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RESUMEN
Introduccion: El cancer es considerado como uno de los principales problemas de salud
publica a nivel mundial. Se ha reportado que la mortalidad por los diferentes tipos de
cancer ocupa el segundo puesto después de las enfermedades cardiovasculares, mientras
que, en nuestro pais la morbimortalidad por esta patologia esta entre las primeras diez
causas. Aunque la mayoria de los canceres son prevenibles, el incremento de las formas
y el nimero de casos ha permitido nuevas lineas de investigacion enfocadas al desarrollo
de alternativas terapéuticas cuyo proposito lo constituye las vias y genes involucrados en
la apoptosis. Se han demostrado el potencial proapoptotico de diferentes compuestos
bioactivos; limitadas investigaciones sobre los hongos de la familia Agaricaceae han
expuesto su potencial inmunomodulador e inductor de la apoptosis en lineas celulares de
cancer, aun cuando el mecanismo en estas y células normales es incierto.
Objetivo: Determinar la expresion de las proteinas BAX y BCL-2 en linfocitos humanos
tratados con extractos de Agaricus blazei Murrill.
Metodologia: Se cultivaron linfocitos a partir de sangre venosa periférica humana
separados por gradiente de densidad y se trataron con extractos de Agaricus blazei
Murrill, posteriormente se extrajo y cuantifico el ARN linfocitario con el cual se sintetizd
ADNCc vy se realizd6 gqRTPCR para determinar la expresion génica de BAX y BCL-2.
Ademas, se realiz6 el ensayo colorimétrico MTT en los linfocitos para evidenciar
proliferacion celular.
Resultados: En los linfocitos tratados con los extractos de Agaricus blazei Murrill, la
expresion de los genes BAX aument6 significativamente en comparacién a los genes
BCL-2, que a pesar del estrecho cociente de relacion dio como resultado la apoptosis de
las células linfocitarias.
Conclusiones: Los linfocitos humanos tratados con Agaricus blazei Murrill elevaron la
expresion de las proteinas BAX y BCL-2, sin embargo, la expresion de BAX fue mayor
e indujo la apoptosis celular. Ambas proteinas se consideran importantes marcadores para
el diagnostico y desarrollo de nuevas terapias anticancerigenas con estos compuestos
bioactivos.
Recomendaciones: Se recomienda investigar sobre la activacion de BAX, BCL-2 y otras
proteinas que inducen la apoptosis en células de diferentes tejidos humanos como terapia
adyuvante en el tratamiento de otras patologias.
PALABRAS CLAVES: AGARICUS BLAZEI MURRILL, BAX, BCL-2, APOPTOSIS,
LINFOCITOS

Xiii



SUMMARY
Introduction: Cancer is considered one of the main public health problems worldwide.
Mortality from different types of cancer has been reported to rank second after
cardiovascular diseases, while in our country morbidity and mortality from this pathology
is among the top ten causes. Although most cancers are preventable, the increase in the
forms and number of cases has allowed new lines of research focused on the development
of therapeutic alternatives whose purpose is constituted by the pathways and genes
involved in apoptosis. The pro-apoptotic potential of different bioactive compounds has
been demonstrated; Limited research on fungi of the Agaricaceae family has exposed
their potential immunomodulatory and apoptosis inducing in cancer cell lines, even
though the mechanism in these and normal cells is uncertain.
Objective: To determine the expression of BAX and BCL-2 proteins in human
lymphocytes treated with extracts of Agaricus blazei Murrill.
Methodology: Lymphocytes were cultured from human peripheral venous blood
separated by density gradient and treated with extracts of Agaricus blazei Murrill, later
the lymphocyte RNA with which cDNA was synthesized and gRTPCR was performed to
determine gene expression was extracted and gquantified. BAX and BCL-2. In addition,
the MTT colorimetric assay was performed on lymphocytes to show cell proliferation.
Results: In lymphocytes treated with extracts of Agaricus blazei Murrill, the expression
of the BAX genes increased significantly compared to the BCL-2 genes, which despite
the close relationship ratio resulted in apoptosis of the lymphocyte cells.
Conclusions: Human lymphocytes treated with Agaricus blazei Murrill increased the
expression of BAX and BCL-2 proteins, however, BAX expression was higher and
induced cell apoptosis. Both proteins are considered important markers for the diagnosis
and development of new anticancer therapies with these bioactive compounds.
Recommendations: It is recommended to investigate the activation of BAX, BCL-2 and
other proteins that induce apoptosis in cells of different human tissues as adjunctive
therapy in the treatment of other pathologies.
KEY WORDS: AGARICUS BLAZElI MURRILL, BAX, BCL-2, APOPTOSIS,
LYMPHOCYTES
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INTRODUCCION
A nivel mundial, el cancer constituye un grave problema para la salud publica (1). Segun
datos de la Organizacion Mundial de la Salud, esta patologia representa la segunda causa
(2). En el afio 2020 ocasiono cerca de 10 millones de fallecimientos, de los cuales el 70%
sucedid en paises de medios y bajos recursos (2,3). En el Ecuador, las neoplasias malignas
ocupan la quinta causa de morbilidad, y la mortalidad por neoplasias malignas de utero y
estdbmago son la séptima y décima causa respectivamente (4). Durante el afio 2020, el
diagnostico y tratamiento del cancer se vio obstaculizado por la pandemia de la
enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) debido al cierre temporal de los

establecimientos de salud para la contencidn de esta infeccion (1).

En los altimos afios se ha demostrado un crecimiento exponencial de los casos de cancer
y consecuentemente el aumento de mortalidad por esta enfermedad, debido al
crecimiento poblacional, mayor esperanza de vida y la falta de recursos econdmicos
destinados al diagnostico y manejo (5). En paises de recursos limitados, como el Ecuador,
la creciente prevalencia de canceres asociados a la transicion socioecondémica puede

colapsar con el sistema de salud (6).

Mas de la mitad de las formas de cancer se pueden prevenir, por lo que las acciones en la
atencion primaria es la manera mas eficaz para el control de las neoplasias (7). Debido a
la heterogeneidad del cancer, existen casos en los que no se puede prevenir y se desarrolla
a causa de eventos 0 mutaciones a nivel genético que impiden la apoptosis, por lo que,
las Gltimas terapias se dirigen al estudio de las vias apopt6ticas intrinsecas, extrinsecas o
sus moduladores para desarrollar terapias dirigidas con mejores resultados (8). Se ha
demostrado que los mecanismos proapoptéticos de las células estan relacionados con una
mayor generacion de ROS, la liberacion del factor inductor de apoptosis de las
mitocondrias, el incremento de proteinas BAX y la disminucion de proteinas BLC-2 (9).
Estos dos altimos factores son considerados como los reguladores mas importantes de la
via apoptética mitocondrial, por lo que, en los ultimos afios ha llamado la atencién de la

comunidad cientifica como alternativa para el tratamiento del cancer (9).

La relacion y mecanismo de accion entre el Agaricus blazei Murrill y la apoptosis es
incierta, pero varios estudios han propuesto que la activacién de la via apoptotica depende
de las proteinas BAX que modulan el sistema inmunitario mediante una produccion

elevada del factor de necrosis tumoral-a e interleucina-8 por los macréfagos (10).



El hongo comestible Agaricus blazei perteneciente a la familia Agaricaceae en ultimos
afios ha sido empleado como terapia adyuvante en la quimioterapia contra el cancer (9).
Se ha reportado la actividad apoptdtica de este hongo en varias lineas celulares como en
las de carcinoma de cuello uterino, mama, melanoma y leucemia, pero aun se desconoce

su mecanismo de accion (9).

A lo largo de la historia los hongos han formado parte del conocimiento humano como
organismos con efectos medicinales. En la naturaleza existen mas de 2000 especies de
hongos, pero son pocos los que poseen propiedades medicinales. Los compuestos mas
importantes para el tratamiento de multiples enfermedades se derivan de la pared celular
de los mismos, como la quitina y B-glucanos (11). Ademas de estos compuestos, existen
otros como polisacaridos, complejos polisacarido-proteina, agaritina, ergosterol, selenio,
polifenoles y terpenoides con efectos sobre la salud (12). La actividad inmunomoduladora
de estos componentes permiten al sistema inmunitario combatir tumores y otras
patologias mediante la estimulacion de linfocitos, células NK y macrofagos, ademas de
aumentar la produccién de citocinas, inhibir la proliferacion y actividad citotoxica de
células tumorales, promover la apoptosis y bloguear la angiogénesis (12,13). A pesar de
varios estudios relacionados a este hongo, con mdaltiples propiedades para la salud
humana, no se ha realizado pruebas moleculares suficientes que permitan cuantificar con
exactitud la expresion proteica de las proteinas BAX y BCL-2 y sus efectos en células

humanas, de alli la importancia de realizar este estudio (10).



CAPITULO I

MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes investigativos

1.1.3. Justificacion

1.1.3.1.Muerte celular programada y el Cancer

El proceso menos evidente pero no menos importante para nuestro organismo es
la muerte celular programada, es decir la apoptosis, es una funcion celular rapida
y muy regulada que tiene como objetivo eliminar las células defectuosas e
innecesarias (14). Durante la muerte celular programada, las células se fragmentan
en pequefios cuerpos rodeados por membrana llamados cuerpos apoptoticos que
se eliminaran por fagocitosis sin provocar una respuesta inflamatoria (15).

Este mecanismo es activado por dos vias, una via extrinseca o receptora de
apoptosis y una via intrinseca o mitocondrial que impulsaran las caspasas
iniciadoras y ejecutoras para procesar sus mecanismos de protedlisis (15,16). La
activacion de las caspasas se encuentra regulada por sefiales proteicas
proapoptoticas y de supervivencia de la célula (17). La familia de proteinas del
linfoma de células b — 2 (BCL-2) son importantes reguladoras de la apoptosis, que
cumplen funciones antiapoptdticas y proapoptoticas dependientes de la via
mitocondrial (15,18,19). Especificamente, estas proteinas BCL-2 proapoptoticas
formaran oligémeros con BAK y BAX para contribuir en el proceso de apoptosis
intrinseco mediante la permeabilizacién mitocondrial de la membrana externa
(MOMP) vy la liberacion del citocromo ¢ al citosol (CYT-C) que iniciaran y
activaran las caspasas (20).

