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Prefacio

A lo largo de mi vida, la ciencia ha sido fundamental. Desde nina, desarrollé una fasci-
nacién por el cuerpo humano y su complejidad, intrigada por cémo cada sistema trabaja de
manera precisa para mantenernos vivos, a través de reacciones quimicas, mecanismos biol6-
gicos y senales especificas. Definir mi propédsito no fue facil, pero dos experiencias marcaron
profundamente mi camino: la pérdida de mi mejor amigo a los 13 afios y la de mi tia a los 21,
ambas a causa del cédncer. Estas vivencias me impulsaron a buscar respuestas para entender
mejor esta enfermedad y, quizés, contribuir a encontrar soluciones. Creo firmemente que mu-
chas respuestas a las enfermedades se encuentran en la naturaleza o en los procesos internos
de nuestro propio cuerpo. Solo necesitamos observar, comprender y valorar la maravillosa
creacién que somos.

Debo aceptar que el tema que escogi para mi investigaciéon ha puesto a prueba todas las
habilidades y conocimientos adquiridos durante mi formacién universitaria. Sin embargo, he
tenido la bendicién de contar con personas que, como instrumentos de Dios, me han guiado
y corregido, permitiendo que mi trabajo no solo sea valioso, sino que también dé los frutos
esperados.

La vida universitaria no ha sido facil, pero en cada paso del camino he sentido la mano
de Dios sosteniéndome, consoldndome, guidndome y capacitdndome. Nunca me he sentido
sola en este proceso, porque El siempre ha estado conmigo, v eso es algo por lo que estaré
eternamente agradecida. Ademas, reconozco la ayuda invaluable de mi familia, quienes cre-
yeron en mi incluso antes de que yo misma lo hiciera y apostaron por mi cuando nadie més
lo hacfa.

Agradezco profundamente a mi papé, que sacrifico su tiempo para darme la oportunidad
de recibir una buena educacion y desarrollarme como profesional. A mi mamé, quien me
cuid6 dia y noche cuando fue necesario, respaldé mi carrera con sus oraciones y, en mis
momentos de frustracion, estuvo ahi para recoger mis lagrimas. A mis dos hermanos, quienes
han sido un ejemplo para mi vida y siempre estuvieron dispuestos a ayudarme a entender
cuando me sentia estancada. A mis abuelitas, que nunca se cansaron de escucharme y me
recordaron que soy capaz cuando dudaba de mi misma. También a mis primos, primas, tios
y tias, quienes siempre me hicieron reir y me brindaron su apoyo incondicional.
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Para mi alegria, Dios no solo me bendijo con mi familia, sino también con amigos mara-
villosos, quienes me han acompafniado y motivado en este arduo camino. Quiero destacar a
Hellen, Estefany, Monica, Shagty, Brittany, Renné, Valery, Marlon, Brandon, Saby, Melanie,
Juan, Pablo, Sofia, Rocio, Kenneth, Josué, Romeo, Karla, Carlos, Carmen, Kerstin, Andrea,
Josseline, Mariana, Angela, Lucky, Padre Juan Carlos, Padre Angel, Padre Peter, Padre Da-
niel, Wendy, Michy, Kathy, Jairo, Oliver, Juan Pablo, Jaqui, Lidia, Nahomy y Claudia. Su
amistad ha sido un regalo invaluable.

Finalmente, quiero expresar mi gratitud a la Universidad del Valle de Guatemala, que
me ha brindado las herramientas, habilidades y conocimientos necesarios para desarrollarme
como profesional en el campo de la salud desde la Ingenieria Biomédica. También agradezco
a mis profesores, quienes con paciencia y dedicacién me apoyaron, corrigieron y motivaron:
Krisztina Rios, Christa Contreras, Marie Cosenza, Luis Rivera, Miguel Zea, Diego Archila,
Patrizia Lupo y Miguel Morales. Su amor por lo que hacen me inspira a ser mejor.

