero de ratones tratados con GLPS inhibieron significativamente S180 y PG.
Ademas, los GLPS promueve la proliferacion de linfocitos esplénicos inducida por
ConA o LPS y mejora la actividad citotoxica de las células NK.

7.9.2 Efecto de estudios clinicos en miopatias

Las miopatias son una patologia basada en una deficiencia 0 anomalia en los grupos
musculares, de origen y tratamiento diversos, donde intervienen: el impulso nervioso,
la membrana muscular y proteinas responsables de la contraccion muscular. Cuando
se ha tratado por inyeccion de GLPS de G. lucidum particularmente el farmaco
llamado “inyeccion de Ji 731" en pacientes con rinitis atréfica leve, moderada y grave,
las tasas efectivas son del 80%, 67% y 33%. También se ha recomendado para
enfermedades desmielinizantes y enfermedades del sistema nervioso con una

eficacia del 75%.

7.9.3 Actividad como hipoglicemiante e hipolipemiante

De 100 mg / kg 0 mas, los GLPS puede reducir los niveles de azucar en la sangre en
ratones con hiperglucemia, y con una dosis de sonda de 200 mg / kg, los GLPS
reducen los niveles de azUcar en sangre y aumentan la secrecion de insulina,
disminuyendo significativamente los niveles de TC, TG y LDL-C y aumentan el nivel
de HDL-C 0.55 en suero, recuperan las células B y mejoran la actividad de la

gluconicas hepatica en el modelo de ratén (Zeng et al., 2018).
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VIl CONTRASTACION DE HIPOTESIS

Los resultados obtenidos muestran que los extractos hidroalcohélicos de G. lucidum
control y G. lucidum adicionado con AAS presentan compuesto de importancia
medicinal, siendo la mas abundante los B-glucanos y los polisacaridos asi como
polialcoholes, sin embargo el extracto obtenido de los basidiocarpos adicionados en
el sustrato con AAS, presentan una mayor presencia de estos compuestos, tambien
se detectan otros compuestos importantes no reportados como el topotecan,
derivados de bufanolidos, importantes por su efecto anticancerigeno y antitumoral,
compuestos que complementan e incrementan la actividad funcional propia de G.
lucidum. Estas propiedades del extracto de G. lucidum adicionado demuestran que
fueron diferentes de aquellas presentes en G. lucidum sin adicionar, en funcion de lo

anterior, se acepto la hipotesis planteada.
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IX CONCLUSIONES

1. Ganoderma lucidum nativo de México cepa CP-145 por su naturaleza es un
hongo medicinal que contiene compuestos funcionales y medicinales que al ser
propuesto como un extracto estandarizado y adicionado durante su cultivo con
AAS, mejora sus propiedades, se encontré un incrementar hasta 4.7 veces mas
en el contenido de sus azUcares reductores, importante propiedad que le
caracteriza en su actividad como antioxidante, contiene aminoacidos de origen
gue se ven incrementado hasta en 2 veces mas, siendo prolina el que presenta
mayor incremento, seguido de serina, valina, metionina y alanina estos son los
promotores de proteinas acidos nucleicos y en algunos casos esenciales para
el buen funcionamiento de la salud. También presenta un alto contenido de B-
D-glucano metil, que ayudan a evitar o disminuir problemas de obesidad,
diferentes tipos de céncer, afecciones cardiacas y como protectores en
guimioterapias. Dentro de los sacaridos presentes tenemos a manosa Yy
alcoholes precursores de azucares como el arabinitol, xilitol, ribitol, L-lixosa,
allo-inosito, en una cantidad mayor que los extractos de cultivos tradicionales.

2. Se detectdé dentro de los compuestos mas importantes funcional y
medicinalmente el &cido linoleico hasta 5 veces mas y acido 9-octadecanoico
en forma de éster, éste ultimo con un incremento hasta de 49 veces mas en
extracto adicionado, su importancia radica en la activacion del sistema inmune,
regula el metabolismo de grasas controlando el colesterol, reduce el riesgo de
enfermedades cardiovasculares entre otras mas.
Se, detecto la presencia de compuestos en menor cantidad como el topotecan
y el alfa-dimetil-benzen etanoamino anticancerigenos y antitumoral, hidroxi[(1-
oxo-2-propenil) amino]- &cido acético, compuesto anti-obesidad y actividad
ahipoglucemiente con ell se confirmar que el AAS incrementa el potencial de
estas propiedades.
La hipotesis que se genera es que el AAS y su derivado, el AS son los
responsables de la induccion del incremento de la actividad metabdlica.