Las células neoplasicas a menudo desactivan estos genes impidiendo su apoptosis,
por lo tanto, contindan creciendo y dividiéndose hasta progresar a estados severos
de malignidad (14). Estas aberraciones en los procesos apoptoticos son

consecuentes a mutaciones que provocan un aumento de la expresion de BCL-2



antiapoptdtico y mutaciones o regulacion negativa de la proteina BAX

proapoptdtica (21).

1.1.3.2.Cancer

A nivel mundial el cancer y sus consecuencias representan un serio problema para
la salud publica de los paises de altos y bajos recursos econémicos (22). Durante
el aflo 2020 en todo el mundo se produjeron cerca de 20 millones de nuevos casos
de cancery casi 10 millones de muertes por esta causa (23). Constituye la segunda
causa de muerte, después de las enfermedades cardiovasculares, y se estima que
alrededor de 9 millones de personas fallecen en el mundo al afio (3,24). Por otra
parte, en un estudio realizado en los Estados Unidos, indica que el cancer es la
primera causa de muerte en pacientes de origen hispano y asiatico, asi como en
mujeres de 40 a 79 afios y hombres de 45 a 79 afios sin distincion étnica (25). En
Ecuador en el afio 2019, segun el Instituto Nacional de Estadisticas y Censos, las
neoplasias ocupan el puesto 7 y 9 en pacientes adultos y adultos mayores,
respectivamente (4).

Se estima que a lo largo de la vida la probabilidad de desarrollar cancer invasivo
es del 37.6% en mujeres y 39,7% en hombres, mientras que la probabilidad de
fallecer por esta patologia es del 18.8% en mujeres y 22% en hombres (26).

Los canceres se clasifican segin su 6rgano o tejido de origen y la morfologia
histoldgica (2). Los canceres mas comunes por su incidencia son los de mama,
pulmon, colon y recto, préstata, estomago, higado, linfoma no Hodgkin, leucemia,
vejiga y cuello uterino (2,27). Independientemente a la edad, en hombre, los
canceres mas frecuentes son los de prdstata, pulmén, colon y recto, mientras que,
en mujeres el cancer de mama es la neoplasia mas comun, seguida por las de
pulmon, colon y recto (25). En nuestro pais, las neoplasias malignas de estdmago
ocupan el primer lugar de mortalidad en la poblacion general y en las mujeres la
neoplasia maligna de cérvix, de las cuales, las mas comunes son el carcinoma de
células escamosas Yy el adenocarcinoma (4).

Las caracteristicas bioldgicas claves que permiten a las células cancerosas
subsistir en nuestro organismo son las sefiales autosuficientes que permiten su
rapida proliferacion, evadir los supresores de crecimiento, estimular la

angiogeénesis local, invadir tejidos locales 0 metastatizarse, mostrar un control de



crecimiento disminuido y muy a menudo evadir los mecanismos fisiologicos de
la apoptosis (28). El reconocimiento de estas caracteristicas ha permitido un gran
avance en el desarrollo y descubrimiento de nuevos tratamientos para el cancer
humano (28).

1.1.3.3.Agaricus blazei Murrill

Durante milenios los hongos han sido utilizados por el médico por sus multiples
caracteristicas farmacoldgicas para el tratamiento de enfermedades que han
aquejado a la humanidad (29). En el mundo existen aproximadamente 2.000
especies de hongos con propiedades medicinales, de un extenso e inexplorado
reino fungi que estima alrededor de 1.5 a 5 millones de especies (30). El Agaricus
blazei Murrill (ABM) es un hongo comestible de la familia Agaricaceae originario
del Brasil, que en estudios in vivo e in vitro ha demostrado propiedades
inmunomoduladoras, antimutagénicas y antitumorales (31). Si bien el mecanismo
de accion no estd definido, se ha demostrado que el ABM puede inhibir la
proliferacion o inducir la apoptosis de células leucémicas y células cancerosas de

los pulmones, estdmago y pancreas (10,29,32,33).

1.1.4. Pregunta de investigacion

¢El tratamiento con extractos de Agaricus blazei Murrill induce la expresion de
proteinas BAX y BCL-2 en linfocitos humanos?

1.1.5. Estado del Arte

Para el presente proyecto se realizd una busqueda sistematica de bibliografica en
diferentes bases de datos con relacion al tema de investigacion; articulos que
sirvieron como apoyo para el trabajo en cuestion:

Los estudios sobre los beneficios del Agaricus blazei Murrill en el campo de la
oncologia son limitados, sin embargo, la mayoria concluye su uso como una
herramienta terapeutica prometedora en el cancer. Yasuma et al. comprobd la
actividad inhibidora del extracto de ABM en dos lineas celulares de cancer de

pulmén (A549 y H3255) tratadas con diferentes concentraciones que en



comparacion al grupo control suprimio significativamente la proliferacion celular
y la expresion de moléculas de AxI, un receptor de tirosina quinasa importante en
la resistencia a los farmacos anticancerigenos (29).

Akiyama et al. en 2011, a partir de la Agaritina, un compuesto derivado de las
especies Agaricus, examind los efectos morfologicos y citoquimicos en las células
leucémicas U937; observé un evidente dafio celular y aumento de la actividad de
la Caspasa 3, 8 y-9 que sugirieron fuertemente la actividad proapoptotica del
ABM a través de la liberacion del citocromo c¢ de las mitocondrias (33). En el afio
2020, un estudio similar realizado por Cheng et al. respecto a los efectos
inhibidores de ABM en células de leucemia mieloide, con el objetivo de investigar
el efecto antitumoral de su extracto, demostré mediante RT-gPCR y Western blot
que la expresion del gen y la proteina BAX estaba aumentada, mientras que la
expresion de BCL-2 estaba disminuida, concluyendo que dichos extractos pueden
inducir la apoptosis en células de la leucemia mieloide cronica (34).

Al igual que Cheng et al, dos afios antes de su investigacion, Matsushita et al.
estudio los efectos del extractos de agua caliente de ABM en células pancreaticas
cancerigenas; esta investigacion arrojo resultados prometedores al tratamiento, ya
que, inhibid significativamente la proliferacion e indujo la apoptosis de las células
cancerosas a traves de la via dependiente de BAX y Caspasa, e indica que el
extracto de ABM es un potencial candidato para el tratamiento del cancer,
especificamente en pancreas (10).

Los principales compuestos del Agaricus blazei Murrill son polisacéridos, por lo
que, Jiang et al. en 2018 evalud los efectos inmunomoduladores de polisacéridos
de bajo peso molecular como terapia adyuvante en la génesis de tumores en
ratones a diferentes dosis del extracto, asociando una mayor respuesta de tipo Thl
especifico en los sujetos tratados con esta terapia inmunoadyuvante, que demostro
de forma prometedora sus propiedades inhibitorias en la progresion del cancer
(35).

1.1.6. Fundamentacion Teorico-Cientifico

1.1.6.1.Muerte celular programada

El nimero de células de nuestro organismo estd determinado por lo tasa de

produccién y muerte celular (15). El proceso de muerte celular programada se
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encuentra regulada por varias formas cruciales para eliminar las células

defectuosas, en total se reconocen doce formas de apoptosis descritas por el

Comité de Nomenclatura sobre Muerte Celular las que se presentan en la tabla 1

(36):

Tabla 1

Formas de muerte celular regulada reconocidas por el Comité de Nomenclatura sobre

Muerte Celular

Tipos de muerte celular programada

Ne Tipo Descripcion
Forma de muerte celular programada desencadenada
1 | Apoptosis (Extrinseca) por perturbaciones extracelulares, propagada por
caspasa-8 y ejecutada por caspasa-3
Forma de muerte celular programada desencadenada
por perturbaciones intracelulares caracterizada por la
2 | Apoptosis (Intrinseca)
permeabilizacion de la membrana externa
mitocondrial y ejecutada por caspasa-3
Muerte celular Forma de muerte celular programada que depende
3 dependiente de autofagia mecanicamente de la maquinaria autofagica.
Forma de muerte celular programada resultante de la
Muerte de células internalizacion de célula en célula (enosis)
) entoticas dependiente de actomiosina seguida de muerte de la
célula internalizada por degradacion lisosomal
Forma de muerte celular programada iniciada por
perturbacion oxidativa del microambiente
5 Ferroptosis intracelular; bajo el control de GPX4 y puede ser
inhibido por quelantes de hierro y antioxidantes
lipofilicos
Forma de muerte celular programada en la que los
. Muerte celular DAMPS liberados por las células moribundas son

inmunogénica

suficientes para desencadenar una respuesta inmune

adaptativa especifica para esos antigenos.




Muerte celular

Forma de muerte celular programada que implica la

7 dependiente de permeabilizacién de la membrana lisosomal y la
lisosomas liberacion de catepsinas en el citoplasma
Forma de muerte celular programada desencadenada
Necrosis impulsada por por perturbaciones intracelulares, como especies
la transicion de la reactivas de oxigeno (ROS) o desequilibrio
° permeabilidad de Ca 2+, que da como resultado la degradacién de
mitocondrial las membranas mitocondriales y necrosis
dependiente de ciclofilina D
Forma de muerte celular programada dependiente de
_ la actividad de RIPK1 / 3y la formacion de poros de
9 Necroptosis
membrana por pseudoquinasa similar al dominio de
quinasa de linaje mixto (MLKL)
Una forma de muerte celular programada
Muerte de células dependiente de especies reactivas de oxigeno (ROS)
10 neodticas en la que los NET se extruyen de la célula; ocurre en
neutrofilos y otras células inmunes
Forma de RCD iniciada por la hiperactivacion de la
proteina de respuesta al dafio del ADN PARPL1, que
11 Parthanatos
conduce al colapso redox, la fragmentacion del ADN
y la permeabilizacion de la membrana mitocondrial
Forma de muerte celular que depende de la
) ) formacion de un poro de membrana por las proteinas
12 Piroptosis

gasdermina, a menudo como resultado de la

activacion de la caspasa inflamatoria.

1.1.6.1.1. Apoptosis

Esta forma de muerte celular regulada se caracteriza y define por la formacion de
ampollas en la membrana plasmatica, condensacion de cromatina, fragmentacion
nuclear y contraccién celular (15,36). Este proceso es crucial para mantener la
homeostasis celular (37). Su particularidad es que no provoca una respuesta
inflamatoria, ya que, los cuerpos apoptéticos son fagocitados y consecuentemente



eliminados (36). Este mecanismo es promovido y derivado de la proteasa
intracelular especifica de aspartato derivada de cisteina, también llamadas
caspasas, que se clasifican por su actividad iniciadora (caspasas 8, 9 y 10) y
ejecutoras (caspasas 3, 6y 7) (16,38). La activacion de las caspasas esta regulada
por dos vias, una intrinseca 0 mitocondrial y la extrinseca que depende de la

expresion de los receptores de apoptosis en la membrana celular (39).