No puedo dejar de agradecer a los departamentos de Biologia, Bioquimica, Quimica y
CEAA, por su asesoramiento, apoyo con materiales y acompanamiento a lo largo de este
proceso. Su ayuda fue esencial para la realizacion de este trabajo, y les estaré siempre
agradecida.

Quiero concluir con una cita que ha sido guia e inspiracion en este camino: jSi puedes...!,
respondi6 Jesus. «Todo es posible para el que cree» (Marcos 9,23).
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Resumen

El cancer es una enfermedad genética caracterizada por la multiplicacién incontrolada de
células que invaden tejidos cercanos. Aunque tratamientos como la cirugfa, la quimioterapia
y la radioterapia son efectivos, también danan células sanas, causando severos efectos secun-
darios. Esto ha impulsado la btusqueda de terapias alternativas, como el uso de hongos, que
han demostrado propiedades anticancerigenas y antitumorales. En este estudio, se evalud
la capacidad anticancerigena de los extractos de Agaricus bisporus y Pleurotus ostreatus,
obtenidos mediante maceracion en etanol al 95 %. Se analizaron sus efectos con pruebas de
morfologia celular, ensayo MTT y PCR en tiempo real (RT-PCR). Los resultados de las
pruebas morfologicas mostraron cambios significativos en la estructura celular, como muer-
te celular e inhibicién del crecimiento. En el ensayo MTT, Pleurotus ostreatus tuvo mejor
desempertio a las 24 horas, mientras que Agaricus bisporus fue mas eficaz a las 48 horas. La
PCR en tiempo real revel6 que las lineas celulares LAN-1 y UFH-001 presentaron valores
més altos en comparacién con CHO, lo que indica una mayor sensibilidad a los extractos.
Ademas, se observo la sobreexpresion de genes relacionados con la apoptosis, confirman-
do la presencia de los primers de interés en las muestras. Estos hallazgos sugieren que los
extractos de Agaricus bisporus y Pleurotus ostreatus poseen propiedades anticancerigenas
prometedoras, capaces de inducir cambios morfolégicos, inhibir el crecimiento celular y re-
gular la expresiéon génica, abriendo posibilidades para terapias complementarias mas seguras
y efectivas.



Abstract

Cancer is a genetic disease characterized by the uncontrolled multiplication of cells that
invade nearby tissues. Although treatments such as surgery, chemotherapy, and radiotherapy
are effective, they also damage healthy cells, causing severe side effects. This has prompted
the search for alternative therapies, such as the use of fungi, which have demonstrated
anticancer and antitumor properties. In this study, the anticancer capacity of extracts of
Agaricus bisporus and Pleurotus ostreatus, obtained by maceration in 95% ethanol, was
evaluated. Their effects were analyzed with cell morphology tests, MTT assay, and real-
time PCR (RT-PCR). The results of the morphology tests showed significant changes in cell
structure, such as cell death and growth inhibition. In the MTT assay, Pleurotus ostreatus
performed better at 24 hours, while Agaricus bisporus was more effective at 48 hours. Real-
time PCR revealed that LAN-1 and UFH-001 cell lines had higher values compared to
CHO, indicating higher sensitivity to the extracts. In addition, overexpression of apoptosis-
related genes was observed, confirming the presence of the primers of interest in the samples.
These findings suggest that the extracts of Agaricus bisporus and Pleurotus ostreatus possess
promising anticancer properties.

XI



CAPITULO 1

Introduccién

El cancer es una enfermedad genética que provoca que las células se multipliquen sin
control, invadiendo tejidos cercanos. De acuerdo con la Organizacion Panamericana de la
Salud, en el continente americano, el cancer es la segunda causa de muerte. Se prevé que
en las proximas dos décadas el cancer aumentara en un 60 % , afectando significativamente
los sistemas de salud, las personas y las comunidades, con un mayor impacto en los paises
de ingresos bajos y medianos. En particular, se espera que en el continente americano el
niamero de personas diagnosticadas con cancer aumente en un 55 % [1].