3. Existen diversas metodologias que se han usado para la caracterizacion de los

compuestos presentes en hongos medicinales y comestibles, sin embargo no
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todos generan la informacion identificando los compuestos en particular, sino
como un grupo, en este trabajo se logro la identificacion de compuestos
especificos como los &cidos presentes en los extractos, como los &cidos
etanoico, metanoico, hexadecanoico, heptadecanoico, linoleico en forma de
ésteres principalmente, esto nos permite reconocer la naturaleza quimica de
los extracto, particularmente la cromatografia de gases acoplada a masas nos
da identificacién de la composiciéon, sin embargo, su desventaja es ser una
técnica costosa y requiere una mayor manipulacion de muestra. También se
encontré que la determinacion de azucares reductores aporta una informacién
relevante en la caracterizacion de la naturaleza del extracto siendo una técnica
sencilla, rapida y de costo accesible.

La técnica de RMN, no aporto suficiente informacion sobre la composicion, pero
si respaldo los resultados obtenidos al determinar la presencia de compuestos
con enlaces B -1-3 y B-1-6. El indice de refraccion que es una técnica muy
usada en la industria de alimentos que contienen azulcares, en esta ocasion no
brindo informacion suficiente por no obtener una diferencia significativa entre el
extracto control y el extracto adicionado.

La informacion obtenida de este trabajo sirve de precedente para la

cuantificacion del contenido funcional de extractos de G. lucidum.
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X. Estrategia para el aprovechamiento de las propiedades los recursos
genéticos del G. lucidum

Esta propuesta parte de la definicion general de recursos genéticos, la cual incluye
todos aquellos materiales genéticos, con valor real o potencial, que contienen
unidades funcionales hereditarias y que provienen de microorganismos, plantas,
animales u otros. El término considera tanto a los materiales que ya han sido
descubiertos, como aquellos materiales aln por descubrirse.

La estrategia se define al aportar informacion a través de investigacion de las
caracteristicas de uno de los hongos medicinales de mayor importancia como lo es G.
lucidum, siendo esta una accion relevante para desarrollar y fortalecer las tareas de
vigilancia, regulacion sanitaria y proteccion de la salud de las personas a nivel
nacional. Aunado a este objetivo se cuenta con el mejoramiento de las propiedades
de G. lucidum, por medio de la adicion de un compuesto cuya funcionalidad se ha
demostrado en plantas, pero en esta ocasion es aplicado en hongos de importancia
médica y funcional. Toda vez que es necesario demostrar a partir de su
caracterizacion la presencia de compuestos que brinden las propiedades y
funcionales y medicinales propias de este hongo (Sobal et al., 2007).

Los objetivos del Centro de Recursos Genéticos de Hongos Comestibles
(CREGENHC) son: 1) Mantener y conservar el germoplasma nativo procedente de
diversas regiones del pais; 2) Caracterizar el germoplasma nativo a nivel molecular,
de diferentes hongos comestibles dentro de los que destacan: Agaricus, Pleurotus,
Lentinula y Ganoderma, del cual se cuenta con base de datos; y finalmente 3)
Establecer programas de mejoramiento genético en combinacion de herramientas
como la genética y analisis fisico-quimicos para desarrollar y comprobar las
caracteristicas y mejoras de las nuevas generaciones de cepas (Sobal et al., 2007) .

El desarrollo de esta estrategia impulsa un paguete tecnoldgico en el cual se
encuentra beneficiada la sociedad solucionando problemas socioeconémicos y en
apoyo a la cadena agroalimentaria emergente, también apoyando al sector productivo
social (productores rurales) y privado (empresas) del pais, a través del Centro de
Vinculacion con el Sistema de Produccion-Consumo de los Hongos Comestibles
(Sobal et al., 2007).
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Sin embargo, es necesario generar informacion que sea capaz de compaginar
con los objetivos de la COFEPRIS que dentro las funciones de esta dependencia esta
la de establecer e implementar politicas, programas y proyectos al nivel de la mejor
practica internacional, en coordinacion efectiva con los diferentes actores del &mbito
publico, privado y social, para prevenir y atender los riesgos sanitarios, contribuyendo
asi a la salud de la poblacién.