Extrinsic stimuli

Intrinsic stimuli

ROS | |Growth factor,
Antiapoptotic

I
Bcel-2 protems—{ :
V

FADD

Mltochondnon membrane Caspase -8
permeab|l|zat|on

@Cyt-c

[Caspase-s il

l

|
000

Release of
apoptotic bodies

. Secondary

necrosis » Release of DAMPs

Phagocytosis

Grafico 1 Via intrinseca y extrinseca de la Apoptosis (15)

La via extrinseca de la apoptosis se desencadena por ligandos de muerte celular
producidos por células inmunitarias como el Fas-L y el factor de necrosis tumoral
(TNF) que se unirén a los receptores de la célula diana (15,39). Una vez unido,
los monémeros de procaspasa-8 se dimerizan y activan a Caspasa-8 que a su vez
activara las Caspasas ejecutoras (15). La activacion de la via intrinseca de la
apoptosis se inicia en respuesta a la hipoxemia, especies reactivas de oxigeno
(ROS), radiacion o por la ausencia de factores de crecimiento que permeabilizaran
la membrana mitocondrial externa (MOMP) y liberara la proteina proapoptotica
citocromo ¢ (Cyt-c) activando la Caspasa-9 que a su vez activara la Caspasa-3
(15,38). Estos mecanismos conllevan a la formacién de cuerpos apoptéticos en la

célula diana que seran fagocitados, sin embargo, existen casos en el que este



proceso falla y se liberan patrones moleculares asociados al dafio que provocan

una respuesta inflamatoria (40).

1.1.6.1.2. Proteinas Proapoptoticas

El equilibrio entre sefiales proapoptéticas e inhibidoras de la apoptosis estan
codificadas por la actividad de las proteasas intracelulares (37). Las proteinas del
linfoma de células B— 2 (BCL-2) son importantes reguladores de la apoptosis que
sistematizan las vias de muerte celular dependiente de las mitocondrias al liberar
o no el citocromo c¢ (Cyt-c) (18). Esta gran familia comprende proteinas
proapoptoticas e inhibidoras de la apoptosis que regularizan la respuesta celular
ante los numerosos estimulos que conllevan a la muerte de la misma (19).

Las proteinas BCL-2 proapoptéticas forman oligémeros con BAX (BCL-2
asociada con proteina X), BAK (antagonista de BCL-2), BAD, BID, BIM, BNIP3,
Pumay Noxa que contribuiran a la permeabilizacion de la membrana mitocondrial
externa facilitando la liberacion intracelular de Cyt-c (20,41). De estos
oligébmeros, BAX y BAK son fundamentales dentro de la apoptosis, ya que
participan en la mayoria de procesos de activacion de las dos vias de la muerte
celular (42). El objetivo de estas proteinas, permeabilizar la membrana
mitocondrial externa (MOMP), da como resultado la liberacién de proteinas
proapoptéticas que formaran un complejo molecular o0 apoptosoma activando la
cascada de las caspasas (43).

La ubicacion celular de ambos oligdbmeros, BAX y BAK, es crucial para ejecutar
sus funciones de MOMP, la primera se encuentra en el citosol y la segunda
constituye parte de la membrana mitocondrial (44). Los mecanismos por los
cuales BAX y BAK forman poros en la membrana de las mitocondrias no estan
esclarecidos, pero se ha planteado dos teorias sobre la permeabilizacién, en si son
proteinaceos o lipidicos (45). Se ha visualizado anillos de oligomeros de BAX en
la membrana mitocondrial externa lo que confiere una caracteristica proteinacea,
pero no descartan la existencia de poros lipidicos (46). Por otra parte, la creciente
evidencia apunta una naturaleza lipidica de los poros formados por BAX y BAK,
que su hallazgo se limita por las dificultades técnicas para su minuciosa
observacion (47,48).
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Graéfico 2 Vista esquematica de los modelos propuestos para la estructura de

los poros de la membrana (45). (a) Poros proteinaceos. (b) Poros lipidicos.

1.1.6.2.Céancer

El término cancer, también llamado neoplasia, generalmente se refiere a un
conjunto de patologias tumorales de carécter invasivo o malignas (22). Es un
conjunto muy extenso de enfermedades caracterizadas por la proliferacion
incontrolada de células anormales y representa la segunda causa de muerte en
paises desarrollados y en vias de desarrollo (27,49). En los seres humanos, esta
enfermedad, supera las 200 etiologias (50). Esta diversidad esta reflejada por la
diferenciacion anormal de las células de origen, influencia de los microambiente
tisulares, redes de transcripcion alterada y mutaciones somaticas adquiridas (50).
En dependencia de la capacidad de invadir tejidos vecinos o de su diseminacion,
se considera tumor como maligno, y si no es asi, benigno (22,50). Sin embargo,
algunos canceres de caracteristicas benignas son mortales como las neoplasias
cerebrales histolégicamente normales y los adenomas hepatocelulares que causan
el desplazamiento del tejido cerebral y hemorragias importantes, respectivamente
(22). El crecimiento en las tasas de incidencia de cancer y su mal manejo,
representa un peligro para el desarrollo humano, por lo que, requiere un enfoque
distinto al de otras enfermedades no transmisibles para la prevencion, diagnéstico

y tratamiento (51).

1.1.6.2.1. Epidemiologia

Segun la Colaboracién Mundial sobre la Carga de Cancer, en el afio 2016 se

contabiliz6 17.2 millones de casos de cancer en el mundo y un total de 8.9
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millones de muertes por esta patologia (51,52). Se estima que la probabilidad de
desarrollar cancer durante los 0 a 79 afios de vida en dependencia del sexo es de
1 de cada 3 hombres y 1 de cada 5 mujeres (51). En pacientes masculinos, cerca
del 40% del total de incidencia mundial, las neoplasias de prdstata, pulmon y
colorrectales fueron las mas comunes, sin embargo, las causas mas comunes de
mortalidad corresponden a las patologias de pulmon, higado y estomago (51). En
pacientes femeninos, las neoplasias mé&s comunes fueron la de mama,
colorrectales y de piel con excepcion del melanoma; y las principales causas de
muerte fueron el cancer de mama, pulmon y vias respiratorias y colorrectal (51).

Se ha identificado las 10 neoplasias mas comunes de importancia para la salud

publica y representado en la siguiente tabla:

Tabla 2
Numero global de casos incidentes de canceres mas importantes en el afio 2016
Incidencia : '
_ Numero de | Numero de Incidencia
N.° | Tipo de Cancer en .
Casos Muertes en Mujeres
Hombres
Pulmoén y Vias ) )
1 ) ) 2.0 millones | 1.7 millones 1:18 1:46
Respiratorias
2 Colon y Recto 1.7 millones 830 000 1:26 1:41
53500 en
) mujeres
3 Mama 1.7 millones - 1:20
10 000 en
hombres
4 | Piel No Melanoma | 1.5 millones 53 000 1:31 1:50
5 Prostata 1.4 millones 381 000 1:16 -
6 Estomago 1.7 millones 834 000 1:32 1:80
7 Higado 1.0 millones 829 000 1:38 1:111
8 Cérvix 511 000 247 000 - 1:75
9 Leucemia 467 000 310000 1:118 1:194
Linfoma no
10 _ 461 000 240 000 1:110 1:161
Hodgkin
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Desde los 90’s la tasa de mortalidad e incidencia han demostrado un patron de
disminucion, debido al aumento de las pruebas de deteccion y mejora en el
tratamiento de esta patologia (25). Una década antes como resultado de la
implementacion de la mamografia y deteccion del antigeno prostatico especifico
para el screnning del cancer de mama y prdstata, la incidencia de estas patologia
aumento considerablemente, mientras que, la mortalidad disminuy6 por la

instauracion de un tratamiento oportuno ante un diagnostico precoz (53,54).

1.1.6.2.2. Factores de Riesgo

El cancer, en la actualidad, es el resultado de mutaciones de genes que pueden
heredarse, inducirse por factores medioambientales o debido a errores aleatorios
durante el proceso normal de replicacion del ADN que resultaran en un aumento

de proliferacion celular anémala (55-57).

1.1.6.2.2.1.Tabaco

En el cancer y en otras enfermedades la principal causa prevenible es el tabaco
(58). Este habito toxico es responsable de mas del 31% de las muertes por cancer
en pacientes masculinos entre la 3ra y 6ta década de vida, y del 6% de las muertes
en mujeres en estas edades (58). Se ha demostrado que el tabaco aumenta el riesgo
de padecer un sinnimero de variedades de cancer como el de pulmén, es6fago,
estdbmago, higado, pancreas, intestino, rifidn vejiga, cérvix y leucemia mieloide
(25,58,59). Principalmente, el habito tabaquico es el responsable de canceres de
la cavidad oral, esofago, laringe, pulmon, colon, recto y ovario (60). En paises
como China, Mongolia y Corea la tasa de incidencia de cancer por esta causa es
la més alta (61).

En pacientes fumadores de pipa y puros el riesgo de cancer de pulmén es mas del
doble, el cancer de labios, boca, faringe, es6fago y vejiga se triplica y cuadriplica
el de laringe, en comparacion con pacientes no fumadores (62). EI humo de tabaco
tiene un efecto nocivo en fumadores pasivos, ya que, contiene méas de 50
carcindgenos que aumentan el riesgo de padecer cancer de pulmon, por lo que se
le atribuye como la primera causa en aquellos casos que el habito tabaquico no

esta presente (58).
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1.1.6.2.2.2.Alcohol

Esta claramente estudiado la relacion entre el alcohol y varias neoplasias como el
cancer de boca, faringe, laringe, eséfago y mama (63,64). A nivel global, las
muertes por cancer a causa del alcohol representan del 3,5 al 5% de los casos (63).
En los Estados Unidos, se atribuye al consumo de alcohol mas de 200 000 muertes
por cancer (65). En bebedores frecuentes, el riesgo de neoplasias hepatocelulares
aumenta asi como otras enfermedades hepaticas que conllevan al cancer (66). Con
respecto al cAncer de mama el alcohol parece estar relacionado con el 4 al 9% de

los casos (59).