Actualmente, los tratamientos comunes para el cancer incluyen cirugia, quimioterapia y
radioterapia. Aunque estos tratamientos son efectivos, también pueden causar danos signifi-
cativos al cuerpo y provocar severos efectos secundarios. Por ejemplo, tanto la radioterapia
como la quimioterapia atacan no sélo a las células tumorales, sino también a las células
sanas circundantes. Debido a esta alta incidencia de efectos adversos, se han comenzado a
explorar tratamientos alternativos o complementarios, entre ellos el uso de hongos, que han
demostrado propiedades anticancerigenas y antitumorales.

Esta investigacion se centra en estudiar las propiedades anticancerigenas de los hongos,
especificamente de los extractos de Agaricus bisporus y Pleurotus ostreatus. Para ello, se
emple6 una metodologia de extracciéon por maceracion en etanol al 95% para obtener los
extractos de estos hongos. Posteriormente, se realizaron pruebas de morfologia celular, y se
evalu6 su citotoxicidad mediante la prueba MTT en diversas lineas celulares. Finalmente,
se analiz6 la expresiéon génica de los genes relacionados con la apoptosis celular utilizando
PCR en tiempo real (RT-PCR).

Los resultados de las pruebas de morfologia celular mostraron cambios significativos en
las lineas LAN-1 y UFH-001, incluyendo alteraciones en la estructura celular y una inhibi-
cion del crecimiento. En la prueba MTT, Pleurotus ostreatus demostré mayor efectividad
a las 24 horas, mientras que Agaricus bisporus presenté mejores resultados a las 48 horas,
respaldando los hallazgos de las pruebas morfologicas. Ademas, en los anéalisis de RT-PCR
y QPCR, las lineas celulares LAN-1 y UFH-001 mostraron una sobreexpresién de los genes
relacionados con la apoptosis en comparacion con la linea CHO, lo que confirma la capacidad



de estos extractos para inducir la muerte celular programada.

A continuacién, en el capitulo 2, se presentara la justificacion de esta investigacion,
donde se describe su importancia y relevancia. En el capitulo 3, se detallan los objetivos a
alcanzar. El capitulo 4 aborda el alcance y las limitaciones identificadas a lo largo del estudio.
En el capitulo 5 se incluye un marco tedrico para comprender los términos y conceptos clave
utilizados, seguido por los capitulos 6 y 7, donde se describen la metodologia, los resultados
obtenidos y su discusiéon. Finalmente, en los capitulos 8 y 9, se presentan las conclusiones
y recomendaciones para futuras investigaciones relacionadas con este tema, ademas de las
referencias bibliograficas utilizadas.



CAPITULO 2

Antecedentes

El cancer es una enfermedad genética, que provoca que las células se multipliquen sin
control, invadiendo tejidos cercanos al drea donde se estd generando esta sobreproduccion.
Esto ocurre debido a cambios y dafos en los genes encargados de controlar la formacion y
produccion de células, lo que causa errores en el proceso [2|. Aunque el tumor visible sea el
resultado final de una serie de cambios, este proceso puede haber tardado muchos anos en
desarrollarse [3]. De acuerdo con la Organizacion Panamericana de la Salud, en América el
cancer es la segunda causa de muerte. En el ano 2020, se estim6 que 4 millones de personas
fueron diagnosticadas con cancer, de las cuales 1.4 millones fallecieron [1].

A lo largo del tiempo, la ciencia ha buscado mejorar los tratamientos actuales, utilizando
nuevas tecnologias e innovaciones que permitan avanzar en la lucha contra el cancer. A pesar
de estos avances, los tratamientos mas utilizados, siguen siendo la cirugia, la radioterapia
y la quimioterapia [4]. En el caso de la cirugia, se extirpa el tumor, pero dependiendo de
su ubicacion, la dificultad y riesgo varian [5]; en algunos casos, el tumor no es extirpable.
Por otro lado, la quimioterapia y la radioterapia pueden matar células cancerigenas, pero
también danan células sanas, lo que deteriora la salud del paciente [6]|7]. En respuesta a
esto, se ha comenzado a explorar el mundo microscopico, en busca de soluciones a los efectos
secundarios de los tratamientos contra el cancer.