Debido a que la COFEPRIS también impulsa los principios de eficiencia, con
procesos de autorizacién, vigilancia y fomento sanitario, basados en sistemas de
calidad y mejora continua; de competitividad, al promover el desarrollo econémico, a
través de la regulacion sanitaria, la eliminacion de barreras de entrada al mercado y
la simplificaciéon de medio centenar de tramites; y el principio de la vision global, ya
gue se trata de un organismo basado en las mejores précticas reconocidas por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion Panamericana de la Salud
(OPS). México logré su preingreso al Esquema de Cooperacion de Inspeccion
Farmacéuticas y se trabaja en la creacion del Centro de Excelencia COFEPRIS. Esto
puso en marcha la estrategia de liberacion de medicamentos genéricos, con 37
sustancias activas que corresponden a 491 nuevos registros de medicamentos que
atienden 71% de las causas de mortalidad en la poblacion mexicana y ha permitido
una reduccion promedio de 55% en los precios de los medicamentos. (COFEPRIS,
2018Db).

Como antecedente de estos trabajos se tiene que el pasado 5 de junio de 2018,
se firmo un convenio de colaboracién con la Federaciéon Nacional de la Industria
Herbolaria, Medicina Alternativa, Tradicional y Naturista A.C. (FNIHMATN), esto ha
permitido generar una regulacion sanitaria que toma en cuenta los productos utilizados
y elaborados por el sector herbolario y de medicina tradicional en el pais en base a
afos de investigacion de las propiedades que se le confieren (COFEPRIS, 2018a).

Como una accién en la aplicacion de las actividades en investigacion vy
aseguramiento de vigilancia sanitaria con fecha 17 de octubre de 2018, la COFEPRIS
anuncia la liberacion de 18 plantas medicinales herbolarias, para su uso legal. Las
presentaciones varian desde tés, infusiones o suplementos alimenticios, lo que

permitira que productos de tipo natural y clasificados como “no medicamentos” puedan
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ser comercializados bajo la aprobacion de esta dependencia, siempre que cuenten
con un respaldo sustentado en investigacion y cumpliendo con las normas oficiales de
salud y produccion, asi como de un etiquetado adecuado, demostrando ser productos
de calidad y eficacia en beneficio de la salud de la poblacion. Dentro de estos
productos podemos encontrar a Ganoderma lucidum (hongo Reishi), reconocido como
uno de los suplementos mas usados como antienvejecimiento y como un producto
anticancerigeno, aunque por el momento solo se cuenta registrado una marca para
su comercializacion.

Durante el periodo 2011-2017 esta dependencia aseguro 4.5 millones de
productos denominados “productos milagro” (COFEPRIS, 2018), que no cumplen con
las especificaciones del producto que ofrecen y por lo tanto también incumplen en el
contenido de los compuestos funcionales, esto bajo diferentes presentaciones como
son suplementos alimenticios en tabletas y cdpsulas, tanto a granel como productos

terminados (Figura 46).

Figura 46. Aseguramiento de productos milagro en Puebla por parte de COFEPRIS.
Foto: Cofepris/galerias.

Este aseguramiento se llevd a cabo con fecha 12 de febrero de 2018 en el
estado de Puebla, en el cual fueron retiradas del mercado 1,139 piezas de mercancia
gue podrian poner en riesgo la salud de la poblacién y se suspendieron actividades
en cuatro establecimientos. Entre las marcas irregulares se encuentran: Puro
Campeon (proteina hidrolizada), After Shock (recuperador de ejercicio), Yellow
Scorpion (pildoras de dieta y energia), | am god (nutricion deportiva), Psychotic

(estimulante en polvo preentrenamiento, Beastmode Black (Fructoborato de calcio,
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intensificador de salud) y Animal Fury (Bolero con Stevia, nutriciébn zero, extracto de
curcuma, macrobidtica, harina de avena), entre otras.

En la presente estrategia se plantea la generacion del respaldo informativo a
través de un certificado que bajo lineamientos cientificos establezca el contenido de
los extractos obtenidos a partir de la investigacion realizada. Siendo esto un requisito
indispensable para respaldar dos productos, el “Extracto hidroalcoholico de G.
lucidum”y el “Extracto hidroalcoholico de mejorado con AAS de G. lucidum?”,
resultado de un paquete biotecnolégico generado en el COLPOS Campus Puebla.