1.1.6.2.2.3.Contaminacién ambiental

Se han realizado multiples estudios sobre el impacto de la contaminacion
ambiental sobre los diferentes tipos de cancer, y de forma especial con el de
pulmon (67). Se estima que al menos el 5 % de los canceres de pulmén a nivel
mundial se debe a la contaminacion ambiental y esto puede aumentar hasta un 7%

en aquellos paises en vias de desarrollo (59).

1.1.6.2.2.4.Radiacion ionizante

Este tipo de radiacién es causante de una gran variedad de tipos de cancer (68).
Se ha identificado dos tipos de exposicion a la radiacion ionizante, artificial y
natural (68). Sin embargo, es dificil estimar y atribuir como causa de cancer a
todas las formas de radiacion que experimenta la poblacion general (69). Las
fuentes de radiacion natural incluyen la ingestion, la inhalacion de gas radon, los
rayos gamma terrestres y los rayos cosmicos (70). El gas radon se produce de
forma natural a partir de la descomposicion natural del uranio del suelo y se
acumula facilmente en lugares con mala ventilacion (71). Alrededor del 3y 20%
de las muertes por cancer de pulmén son a causa del gas radon residencial,
convirtiéndolo en la segunda causa de esta patologia después de fumar (72). La

invencion de los rayos X y la tomografia computarizada, dejando a un lado sus
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grandes aportes para el diagnostico de un gran ndmero de enfermedades,
constituyen un gran riesgo para la salud publica, ya que, su radiacion y mayor
cantidad la de la tomografia ha multiplicado por 20 la incidencia de diferentes

neoplasias en humanos (73).

1.1.6.2.2.5.Agentes infecciosos

El 15% de los casos de cancer se le atribuye a una infeccién por virus, bacterias e
incluso parésitos (74). A nivel mundial cerca de 2 millones de casos nuevos de
neoplasias malignas se atribuye a los siguientes agentes infecciosos: virus del
papiloma humano (VPH), virus de la hepatitis B (VHB), virus de la hepatitis C
(VHC) y al Helicobacter pylori, lo que ha permitido desarrollar nuevas estrategias
preventivas para su diagnostico y tratamiento (74,75). EI H. pylori esta presente
en mas de la mitad de la poblacion general de los cuales solo del 1 al 3%
desarrollan cancer gastrico y se ha identificado la bacteria en méas del 89% de los
adenocarcinomas gastricos (76). Después del H. pylori, los tipos 16 y 18 de VPH
son los agentes oncogénicos mas comunes identificado en el cancer de cérvix
invasivo, representa el 66% de los casos en Estados Unidos (77). El cancer de
higado es la segunda causa de muerte a nivel mundial, provocado por los virus de
la hepatitis By C (26).

1.1.6.2.2.6.Dieta, Obesidad y Sedentarismo

La evidencia ha demostrado que una baja ingesta de frutas y verduras se asocian
con un mayor riesgo de cancer de es6fago, estomago, colon y recto y pulmén (59).
Se presume que esta condicidén dietética se relaciona con malos habitos
alimenticios, obesidad y sedentarismo, de los cuales, estos dos ultimos, se han
asociado con cancer de mama, cérvix, ovario, endometrio, eséfago, vesicula biliar,
colon, recto y rifidén (59,60). Se ha justificado esta relacion entre la dieta y el
cancer al contrastar una dieta no balanceada con una dieta mediterranea que
reduce el riesgo de cancer de mama y proéstata (78). ElI aumento del IMC en

pacientes jovenes y adultos a nivel mundial, ha disparado el porcentaje de
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neoplasias asociadas a esta condicidn, sugiriendo que los cambios metabdlicos y
la obesidad contribuyen al desarrollo de cancer (79). La actividad fisica disminuye
el riesgo de padecer cancer, mientras que un comportamiento sedentario se asocia
con un mayor riesgo de presentar tumoraciones colorrectales, prostaticas,

ovaricas, de endometrio y mama (80,81).

1.1.6.2.3. Factores genéticos

La predisposicion genética para el cancer ha sido un tema de estudio durante la
ultima década, y son responsables del 5 al 10% de los casos de cancer a nivel
mundial (82). Se han identificado varios genes responsables de mas de 50
sindromes hereditarios de cancer, que a medida que mutan duplican el riesgo de
padecer esta patologia (82). En neoplasias comunes como la de prostata, pulman,
mama, vejiga y coldn, el riesgo familiar en primera linea de consanguinidad de
padecerlas aumente entre dos a cuatro veces (57). Esta predisposicion genética
puede explicar por qué al exponer a dos sujetos a un carcindgeno en especifico,
quien cuente con genes oncogénicos desarrollara una neoplasia mientras que el
otro no (83).

1.1.6.2.4. Prevencion

El principal pilar para disminuir el riesgo de cancer son los cambios en el estilo
de vida, por lo que la Sociedad Americana del Cancer recomienda mantenerse
alejado del humo del tabaco, disminuir el consumo de alcohol, consumir una dieta
saludable rica en vegetales, realizar actividad fisica, evitar la exposicion al sol y
mantenerse informado sobre los patdgenos carcindgenos, incentivando la

vacunacion y su diagndstico precoz (84)

Tabla 3
Recomendaciones sobre la dieta y actividad fisica para la prevencion del cancer segun
la Sociedad Americana del Cancer 2020
Recomendaciones sobre la dieta y actividad fisica
1. Alcanzar y mantener un peso corporal saludable durante toda la vida

2. Sea fisicamente activo.
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Los adultos deben realizar entre 150 y 300 minutos de actividad fisica de
intensidad moderada por semana, o entre 75 y 150 minutos de actividad
fisica de intensidad vigorosa o una combinacion equivalente; Lo ptimo es
alcanzar o superar el limite superior de 300 min.

Los nifios y adolescentes deben realizar al menos 1 hora de actividad de
intensidad moderada o vigorosa todos los dias.

Limite el comportamiento sedentario, como sentarse, acostarse y mirar

television, y otras formas de entretenimiento en pantalla.

Siga un patrén de alimentacion saludable en todas las edades.

Un patron de alimentacion saludable incluye:
+« Alimentos ricos en nutrientes en cantidades que ayudan a lograr y

mantener un peso corporal saludable;

X/

¢+ Una variedad de verduras: verde oscuro, rojo y naranja, legumbres ricas

en fibra (frijoles y guisantes) y otras;

X/

% Frutas, especialmente frutas enteras con una variedad de colores; y

X/

¢ Granos integrales.

Un patrén de alimentacién saludable limita o no incluye:
¢+ Carnes rojas y procesadas;

++ Bebidas azucaradas; o

+« Alimentos altamente procesados y productos de granos refinados.

Es mejor no beber alcohol.

Las personas que eligen beber alcohol deben limitar su consumo a no mas de 1

bebida por dia para las mujeres y 2 bebidas por dia para los hombres.

Se recomienda la deteccion del cancer en etapas tempranas y asintomaticas
mediante el cribado de diferentes neoplasias como la de mama, préstata y
colorrectal. El Grupo de Trabajo de Servicios Preventivos de los Estados Unidos
(85-88), USPSTF por sus siglas en inglés, recomienda realizar la mamografia
para el cribado de cancer de mama cada dos afios en mujeres de 50 a 74 afos; para

el cancer de cérvix recomienda realizar un Papanicolaou cada 3 afios en mujeres

de 21 a 65 afios y Pruebas de VPH cada 5 afios; se recomienda el cribado del

cancer colorrectal en paciente a partir de los 50 afios hasta los 75 afios mediante

examenes coprologicos, visualizacion directa como la colonoscopia y pruebas
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serologicos como la prueba de ADN metilado SEPT9; se recomienda medir el
antigeno prostatico especifico en sangre en pacientes masculinos mayores de 75
afios para la deteccion del cancer de prostata.

1.1.6.3.Agaricus blazei Murrill

El hongo Agaricus blazei Murrill (ABM), perteneciente a la familia Agaricaceae,
fue descrito por el cientifico Belgain Heinemann en 1967 (31). Originario del
Brasil, donde se le conoce como Hongo Solar o Himematsutake en Japon o Ji
Song Rong en China, este hongo medicinal ha sido estudiando para el tratamiento
de multiples enfermedades como la diabetes, hiperlipidemia, hepatitis y cancer
(89). EL ABM es rico en polisacaridos (beta-glucanos), lecitinas, vitaminas,
acidos fendlicos y ergosterol (90,91), lo que le confiere propiedades
inmunomoduladoras, antiinflamatorias, antitumorales, antioxidantes y antivirales
(92,93).

1.1.6.3.1. Propiedades del Agaricus blazei Murrill

Se ha demostrado que los beta-glucanos presentes en el ABM tienen una
importante funcion inmunomoduladora y actividad antitumoral (94). Con este
antecedente, se ha postulado que la actividad antitumoral es la fraccién de B-
glucano, el cual se administr6 via oral a ratones portadores de tumores y result6
la regresion de los mismos (95,96). Otros compuestos derivados del ABM como
el ergosterol y blazeispiroles tienen un efecto antitumoral por sus propiedades
antiangiogénicas (97). Estas peculiaridades antitumorales y apoptéticas del ABM
han sido registradas en diferentes lineas celulares cancerosas como en neoplasias
de mama, cérvix, melanoma y leucemia, pero su mecanismo proapoptoético es

poco conocido (98).

1.1.6.4.Agaricus blazei Murrill y las proteinas BAXy BCL-2

La actividad apoptdtica del ABM posiblemente esta inducida por p53 a traves de

varias vias que involucran a las proteinas BCL-2 (99). La proteina BAX, el
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objetivo de p53, provoca la liberacion del citocromo ¢ activando la apoptosis (99).
La exposicion de extractos de ABM enriquecidos con blazeispiroles a células
tumorales de carcinoma hepatocelular demostré un aumento en la expresion de
BAXy disminucién de BCL-2 inhibidora de la apoptosis (100). Este fendmeno se
ha reportado en otros compuestos de ABM como el Agarol y Blazeispirol, que
disminuyeron la expresion de BCL-2 y BCL-xL y aumento la expresion de BAX,
regulado por la funcion de p53 y fraccion apoptdtica de BAX 'y BCL-2 (9,97).