Desde la medicina tradicional asidtica, los extractos de hongos se han utilizado para
tratar diversas enfermedades. Recientemente, se ha investigado la actividad anticancerigena
y antitumoral de los hongos, utilizando extractos a base de agua y de etanol. En diver-
sas investigaciones se ha demostrado que los hongos pueden inducir apoptosis celular y la
reduccion significativa del tamano de los tumores [§].

Los hongos contienen en su estructura compuestos bioactivos que tienen un efecto me-
dicinal, tales como polisacaridos, terpenos, proteinas y compuesto fenolicos |9]. Entre estos,
los polisacaridos, terpenos y proteinas, han demostrado tener actividad anticancerigena y
antitumoral [9]. Los polisacéridos pueden unirse a receptores especificos en la pared celular
estimulando asi la respuesta inmunitaria, previniendo la oncogénesis y siendo especialmente
efectivos junto a la quimioterapia |9]. Los terpenos modulan el sistema inmunologico, redu-



cen el crecimiento de las células turmorales y pueden desencadenar aptosis celular [10][11].
Las proteinas tienen propiedades citotéxicas y anticancerigenas, que actian como inmuno-
moduladores [12].

El conocimiento de la capacidad anticancerigena y antitumoral de los hongos ha provo-
cado que se investiguen los metabolitos secundarios y los beneficios que tienen para la salud
de las personas. En estas investigaciones se ha encontrado que los extractos de hongos no
causan un dano significativo en lineas celulares sanas en contraste con las lineas celulares
cancerigenas [13].

Los extractos y metabolitos fungicos son una fuente prometedora de nuevos agentes
anticancerigenos. Sin embargo, se necesita realizar mas investigaciones que permitan avanzar
en el desarrollo de nuevos farmacos para el tratamiento del cancer.



CAPITULO 3

Justificacién

De acuerdo con la Organizacion Panamericana de la Salud, en el continente americano,
el cancer es la segunda causa de muerte. En el afio 2020 se tiene un estimado de 4 millones de
personas diagnosticadas con céncer de las cuales 1.4 millones fallecieron. A nivel mundial, se
prevé que en las proximas dos décadas el cancer aumentara en un 60 % afectando al sistema
de salud, a las personas y comunidades, con un mayor impacto en paises de ingresos bajos y
medianos. Para el continente americano se espera que el niimero de personas diagnosticadas
con cancer aumente en un 55 % [1].

Segun las estadisticas presentadas en el 2019 por el Instituto Nacional de Estadisticas
Guatemala (INE), la tasa de mortalidad por céncer en 2017 era del 45.7% |[14]. En un
estudio mas reciente, presentado en la Organizaciéon Mundial de la Salud se determin6 que
en América Latina y el Caribe fallecieron 713,414 personas a causa del cancer, con una tasa
de incidencia estandarizada por edad (ASR) de 86.6 por cada 100,000 personas al ano. En
Guatemala, el niimero de personas fallecidas es 9,609, con una tasa de ASR de 70.7 por cada
100,000 personas al ano [15].

Aunque los tratamientos actuales para el cancer son efectivos y permiten tratar la enfer-
medad segun la fase y tipo, estos presentan numerosos efectos secundarios que disminuyen
la calidad de vida de los pacientes. Entre los efectos secundarios mas comunes se dan la
neutropenia, linfedema, pérdida de cabellos, naduseas y vomitos, problemas de memoria, do-
lor, trombosis venosa profunda, cansancio, problemas para comer, quemaduras, depresion y
mutagenicidad de células [16].