El diagrama de trabajo se indica a continuacion:

-~ - I

/ RECURSOS GENETICOS DE
[ HONGOS COMESTIBLESY
MEDICINALES

CREGENHC

‘CONOCIMIENTO
CIENTIFICO

——

Sl

{/ APLICACION DE LA <—”/
BIOTECNOLOGI’%/.,—_ .
MEJORAMIENTO D
RECURSO

1

—— /
INNOVACION /’

(Nuevo Producto: propiedadées
funcionales y medicinales)

Apoyo de Productores: Desarrollo
sostenible de Produccién-Consumo

Figura 47. Diagrama de estrategia para el aprovechamiento de las propiedades los
recursos genéticos del G. lucidum.
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10.1 Alcance

Generar informacion de un producto que garantice la funcién descrita en base a la

presencia de los componentes que debe contener.
10.2 Alcance a futuro

Generar una lista de productos aceptados ante COFEPRIS con soporte informativo

de los compuestos presentes.

Ganoderma lucidum
a CP-14

L
Ganoderma lucidum
cepa CP-145

COLEGIO DE POSTGRADUADOS

ENSENANZA E T
CAMPECHE-CORDOBA-MONTECILLO-PUEBLA-SAN LUIS POTOSI-TABASCO-VERACRUZ

Figura 48. Posibles productos derivados de los extractos de G. lucidum.

Para conocer los recursos con que se cuenta para la aplicacion de este
paquete biotecnoldgico como propuesta de estrategia se presenta un cuadro matriz

de potencialidades de produccion y beneficios.
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Tabla 12. Matriz de Potencialidades y Beneficios.

Area tematica

Potencialidades

Recursos naturales

Se cuenta con los recursos
genéticos con caracteristicas
nativas mexicanas con amplia
adaptabilidad CP-145

Beneficios
La extraccion de los
basidiocarpos es una

técnica ya patentada por
el CREGENHC en
aplicacion

Infraestructura Como los paquetes que ofrece el Es necesario el respaldo
COLPOS, se inicia con del COLPOS para su
escalamiento siendo un producto lanzamiento ya que se
con potencial a autofinanciarse en cuenta con el recurso
su desarrollo genético, conocimiento e

investigaciones para
soporte cientifico

Aspectos Se cuenta con todo un respaldo Investigacion de afos

Institucionales

de investigacion para soportar
ante COFEPRIS y las autoridades
de vigilancia la inocuidad del
producto, asi como garantizar los
beneficios ofrecidos

generada por el CREGEN
HC y el seguimiento del
desarrollo 'y vigilancia
como proyecto

Aspectos Sociales

Aspectos de Salud

Es un paquete tecnoldgico que se
puede ofrecer a la sociedad e
industria para su explotacion y
aportar soluciones en el sector
salud por desarrollar dentro de un
marco legal.

Se habla de un recurso natural
con un potencial ya verificado y
potencializado que estar4d al
alcance de la sociedad con
problemas en salud y con el
menor de dafo en su tratamiento,
pero principalmente en forma
preventiva teniendo a la larga
resultados muy marcados.

La sociedad se puede
beneficiar de la
capacitacion por parte del
COLPOS, apoyo a la
medicina alterna.

Costo bajo, al alcance de
cualquier nivel social,
teniendo niveles de
aplicacion y cubriendo un
area de salud con muchas
deficiencias a la fecha

Resultados de

Investigacion

Servir de base para evidenciar
ante COFEPRIS el respaldo
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10.3. Actores sociales

El dar a conocer y generar una propuesta de uso de las propiedades benéficas a la
salud de G. lucidum no es una actividad facil, debido a que se deben conjuntar las
partes de una sociedad para obtener un producto de calidad, estandarizado,
sustentable y esto involucra a cada area social que tome su responsabilidad para

lograr este objetivo:

1. Comunidad cientifica, tenemos al COLPOS Campus Puebla, como generador
del paquete biotecnolégico y quien dirigira dicho proyecto, asi como otra
institucion de investigacion de indole nacional e internacional que aporte
informacion de las caracteristicas benéficas de G. lucidum por su investigacién
y algunas pocas de interés privado.

2. Productores: Es un proyecto a escalamiento donde inicialmente se genera el
extracto bajo condiciones controladas de G. lucidum en el COLPOS Campus
Puebla y se continua en capacitar a un sector agricola interesado donde se
genere el producto y posiblemente se retnan las cosechas para su tratamiento,
la siguiente etapa seria hacer a nivel industrial para que el extracto cumpla con
los requerimientos.