1.2. Objetivos

1.2.3. Objetivo General

Determinar la expresion de las proteinas BAX y BCL-2 en linfocitos humanos

tratados con extractos de Agaricus blazei Murill.

1.2.4. Objetivos Especificos

1.2.4.1. Determinar la dosis optima del tratamiento con Agaricus blazei Murill a
través de ensayos de citotoxicidad.

1.2.4.2. Conocer el efecto del tratamiento del extracto de Agaricus blazei Murill in
vitro en linfocitos humanos en la expresion de las proteinas BAX y BCL-2.

1.2.4.3.Correlacionar la expresiéon de proteinas BAX y BCL-2 con el efecto pro o

antiapoptético del Agaricus blazei Murill.
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CAPITULO I

METODOLOGIA

2.1. Tipo de investigacion

Se realizara un estudio no experimental con el fin de identificar la expresion de
las proteinas proapototicas BAX y BCL-2 en linfocitos humanos sanos tratados
con diferentes concentraciones de extractos de Agaricus blazei Murrill. Este
estudio se considera no experimental, ya que, las variables no son manipuladas
deliberadamente (101). Como nos menciona Hernandez et al, un estudio no
experimental las reacciones y acciones realizadas solo seran observadas para
luego registrarlas, porque no seré posible influir ni tener un control directo sobre
las variables (101). De la misma forma, este proyecto se le considera como un
estudio correlacional al plantear que la expresion de la proteinas BAX y BCL-2

en células humanas sanas inciden en la apoptosis de las mismas (101).

2.2. Financiamiento de la investigacion

Este trabajo de investigacion forma parte del macroproyecto dirigido por la Dra.
Yenddy Carrero titulado “ESTUDIO ETNOBOTANICO Y BIOENSAYOS DE
PLANTAS MEDICINALES RELACIONADAS CON EL TRATAMIENTO DE
CANCER DE CERVIX EN LA CIUDAD DE AMBATO, PROVINCIA DE
TUNGURAHUA, ECUADOR” aprobado mediante resolucion: 0904-CU-P-2018
y financiado por la Direccion de Investigacién y Desarrollo (DIDE) de la

Universidad Técnica de Ambato.

2.3. Recursos Humanos y Materiales

2.3.3. Recursos Humanos

e Docente tutora del proyecto de investigacion: Dra. PhD. Carrero Castillo
Yenddy Nayghit
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2.34.

Tesista: Univ. Villacrés Salas Christian Sebastian
Personal de la Red de estudiantes investigadores de la Universidad Técnica de
Ambato

Recursos Materiales

Instalacion: Laboratorio de Biologia Celular y Molecular de la Facultad de
Ciencia de la Salud de la Universidad Técnica de Ambato — Campus
Querochaca.
Células: Linfocitos humanos
Extractos de Agaricus blazei Murrill
Antibiotico penicilina/estreptomicina
Material de Laboratorio
o Pipeta seroldgica 5ml
o Vasos de precipitacion 25, 50, 100 ml
o Matraces de 250 ml
o Gradilla plastica
o Pipeta Pasteur
o Pipetas descartables 5, 10 y 25 ml
o Tubos EDTA (Vacuette ®)
o Jeringuilla 15y 10 ml
o Tubos conicos para centrifuga Falcon 15, 50 ml
o Pipeta multicanal
o Micropipetas
o Puntas estériles para micropipetas
o Tubos eppendorf 0,5, 1y 2 ml
o Filtro 0,22 micras (Thermofisher)
Equipos
o Agitadores magnéticos
o Balanza analitica (Ohaus, México)
o Plancha de calentamiento (Fisher Scientific, USA)
o Rota evaporador (IKA RU8, USA)
o Equipo de filtracion al vacio
o Vortex (Labnet, USA)
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(@]

o

Centrifuga (Hettich Zentrifugen, Alemania)
Bafio Maria (IKA, USA)

Equipo para PCR-RT (Thermo Fisher, USA)
Nanodrop

Incubadora de CO2 (Panasonic, Japon)
Microscopio Optico (SCOPE, USA)

Céamara de Neubauer

e Soluciones

o

o

o

(@]

o

Agua destilada estéril

Etanol 96% (C2H50H)

MTT bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio
RPMI 1640 (Gibco TM)

Suero fetal bovino al 10% (Gibco TM)

Tripsina-EDTA 0,25% (Gibco TM)

e Reactivos

2.4. Meétodos

Primers forward y reverse para las proteinas BAX y BCL-2
Histopagque ® -1077 (Sigma- Aldrich, Alemania)

Kit PureLink™ RNA Mini Kit - Thermo Fisher Scientific
Enzima SuperScript™ One Step (Thermofisher)

gPCR Master Mix (GoTag®)

2.4.3. Descripcion de la metodologia

Para el presente proyecto se prepararon 4 extractos de Agaricus blazei Murrill y

se cuantificd la cantidad de proteinas por el método colorimétrico de Bradford.

Se aislaron

® -1077 de la marca Sigma-Aldrich aplicando la metodologia propuesta por la

misma. Un
con medio
(Gibco TM

linfocitos humanos a partir de sangre periférica mediante Histopaque

a vez obtenidos los linfocitos se cultivaron en una placa de 6 pocillos
RPMI 1640 (Gibco TM) suplementado con suero fetal bovino al 10%
), 100 pg/ml de penicilinay 100 U/ml de estreptomicinay luego fueron

incubados por 72 horas a 37° centigrados, CO2 al 5% y atmdsfera humeda.
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Para determinar la actividad del extracto de Agaricus blazei Murrill en los
linfocitos se utilizo el ensayo MTT, el que permitié cuantificar la proliferacion
celular, mediante la reduccion del MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-
2,5-difeniltetrazolio) obteniéndose una dosis optima y el 1C-50 con el software
Prisma Graphpad Version 6 para cada una de las muestras.

Finalmente se extrajo el ARN de los linfocitos humanos control y con tratamiento
mediante la técnica de columnas del Kit PureLink™ RNA Mini Kit - Thermo
Fisher Scientific y se cuantifico el ARN obtenido en el nanodrop. Se procedi6 a
realizar un ensayo de reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa
inversa en tiempo real (PCR-RT) con la enzima SuperScript™ One Step
(Thermofisher) y los primers especificos aplicando la metodologia indicada y se

obtuvo la cuantificacion de la expresion génica de las proteinas BAX y BCL-2.

2.5. Criterios Bioéticos

A los sujetos donantes de sangre para la obtencion de linfocitos utilizados en la
presente investigacion permitieron y aceptaron ser parte mediante la firma de un
consentimiento informado previamente entregado. Se sometid a consideracion la
obtencion de muestras sanguineas de voluntarios que deseaban participar en el
estudio cumpliendo la normativa establecida por la Federacion Médica Mundial

y la Declaracién de Helsinki.

2.6. Procedimiento

2.6.3. Obtencion de los extractos bioactivos del hongo Agaricus blazei Murrill

Se obtuvo los extractos a partir del cuerpo fructifero previamente molido del
hongo Agaricus blazei Murrill, adquirido comercialmente de una plantacién en
Tabacundo, Pichincha. La presentacién seca del hongo permiti6 mantener sus
propiedades bioactivas disminuyendo el riesgo de contaminacion de la muestra
para los ensayos.

Con el apoyo de investigaciones previas (102-104), se determind las condiciones

para extraer el mayor porcentaje de sustancias bioactivas como el tipo de
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disolvente y el tiempo de extraccion en proporciones constantes de 1 en 15 de

componente/disolvente.

Tabla 4

Condiciones para la obtencion de extractos del hongo Agaricus blazei Murrill

Temperatura | Componente/ | Tiempo :
Extracto : Disolvente
(°C) Disolvente (horas)
El 100 len15 1 Agua destilada
E2 100 len15 2 Agua destilada
E3 100 len15 1 Agua : Etanol (50% v/v)
E4 100 len15 2 Agua : Etanol (50% v/v)

La cantidad del componente utilizado para cada uno de los extractos fue de 10
gramos de polvo seco del hongo Agaricus blazei Murrill pesados en una balanza
analitica (Ohaus, México) que posteriormente se disolvieron en matraces de 250
mililitros con 150 mililitros de agua destilada para los extractos 1 y 2, mientras
que, los extractos 3y 4 se disolvieron en una solucién al 50% v/v de agua — etanol.
Todos los extractos se sometieron a una temperatura interior de 100 grados
centigrados = 5 grados en una plancha de calentamiento de la marca Fisher
Scientific a diferentes intervalos de tiempo como muestra la tabla 4.

Se eliminaron los residuos sélidos mediante filtrado al vacio, obteniendo 4
extractos, E1 y E2 en disolvente acuoso y E3 y E4 en disolvente a base de etanol
el cual se elimind con ayuda de un rotaevaporador marca IKA RUS8 a una
temperatura de 60 grados centigrados a 100 revoluciones por minuto durante 15

minutos para evitar la interaccion de este compuesto en los préximos analisis.

2.6.4. Compuestos bioactivos del hongo Agaricus blazei Murrill

2.6.4.1.Cuantificacion de fenoles totales

Se realizo el método de Folin — Ciocalteu, que se basa en la deteccion de un
complejo azul mediante espectrofotometria formado a partir de la reduccion del
reactivo de Folin por accién de los fenoles (105). El cambio de color amarillo,

caracteristico del reactivo de Folin, a color azul se debe a que los fenoles, en un
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pH basico, reaccionan al wolframato y molibdato sddico presentes en este reactivo
(106). Ademas, se utiliz6 el método con microplacas para la cuantificacion de
fenoles totales propuesto por Bobo-Garcia et al (107).

En una microplaca de 400 pl y 96 pocillos se coloco 20 ul de cada extracto diluido
a una concentracion de 1:40 de forma individual, se afiadié 100 pl del reactivo
Folin-Ciocalteu para fenoles de la marca Merck a una concentracion de 1:4 y se
removié por 1 minuto, luego se dejé descansar la muestra por 4 minutos y se
colocé 75 pl de solucion de carbonato de sodio 100 g/l de la marca Merck para
nuevamente remover por 1 minuto y dejar reposar por 2 horas a temperatura
ambiente. Finalmente, con ayuda del espectrofotdémetro para microplacas
accuSkan GO UV/VIS Microplate Fisher Scientific y el software Skanit 4.1 for
Microplate Readers se midié la absorbancia a 750 nm y se procesaron los datos,
obteniendo las siguientes concentraciones calibradas a 10, 20, 50, 100 y 200

miligramos/litro de &cido gélico de la marca Fisher Scientific

2.6.4.2.Cuantificacion de flavonoides totales

Mediante el método establecido por Sembiring et al (108), se cuantificd los
flavonoides totales, ya que, estos compuestos en una solucion de metanol tienen la
propiedad de formar complejos con el cation de aluminio y los anillos hidroxilo de
los flavonoides permitiendo ser detectados en un lector de microplacas a longitudes

de onda mayores a 415 nm.

En una microplaca de 400 y 96 pocillos se colocd 50 pl de solucion de los extractos
diluidos en etanol al 96% a una concentracién de 1:40, sobre la cual se coloc6 10 pl
de cloruro de aluminio al 10%, 150 ul de etanol al 96% y 10 ul de acetato de sodio a
dosis de 1 mmol/I para luego dejar incubar por 40 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente, con ayuda del espectrofotometro para microplacas accuSkan GO UV/VIS
Microplate Fisher Scientific y el software Skanit 4.1 for Microplate Readers se midié
la absorbancia a 145 nm, se procesaron los datos, obteniendo las siguientes
concentraciones calibradas a 30, 40, 50, 60 y 100 microgramos equivalentes de

quercetina/mililitro
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2.6.4.3.Cuantificacion de polisacaridos totales

Mediante el método fenol — sulfurico propuesto por Taylor et al en 1995 (109), se
elaboraron soluciones al 1% de los diferentes extractos y en 4 tubos de ensayo de
10 mililitros se coloc6 1 mililitro de esta solucién, 1 mililitro de fenol al 5% y 5
mililitros de acido sulfdrico. Posteriormente, se agito vigorosamente la solucion
con ayuda del Vortex Mixer de la marca Labnet, obteniendo una reaccién
exotérmica para finalmente ser leidas en cubetas de cuarzo en un
espectrofotometro UV-VIS de la marca HACH DR 5000 a 490 nm, obteniendo
las siguientes concentraciones calibradas a 10, 40, 60, 80 y 100 microgramos

equivalentes de glucosa/mililitro

2.6.5. Toma de muestras de sangre humana periférica

Previa firma del consentimiento informado con las adecuadas medidas de
bioseguridad se tomo 10 mililitros de sangre venosa periférica con jeringuillas de
10 mililitros en un tubo de tapa lila con EDTA de la marca Vacuette® a 5

voluntarios, aparentemente sanos.

2.6.6. Aislamiento de células linfocitarias a partir de sangre humana periférica

Se aislaron los linfocitos humanos mediante gradientes de densidad, para lo cual,
se empled Histopaque ® - 1077 de la marca Sigma-Aldrich y se complementé la
metodologia en base a la tesis de Judrez-Vazquez (110,111).

Para diluir la muestra, en un tubo Falcon de 50 mililitros se coloco el volumen
sanguineo recolectado y se mezcl6 con 10 mililitros de Buffer Fosfato Salino 1X
(PBS 1X) de la marca Gibco TM. Al mismo tiempo, en otros 4 tubos falcon de 15
mililitros evitando contaminar las paredes se colocé 5 mililitros de Histopaque ®
- 1077 mas 5 mililitros de la dilucion sanguinea previa en PBS 1X a raz6n de 1:1.
Se centrifugo los 4 tubos a 1500 revoluciones por 30 minutos, observandose 4
fases, en la parte superior se color amarillo se encontré el plasma sanguineo,
debajo un halo opaco con las células mononucleares (linfocitos) y en la parte

inferior a este se suspendio el reactivo seguido por los componentes sanguineos
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mas densos. Este halo con una densidad de aproximadamente 1,077 g/ml que
contenia los linfocitos se separ6 y se volvio a suspender en PBS 1X para ser
lavados por dos ocasiones mediante centrifugacion a 1200 revoluciones por

minuto por 10 minutos cada una.

2.6.7. Cultivo Linfocitario

Posterior al aislamiento, en frascas de Roux de 75 mililitros se cultivo los
leucocitos suspendidos en medio de RPMI 1640 de la marca Gibco ™ con rojo
fenol, glutamina al 1%, enriquecido con suero fetal bovino al 10% y antibiotico
penicilina-estreptomicina (100 pg/ml) al 1% para evitar su contaminacion.
Finalmente, esta frasca se incub6 por 72 horas en la incubadora con 5% de diéxido
de carbono a 37 grados centigrados y atmosfera himeda que estimul6 la

proliferacion y adherencia a la superficie de la frasca.

2.6.8. Pase linfocitario

Cuando los linfocitos alcanzaron del 80 al 100% de proliferacion celular en una
frasca se pasaron a otra para prevenir la inhibicion de su crecimiento debido al
contacto celular y reduccion de nutrientes. Para ello se prepar6 medio de RPMI
1640, PBS 1X y Tripsina a bafio maria a una temperatura de 37 grados
centigrados. Se retiraron las frascas de la incubadora y se eliminé el medio, luego
se coloco 8 mililitros de PBS 1X, se removid suavemente para una mejor limpieza
y se desechd, después para despegar los linfocitos adheridos a la frasca se agreg6
1 mililitro de tripsina/EDTA al 0,25% e incub6 por 5 minutos en la incubadora de
marca Panasonic con 5% de diéxido de carbono a 37 grados centigrados y
atmosfera hiumeda, luego de transcurrido los 5 minutos se retiré la frasca de la
incubadoray coloco 5 mililitros de RPMI suplementado para inactivar la actividad
de la tripsina. A continuacion, se centrifugo a 500 atmosferas durante 5 minutos
la suspension de linfocitos, se descartd el sobrenadante y se homogenizé el
material celular residual en 1 mililitro de RPMI suplementado. Finalmente, el
volumen resultante se dividio para las frascas con medio de RPMI 1640 de la

marca Gibco ™ con rojo fenol, glutamina al 1%, enriquecido con suero fetal
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bovino al 10% y antibidtico penicilina-estreptomicina (100 pg/ml) al 1% e incubo
por 48 horas con 5% de didxido de carbono a 37 grados centigrados y atmosfera

himeda.

2.6.9. Conteo linfocitario

Para contar los linfocitos es necesario que estos alcancen una proliferacion del
80%, para este proceso se utilizo la tincion de Azul Tripan a una relacion de 1:1
(se coloco en un Eppendorf™ 100 ul de solucion linfocitaria y 100 pl de Azul
Tripano) que tifid los linfocitos viables. En una camara de Neubauer de colocé 10
I en cada cuadrante de la solucidn tefiida con Azul Tripano y con un microscopio
Optico a 10X se observé y barri6 los 4 cuadrantes. Al concluir, para determinar el
namero de células por cada mililitro se multiplicé el valor por 2 y luego por 10
000 (112).

2.6.10. Aplicacidn del extracto de Agaricus blazei Murrill

Los linfocitos se cultivaron en una microplaca de 96 pocillos 200 pl a una
concentracion linfocitaria por cada pocillo de 1x10° e incubd por 72 horas con 5%
de diéxido de carbono a 37 grados centigrados y atmésfera himeda. A las 72 horas
de incubacion, se colocO descendentemente el tratamiento de Agaricus blazei
Murrill diluido de forma seriada de 1x10*a 1x10! en suspension de PBS 1X
previamente filtrada con microfiltro de 0,22 um de la marca Thermo Fisher con
el fin de eliminar sustancias nocivas y esterilizar la solucion, luego de lo cual, se
volvié a incubar por 48 horas con 5% de dioxido de carbono a 37 grados

centigrados y atmdsfera humeda.

2.6.11. Método Bradford para la cuantificacion de proteinas

Mediante el método de Bradford para la cuantificacion de proteinas, se realiz6 una
curva con la albumina del suero bovino calibrada desde 0,25 a 1.75 miligramos

/mililitros con acrecentamientos de 0,25 miligramos /mililitros. En una
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microplaca de 96 pocillos 200 pl, se coloco 5 pl del extracto de Agaricus blazei
Murrill con 150 pl del reactivo de Bradford, se lo dejé reposar por 5 minutos y
con ayuda del lector de microplacas Victor X3 de la marca Perkin-Elmer a 595

nm se determind la absorbancia de cada pocillo.

2.6.12. Ensayo colorimétrico MTT en linfocitos humanos

Para determinar la actividad metabolica de los linfocitos humanos tratados con los
extractos de Agaricus blazei Murrill se utilizo el ensayo de MTT, para lo cual, se
bas6 en las indicaciones del producto Invitrogen™ vy el protocolo de
Vaikundamoorthy et al (113).

Se elimind el tratamiento con el medio de cultivo de cada pocillo y se lavo con
PBS 1X por dos ocasiones. En 1 mililitro de PBS 1X se disolvié 5 miligramos de
MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) y se colocé 10
pl de esta solucién méas 100 ul de RPMI sin rojo fenol en cada pocillo e incubd
por 2 horas con 5% de didxido de carbono a 37 grados centigrados y atmdsfera
himeda. Después, se colocé 100 ul de Dodecilsulfato sédico (SDS) al 10% mas
100 pl de Acido clorhidrico al 0,01% y volvié a incubar en similares condiciones
y tiempo. Finalmente, transcurrido el tiempo, con ayuda del lector de microplacas
Victor X3 de la marca Perkin-Elmer a 570 nm se determind la absorbancia de cada

pocillo.

2.6.13. Extraccion y Cuantificacion del ARN linfocitario

Al terminar la incubacion de los linfocitos controles y tratados, con el kit
PureLink® ARN Mini Kit de la marca Thermo Fisher Scientific se procedio a
extraer y cuantificar el ARN linfocitario para determinar posteriormente la
expresion genica de los genes en cuestion.