3. Comercios: Este proyecto genera el extracto con los beneficios del G. lucidum
gue pueden ser ofrecidos como un medicamento preventivo de enfermedades
y algunos casos como tratamiento a las mismas adjunto con otros tratamientos
ya que no causa interferencia en la accion farmacologica de los farmacos
alépatas o tratamientos de quimioterapia, por el contrario, sirve de refuerzo
para la persona. Ante estos beneficios se debe proponer la idea de su
comercializacién y patente.

4. Autoridades Salud: Se debe realizar el registro de autorizacion de uso ante esta
dependencia siguiendo los pasos establecidos por protocolo y dentro de los

cuales se debe incluir un certificado de contenido.
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10.4 Certificado de Extracto de Ganoderma lucidum

‘ T P COLEGIO DE POSTGRADUADOS ‘ T P COLEGIO DE POSTGRADUADOS

CERTIFICADO DE ANMALISIES Lom 001

Lore o

Pardmetro Valar Unidad | Técnica empleada Parametro Valor Unidad = Técnica empleada
Densidad 1.256 g/cm? | Gravimétrica Densidad 1.568 gfcm?® | Gravimétrica
Azbcares 8784 % Mcwdode Fehling Aziicares 2132 % | Método de Fehling
reductores reductores
Aminodcidos 0,00015 % Resonancia Radio Aminoacidos 0.0003 5% Resonandia Radio
P . o ignica
Acidos orgdnicos 0,004 % CG/EM Acidos organicos 02 % CG/EM

Figura 49. Certificados de extractos de G. lucidum CP145.

Otra accion que debe considerarse es el convenio en el marco del “Foro de Regulacién
Sanitaria en materia de Medicina Tradicional, Alternativa y Complementaria,
Alimenticia y Cosmética”, que permitira generar acuerdos puntuales para configurar
una regulacion sanitaria acorde a la realidad de la industria herbolaria atendiendo los

lineamientos de Cofepris, y poder introducir el extracto estandarizado con la sociedad.

La Autorizacion Sanitaria que debe cubrirse con base a Reglamento indica
gue con el fin de proteger la salud publica, es competencia de la Secretaria de Salud
la autorizacion de los productos que se refiera a la salud, al tratamiento de las
enfermedades, a la rehabilitacion de los invalidos, al ejercicio de las disciplinas,

productos y servicios para la salud.

Tambien que seran objeto de autorizacion por parte de la Secetaria de Salud

presentar la informacion existente de la calidad y caracteristicas, asi como para
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promover su uso, venta, consumo en forma directa o indirecta de los insumos para la
salud, las bebidas alcoholicas, asi como sus productos y servicios que se determinen

enel reglamento en materia de publicidad (Figura 50).

No desahoga
. Tramite
@c@b l prevencion L e
g | nalisi % desahoga

tlnicio del tramite _ hrbars Se niega el

‘ C’o% i permiso

> L dictamen

Se otorga el

i Permiso

Figura 50. Proceso que se debe seguir para obtener el permiso de usoy
tramites de registro COFEPRIS

Se continuara con el registro de producto y la asigacion de claves de la autorizacion
sanitaria.
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11.1 GLOSARIO

(NOM-248-SSA1-2011, Buenas practicas de fabricacion para establecimientos
dedicados a la fabricacion de remedios herbolarios; NOM-072-SSA1-2012,
Etiquetado de medicamentos y de remedios herbolarios).

Biofarmaco. A toda substancia que haya sido producida por biotecnologia molecular,
gue tenga actividad farmacolégica, que se identifique por sus propiedades
fisicas, quimicas y biologicas y que reuna las condiciones para ser empleada

como principio activo de un medicamento biotecnoldgico.

Biotecnologia. Se refiere a toda aplicacién tecnoldgica que utilice sistemas biol6gicos
y organismos vivos o sus derivados para la creacion o modificacion de
productos o procesos para usos especificos. Dichos organismos pueden estar
o no modificados genéticamente por lo que no hay que confundir Biotecnologia
con Ingenieria Genética. La Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdmico define la biotecnologia como la «aplicaciéon de principios de la
ciencia y la ingenieria para tratamientos de materiales organicos e inorganicos
por sistemas biologicos para producir bienes y servicios; Es la aplicacion de
técnicas aplicadas a la biologia, mediante el uso de organismos vivos, para la

generacion de bienes y servicios.

Biotecnologia molecular. APlicacion de recursos técnicos de amplia gama para
disefiar y mejorar bioprocesos

Concentracién. A la cantidad del farmaco presente en el medicamento, expresada
en las unidades de medida internacionales. Excepto al medicamento
homeopatico y al remedio herbolario.