Antes de empezar se prepar0 el buffer de lisis al 1% de 2 mercaptoetanol (10 pl
de mercaptoetanol en 1 mililitro de buffer). Para la lisis celular y homogenizacion
se resuspendio el pellet linfocitario y se centrifugd a 12 000 gravedades a 4 grados
centigrados por 2 minutos y 30 segundos, obteniendo un volumen de aproximado

de 300 pl de suspension linfocitaria. Se coloco 300 pl de etanol al 70% y se
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vorterizo la muestra. Se transfirié 500 pl de la muestra al tubo de recoleccion y
cartucho y por 20 segundos se centrifugd a 12 000 gravedades a temperatura
ambiente, se descarto el sobrenadante y se reinsertd el cartucho en el mismo tubo
de recoleccion. Luego, se colocé 500 pl del Buffer de lavado I y se repitio el
proceso de centrifugado anterior, con la diferencia que el cartucho se coloco en
un nuevo tubo de recoleccidn, donde se coloc6 500 pl del Buffer de lavado Il con
etanol y se centrifugo6 con las similares caracteristicas, este proceso se lo realiz6
por dos ocasiones. Se centrifugd la muestra por una tercera ocasion por 60
segundos a 12 000 gravedades a temperatura ambiente y se reinserto el cartucho
en un tubo de Eppendorf™. Finalmente, se coloc6 100 pl de agua libre de ARNasa
en el centro del cartucho, se centrifugd la muestra a velocidad méxima por 3
minutos. Las muestras finales de ARN obtenidas fueron leidas en el Nanodrop de

la marca ThermoScientific para determinar la pureza y concentracion obtenida.

2.6.14. Sintesis de ADN a partir de ARN linfocitario

En un tubo de 1,5 mililitros frio libre de ARNasa se agregé 1 pl de Buffer
dsDNAasa 10X, 1 ul de dsDNAasa, la muestra de ARN total obtenida y agua libre
de nucleasa hasta completar 10 ul de muestra total. Se mezcl6 la muestra e incub6
por 2 minutos en el ThermoMixer precalentado a 37 grados centigrados. Despues,
la muestra se dej6 reposar en hielo para centrifugarla y colocar nuevamente en el
bloque de hielo. Luego, se colocd y centrifugd en el mismo tubo los siguientes
reactivos en este orden: 4 pl de Reaction Mix 5X, 2 pl de M&xima Enzyme Mix
y 4 ul de agua libre de nucleasa. Finalmente, se incubd por diferentes intervalos
de tiempo y temperatura de la siguiente forma: 10 minutos a 25 grados
centigrados, 15 minutos a 50 grados centigrados y 5 minutos a 85 grados

centigrados. Al culminar se almacend la muestra a menos 20 grados centigrados.

2.6.15. Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa en tiempo
real

Para determinar la expresion génica de los genes BAX y BCL-2 en los linfocitos

humanos tratados con Agaricus blazei Murrill se utilizo6 la reaccion en cadena de

la polimerasa con transcriptasa inversa en tiempo real (RT-gPCR).
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Tabla 5
Secuencia de los primers utilizados
GEN Forward Prime Reverse Primer
GAPDH TGCACCACCAACTGCTTAGC GGCATGGACTGTGGTCATGAG
Actina CGGTTCCGATGCCCTGAGGCTCTT GGCATGGACTGTGGTCATGAG
BAX CAAGACCAGGGTGGTTGGG ATCTTTGTGGCGGGAGTG
BCL-2 CATGTGTGTGGAGAGCGTCAA GCCGGTTCAGGTACTCAGTCA

Basandonos en el protocolo GoTag® gPCR Master, en la cabida de flujo laminar,
en 4 tubos Eppendorf™ se coloco individualmente 1 pl de Forward Prime, 1 pl
de Reverse Prime, 10 pl de Mix 2X y 1,6 pl de la muestra de ADN, cada tubo se
completd hasta 20 pl de agua libre de ARNasa. Finalmente se centrifugaron los
tubos y se coloco en el termociclador de CFX 96 ** REAL-TIME SYSTEM de la
marca Bio-Rad.

Con ayuda del protocolo de Promega se programé el equipo de CFX 96 ** REAL-
TIME SYSTEM de la marca Bio-Rad a una temperatura de 95 grados centigrados
por 30 segundos para activar la polimerasa, a 95 grados centigrados por 15
segundos para desnaturalizar el ADN y a 58 grados centigrados por 25 segundos

durante 32 ciclos para amplificar los genes en estudio.

95.0°C 95.0°C
030 0.15 \ G
58.0°C o
025 T
o
_ 2
_ 32 X

Gréfico 3 Programacion equipo de CFX 96 ** REAL-TIME SYSTEM para la
amplificacion de los genes BAX y BCL-2

2.6.16. Determinacion de la expresion génica: Método de Livak

Para determinar la expresion génica de los genes de interés en los linfocitos
tratados se utilizo el método de Livak y Schmittgen o método AACt, utilizando las

siguientes formulas:

31



Expresion génica control:
ACt1= Ct (Gen diana control) — Ct (Gen Housekeeping control)
Expresion génica tratamiento:
ACt = Ct (Gen diana tratamiento) — Ct (Gen Housekeeping tratamiento)
Diferencia de la Expresion génica tratamiento — control:
AACt = ACty (Expresion génica tratamiento) — ACt1 (Expresion génica control)

Expresion génica del gen diana sobre el gen housekeeping:
= 9-AACT

2.7. Disefio Experimental

Para el presente proyecto de investigacion se utiliz dos genes housekeeping para
el andlisis de los genes de interés analizados por duplicado. Se empleé el software
GraphPadPrism V7.0 para el andlisis de los resultados y figurados como promedio
la media de la desviacion estandar. Ademas, se utilizo ANOVA para los analisis
de comparativos y post test de Bonferroni - Turkey, tomando los valores menores

o0 iguales a 0,05 como significativos.
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CAPITULO I

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Andlisis de resultados

3.1.1. Compuestos activos del Agaricus Blazei Murrill

A partir de los extractos obtenidos del hongo Agaricus Blazei Murrill (Tabla 4),
se procedid a caracterizar los compuestos bioactivos mas importantes descritos

con anterioridad mediante espectrometria UV-VISIBLE.

Tabla 6
Concentracion de Fenoles totales en los diferentes extractos de Agaricus blazei
Murrill

E1l 21,27 0,28 miligramos

E2 16,67 0,06 equivalentes de
Fenoles Totales . .

E3 14,84 0,19 acido galico /

E4 16,23 0,02 gramo

En la tabla 5, los fenoles totales presentes en el extracto E 1 de Agaricus blazei

Murrill present6 la mayor mayor concentracion de los extractos con un valor de

21,27 + 0,28 miligramos equivalentes de acido galico / gramo.

Tabla 7
Concentracién de Flavonoides totales en los diferentes extractos de Agaricus
blazei Murrill
Flavonoides E2 2,21 0,07 equivalentes de
Totales E3 1,50 0,04 quercetina /
E4 1,85 0,01 gramo
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En la Tabla 6 los flavonoides totales presentes en mayor concentracion
corresponden al extracto E 1, con un valor de 2,34 = 0,11 miligramos equivalentes
de quercetina / gramo.

Tabla 8
Concentracién de Polisacaridos totales en los diferentes extractos de Agaricus
blazei Murrill
Compuestos .| Desviacion Unidad de
: : Extractos | Concentracion '
bioactivos estandar medida
E1l 192,41 0,53
_ ) miligramos
Polisacaridos E2 133,38 0,33 )
equivalentes de
Totales E3 82,09 0,73
glucosa / gramo
E4 59,73 0,53

La concentracion de polisacaridos totales mostrados en la Tabla 7, el extracto E
1 mostro la mayor cantidad con un valor de 192,41 + 0,53 miligramos equivalentes

de glucosa / gramo.

Se demostro que las condiciones aplicadas en el procesamiento del extracto E 1,
el cual fue diluido en agua destilada durante 1 hora a 100 grados centigrados
permitié obtener una mayor concentracion de los principales compuestos
bioactivos presentes en el Agaricus blazei Murrill. Ademas, el compuesto
biol6gico presente en mayor cantidad en los 4 extractos fueron los polisacaridos,
seguidos por fenoles y en menor cantidad los flavonoides como se muestra en la

siguiente figura.

Compuestos bioactivos del Agaricus Blazei Murrill

Compuesto Desviacion estandar
250 0,6
0,53
200 0.5
0,4
150
0,3
0,28 '
100 '
192,41 0.2
50 0,11 0,1
0 21,27 2.34 0

Polisacéridos Totales Fenoles Totales  Flavonoides Totales
Gréfico 4 Compuestos bioactivos del Agaricus Blazei Murrill
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Se comparo la cantidad y condiciones de extraccion de los compuestos bioactivos
del Agaricus blazei Murrill con estudios similares. Boonsong et al. en su estudio
sobre las actividades antioxidantes de cinco hongos comestibles usando diferentes
solventes para los extractos demostré que el contenido de fenoles y flavonoides
del hongo Lentinus edodes es mayor en agua destilada con un valor de 36.19 +
0.59 mg GAE/g y 3.75 £ 0.28 mg GAE/g , respectivamente, en comparacién a
soluciones con alcohol al 50% con un valor de 24.25 + 0.49 mg GAE/gy 1.64 +
0.36 mg GAE/g (114). En estudios realizados con especies de la familia
Agaricaceae; Carneiro et al. demostrd que los compuestos bioactivos obtenidos en
un primer ensayo con agua destilada y etanol fueron relativamente similares (115).
De la misma forma, Carvajal et al, demostré que los extractos diluidos en agua
obtuvieron una mayor concentracion de polifenoles con un valor superior a 20 mg
GAE/g (116).

La mayor concentracién de metabolitos obtenidos correspondientes al cuerpo
fructifero del hongo fueron los polisacaridos en un valor promedio de 126 mg
GAE/qg en las extracciones con agua caliente que aquellas con alcohol al 50%. Al
ser el principal compuesto del Agaricus blazei Murrill varios estudios se han
centrado en su identificacion, extraccion y purificacion, logrando demostrar la
actividad inmunomoduladora y antitumoral de este compuesto (117). Estudios
realizados por Liu & Sun et al. y Wu et al. evidenciaron concentraciones de
polisacaridos superiores a 900 mg GAE/g en extractos purificados de Agaricus
blazei Murrill, quienes otorgaron el efecto apoptético e inhibidor del crecimiento

de células cancerigenas a estos compuestos (118,119).

3.1.2. Actividad inmunomodularora del Agaricus Blazei Murrill

Una vez determinado que el extracto E 1 contenia la mayor concentracion de
compuestos de ABM, se empled en los linfocitos humanos para para determinar

la capacidad inmunomoduladora de dicho extracto.

Se obtuvo una concentracion al 10° de los compuestos bioactivos del extracto E 1

en miligramos resuspendidos en mililitros de PBS 1X como muestra la Tabla 9.
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Tabla 9

Concentracion de los compuestos bioactivos

Polisacéridos Polifenoles Flavonoides Compuestos
Extracto
Totales Totales Totales Totales
ABM 10° 2,93 mg/ml 10,27 mg/mi 1,13 mg/ml 483 mg/ml

Varias investigaciones han demostrado que los compuestos bioactivos de la

familia Agaricaceae, principalmente los polisacaridos, acttan directamente sobre

el sistema inmunitario desencadenando la produccion de anticuerpos y activacion

de linfocitos, macrofagos y neutréfilos (120-122).

En el ensayo MTT, al emplear los tratamientos en diferentes concentraciones

seriadas de 10 *a 10 " en logio a los linfocitos, el porcentaje de proliferacion

celular se incrementd proporcionalmente a la concentracion del tratamiento. La

concentracion de 10 "t mostr6 la mayor tasa de proliferacion con un incremento
del 41,25%, obteniendo un valor EC50 de 0,30 + 0,088 mg/ml, sin descartar la

efectividad del extracto en un rango de 0,18 a 0,47 mg/ml.

100,
90+
804
704
60
50
404
304
20
104

04

-10

% células

MTT LINFOCITOS

-11 -10

-9

-8 -7 -6 -5
log10

4 =3 =2

-1

0

Grafico 5 Proliferacion de los linfocitos tratados con ABM

Al igual que en el estudio realizado por Tangen et al. (123), el extracto de ABM

tiene la capacidad de inducir la proliferacion de los linfocitos demostrando que

sus compuestos no tienen efectos citotoxicos sobre los mismos.
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3.1.3. Expresion génica de BAX y BCL-2

Una vez obtenidos los resultados de los Cts relativos de los genes housekeeping

GADPH y Actina, y los genes de interés BAX y BCL-2 en linfocitos tratados con
el extracto E 1 de Agaricus blazei Murrill a través de la RTgPCR (Tabla 10 - 12),

se utilizé el método de Livak y Schmittgen o método AACt.

Tabla 10
CT de los genes housekeeping

LINFOCITOS CONTROL

C1ACTINA 27,26 | 32,69
C1 GADPH 22,55 | 23,98
LINFOCITOS TRATADOS CT1 CT2
ABM ACTINA 26,01 | 27,69
ABM GADPH 22,95 | 2241

La Tabla 10 muestra el promedio de los genes de control endégeno Actina y
GADPH obtenidos mediante RTgPCR, el tratamiento con los extractos de ABM

reducen su expresion relativa. La relacion de la media con los promedios de los

CTs medidos presentaron variaciones significativas P<0,05.

Tabla 11
CT del gen de interés BAX

LINFOCITOS CONTROL CT1 CT2

C1BAX 32,43 31,66

LINFOCITOS TRATADOS CT1 CT2

ABM BAX 30,07 | 28,99
Tabla 12

CT del gen de interes BCL-2

LINFOCITOS CONTROL

C1BCL-2 29,72 | 321

LINFOCITOS TRATADOS CT1 CT2

ABM BCL-2 29,46 | 27,47
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Las Tablas 11y 12, muestran la expresion relativa de los genes de interés BAX 'y

BCL-2 respectivamente en los linfocitos control y linfocitos tratados con ABM.

Tabla 13
ACT De BAX y BCL2 en linfocitos control y tratados con ABM (Actina)

2,07 0,93
2,68 1,62
0,61 0,68
0,66 0,62

Tabla 14
ACT De BAX'y BCL2 en linfocitos control y tratados con ABM (GADPH)

8,78 7,65
6,85 5,79
-1,93 -1,86
3,81 3,63

La Tabla 13 y 14, segin el método AACt, muestra la expresion relativa
normalizada de las proteinas BAX y BCL-2 en relacion con el gen de control
endogeno Actina y GADPH versus la expresion de los genes de interés en los
linfocitos tratados con los extractos de Agaricus blazei Murrill y los linfocitos sin
tratamiento. Sin embargo, el gen de control endégeno que mas significancia aporta
a la investigacion es GADPH que ha mostrado triplicar la expresion de las
proteinas BAX y BCL-2 en los linfocitos tratados. Se determind dicha
significancia estadistica mediante la prueba ANOVA (P<0.001). Ademas, en

ambas tablas la expresidn génica varia en los linfocitos tratados.
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Gréfico 6 Aumento de la expresion de BAX Y BCL2 en linfocitos tratados con ABM.
Relacion BAX/BCL2:1.65 p< 0,05.

Los resultados muestran que la expresion génica de las proteinas proapoptoticas
en los linfocitos que recibieron el tratamiento varian. El aumento de BAX y BCL-
2 es importante pero no significativo en ambos genes, por lo que al relacionar
BAX/BCL-2 se obtiene valores por encima de 1 que pronosticarian la induccion

de la apoptosis.

3.2. Discusion de los resultados

El presente trabajo de investigacion pretende aportar sobre los efectos bioactivos
del hongo Agaricus blazei Murrill en linfocitos humanos aparentemente sanos
obtenidos de sangre periférica como complemento y aplicacién para lineas
celulares cancerigenas. En la actualidad, el tratamiento convencional del cancer
no ha demostrado ser efectivo en su totalidad debido a la quimiorresistencia del
mismo inducida en parte por mutaciones de los genes responsables de la
apoptosis, por lo que, varios estudios se han enfocado en el potencial de diferentes
activos bioldgicos de platas y hongos como posibles tratamientos o adyuvantes en
el tratamiento de esta patologia (124). Bajo esta premisa, las nuevas estrategias
para el tratamiento del cancer son la inhibicion de la proliferacion celular y/o la
induccion de la apoptosis (125).

En un ensayo con linfocitos del pollo, Liu et al. demostr6 el potencial
proapoptatico de los polisacaridos del Agaricus blazei Murrill (ABM) al alimentar
con 0,2 mililitros del mismo a dosis de 30 miligramos por cada mililitro y Cadmio,

obteniendo que el ABM increment0 la tasa de apoptosis en la poblacion tratada
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con cadmio significativamente, debido al incremento de la relacion BAX/BCL-2;
por otra parte este extracto podria inhibir la apoptosis y la activacion de la via de
sefializacion de los receptores tipo Toll-4 (TLR-4) provocando una disminucién
de las concentraciones de citocinas inflamatorias, desempefiando un efecto
protector en las lesiones inducidas por el Cadmio en los linfocitos del pollo (126).
Los receptores tipo Toll (TLR), es un grupo de receptores de reconocimiento de
patrones de polisacéridos, alcaloides y melaninas vegetales (127). Identificados
por primera vez en las moscas de la fruta, se han detectado 27 tipos de proteinas
similares en las células humanas (128). Uno de estos tipos de proteinas, son los
receptores TLR-4 presenten en las membranas celulares de los linfocitos,
macrofagos y otros tejidos celulares (129,130). La estimulacion de estos
receptores transducen sefiales importantes en la liberacion de citocinas
inflamatorias y en la mediacién de la respuesta inmune innata (131). Estas
propiedades han sido demostradas en anteriores investigaciones, en las que se
demostrd que polisacéridos naturales activaron la via de sefializaciéon de TLR-4
(132).

Sun et al. ha demostrado la actividad antitumoral del extracto de Agaricus blazei
Murrill debido a la disminucidon del conteo celular e induccién de la apoptosis en
células de leucemia mieloide cronica in vitro, acompafiadas de una elevada
expresion de BAX y una reduccion de BCL-2 (133). Este mecanismo
proapoptotico esta presente en otras especies de la familia Agaricaceae, como en
el Agaricus lanipes y Agaricus bisporus, que en estudios realizados por Kaygusuz
et al. y Ghosh et al. en lineas celulares de cancer pulmonar A549, cancer cervical
HelLay cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231 se demostrd que en las células
tratadas con extractos de A. lanipes y A. bisporus respectivamente, mostraron una
disminucion de los genes BCL-2, mientras que, los genes BAX, Caspasa-3,
Caspasa-9 y p65 incrementaron su expresion induciendo la muerte de las lineas
celulares cancerigenas (134,135).

El aumento significativo de la expresion génica de BAX con relacion a BCL-2 en
la presente investigacion, resulté en la apoptosis de los linfocitos humanos
tratados con ABM. Sin embargo, la disminucién de la expresion de BCL-2 poco
significativa no aleja el efecto proapoptético de este extracto, ya que, durante la
realizacion de los diferentes ensayos para demostrar y cuantificar los efectos

citotoxicos e inductores genéticos de la apoptosis del Agaricus blazei Murrill en
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linfocitos humanos corroboran la finalidad de los posibles usos de estos extractos
como un tratamiento o terapia adyuvante antineoplasica en lineas celulares
cancerigenas. Este resultado es respaldado fuertemente por otros estudios con
agentes anticancerigenos naturales que han demostrado regular la expresion
génica de la familia BCL-2 y su oligdmero BAX; en donde, los niveles de BAX
se incrementan de forma exponencial y BCL-2 demuestra cambios ligeros pero

no poco importantes en la induccion de la apoptosis (136,137).
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

Los linfocitos tratados con Agaricus blazei Murrill aumentan la expresion de las
proteinas BAX y BCL-2

La relacion de expresion de las proteinas BAX/BCL-2 mayor o igual a 1 demostro
tener efectos apoptoticos en los linfocitos tratados con Agaricus blazei Murrill.
Las proteinas BAX y BCL-2 demostraron ser importantes marcadores para la
induccién de la apoptosis en células humanas.

La expresion génica de BAX induce la apoptosis indistintamente a BCL-2.

Los extractos de Agaricus blazei Murrill demostraron ser importantes compuestos
bioactivos capaces de aumentar la expresion de genes proapoptéticos, como BAX
y BCL-2, para inducir la apoptosis de los linfocitos y ser considerado en futuras

terapias anticancerigenas.

4.2. Recomendaciones

Investigar la expresion de las proteinas BAX 'y BCL-2 en otras células de tejidos
humanos.

Determinar la expresion de otros marcadores genéticos de la apoptosis en
linfocitos tratados con Agaricus blazei Murrill.

Evaluar la actividad bioldgica del Agaricus blazei Murrill como terapia adyuvante
en linfocitos de pacientes con enfermedades mieloproliferativas.

Valorar la actividad antiinflamatoria, antioxidante, hipoglucémica e
hipolipemiante del Agaricus blazei Murrill.

Realizar ensayos de caracterizacion fitoquimica del hongo a fin de establecer los

compuestos activos que inducen la apoptosis.
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