Dinamizacién base. Se refiere al grado de dilucion al cual se somete una sustancia
activa combinada con diversos aditivos y que generalmente es en proporciones
1/10 (decimal), 1/100 (centesimal), 1/1 000 (milesimal), 1/50 000
(cincuentamilesimal).

Dispensacion. Es el acto profesional farmacéutico de proporcionar uno o mas
medicamentos a un paciente de acuerdo con la normatividad vigente y la
proteccion del paciente frente a la posible aparicion de problemas relacionados

con medicamentos. Ademas, implica la informacion al paciente sobre la
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medicacion que va a utilizar, la deteccion de situaciones en las que hay un
riesgo de sufrir problemas relacionados con los medicamentos y tomar
decisiones beneficiosas para el paciente.

Farmaco. Toda sustancia natural, sintética o biotecnolégica que tenga alguna
actividad farmacoldgica y que se identifique por sus propiedades fisicas,
guimicas o acciones bioldgicas, que no se presente en forma farmacéutica y
gue retna condiciones para ser empleada como medicamento o ingrediente de
un medicamento.

Farmaco homeopaético. A la sustancia natural o sintética que tenga alguna actividad
biolégica reportada en las materias médicas homeopéaticas o en los trabajos
cientificos nacionales e internacionales y que se identifique, en su caso, por
sus propiedades fisicas o quimicas, que se presente como tintura madre o en
dinamizacién homeopéatica y que retna condiciones para ser empleado como
ingrediente de un medicamento homeopatico.

Forma farmacéutica. A la disposicion fisica que se da a los farmacos y aditivos para
constituir un medicamento y facilitar su dosificacion y administracion.

Inserto (Instructivo o prospecto). A la informacion que en forma escrita y/o grafica
explica al usuario la utilizacién o cualquier otra informacién de uso racional del
medicamento o remedio herbolario, excepto publicidad.

Medicamento. A toda substancia o mezcla de substancias de origen natural o
sintético que tenga efecto terapéutico, preventivo o rehabilitatorio, que se
presente en forma farmacéutica y se identifique como tal por su actividad
farmacologica, caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas. Cuando un
producto contenga nutrimentos, sera considerado como medicamento, siempre
gue se trate de un preparado que contenga de manera individual o asociada:
vitaminas, minerales, electrélitos, aminoacidos o acidos grasos, en
concentraciones superiores a las de los alimentos naturales y ademas se
presente en alguna forma farmacéutica definida y la indicacion de uso
contemple efectos terapéuticos, preventivos o rehabilitatorios.

Medicamento alopatico, a toda sustancia o0 mezcla de substancias de origen natural

o sintético que tenga efecto terapéutico, preventivo o rehabilitatorio, que se
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presente en forma farmacéutica y se identifique como tal por su actividad
farmacologica, caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas, y se encuentre
registrado en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos para
medicamentos alopaticos.

Medicamento biotecnolégico. A toda sustancia que haya sido producida por
biotecnologia molecular, que tenga efecto terapéutico, preventivo o
rehabilitatorio, que se presente en forma farmacéutica, que se identifique como
tal por su actividad farmacoldgica y propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas.

Medicamento biotecnoldgico biocomparable. Al medicamento biotecnolégico no
innovador que demuestre ser biocomparable en términos de seguridad, calidad
y eficacia al medicamento biotecnologico de referencia a través de las pruebas
gue establezca la Ley General de Salud, el Reglamento de Insumos para la
Salud y demas disposiciones aplicables.

Medicamento biotecnoldgico innovador. Medicamento biotecnolégico que obtenga
el registro sanitario en México, asi reconocido por la Secretaria.

Medicamento genérico. Especialidad farmacéutica con el mismo farmaco o
sustancia activa y forma farmacéutica, con igual concentracion o potencia, que
utiliza la misma via de administracion y que mediante las pruebas
reglamentarias requeridas, ha comprobado que sus especificaciones
farmacopeas, perfiles de disolucion o su disponibilidad u otros parametros,
segun sea el caso, son equivalentes a las del medicamento de referencia.

Medicamento herbolario. Producto elaborado con material vegetal o algun derivado
de éste, cuyo ingrediente principal es la parte aérea o subterranea de una
planta o extractos y tinturas, asi como jugos, resinas, aceites grasos Yy
esenciales, presentados en forma farmacéutica, cuya eficacia terapéutica y
seguridad ha sido confirmada cientificamente en la literatura nacional o

internacional.
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