Debido a la alta incidencia de efectos secundarios en los tratamientos actuales, se ha
comenzado a explorar distintos tratamientos alternativos o complementarios, entre ellos el
uso de hongos. Los hongos han demostrado tener propiedades medicinales, de las cuales se
han logrado obtener medicamentos que se utilizan en la actualidad, como la penicilina y
la estatina. Sin embargo, en la actualidad no existe ningin farmaco con base en hongos
indicado para el cancer [17].

A pesar de eso, aunque en la actualidad no existan productos derivados de hongos como



tratamiento al cancer, se ha ido demostrando que los hongos tienen capacidades anticanceri-
genas y antitumorales en sus compuestos bioactivos, como lo son los polisacaridos, terpenos
y proteinas. Los polisacaridos tienen la capacidad de unirse a receptores especificos en la
pared celular, estimulando asi la respuesta inmunitaria y previniendo asi la oncogénesis,
especialmente cuando la combinan con la quimioterapia [9]. Los terpenos, modulan el siste-
ma inmunolégico, reducen el crecimiento de las células turmorales y pueden desencadenar
aptosis celular [10]|11]. Las proteinas, por su parte, tienen propiedades citotoxicas y anti-
cancerigenas, estés tienen un efecto inmunomodulador [12].

Los hongos contienen una variedad de moléculas beneficiosas para la salud, como vita-
minas, proteinas, polisacéaridos, lipidos y minerales, que pueden obtenerse al ingerirlos [18].
Estas propiedades beneficiosas se han observado en diversas especies de hongos provenientes
de diferentes ecosistemas, incluidos los marinos, terrestres, endéfitos y aquellos cultivados
in vitro.[17] [8] [19].

La presencia de estas moléculas en los hongos pueden ayudar a los pacientes con céncer a
recuperar nutrientes esenciales, compensando los efectos secundarios que afectan el apetito
y la nutricion, como las nauseas y los vomitos [16]. Los hongos también juegan un papel
importante en el sistema inmunolégico, estimulando y regulando la respuesta inmunitaria
del cuerpo a patogenos [9).

Las caracteristicas medicinales y nutricionales de los hongos abren nuevas oportunidades
de investigacion, ofreciendo posibles soluciones a problemas no resueltos y esperanza a las
personas que padecen cancer. Los compuestos bioactivos en los hongos sugieren un potencial
significativo para el desarrollo de tratamientos complementarios, de mayor eficacia y menor
cantidad de efectos secundarios que los tratamientos convencionales.



CAPITULO 4

Objetivos

4.1. Objetivo general

Determinar la capacidad de las propiedades anticancerigenas de extractos de Agaricus
bisporus (champinén) y Pleurotus ostreatus(ostra) mediante un estudio in vitro.

4.2. Objetivos especificos

» Implementar una metodologia de maceraciéon y liofilizacién que permita obtener los
extractos y compuestos de los hongos.

= Evaluar la citotoxicidad de los extractos de hongos en cultivos de células cancerosas
(UFH-001 y LAN-1) y no cancerosas (CHO) mediante ensayo MTT.

» Analizar la expresion génica de genes relacionados a la apoptosis (p21 y PUMA) en
cultivos de células cancerosas (UFH-001 y LAN-1) y no cancerosas (CHO) mediante
una PCR en tiempo real (RT-PCR).



CAPITULO b

Alcance

El objetivo principal de este estudio es determinar las propiedades anticancerigenas de
los extractos de Agaricus bisporus y Pleurotus ostreatus, evaluando su efectividad en la
inhibicién y muerte celular de células cancerigenas. Para ello, se utilizan diversos métodos,
como el analisis de la morfologia celular, la prueba de MTT para evaluar la citotoxicidad de
los extractos en las lineas celulares LAN-1, UFH-001 y CHO, y el anélisis de la expresion
génica relacionada con la apoptosis, mediante las técnicas de RT-PCR y qPCR. El estudio
se lleva a cabo in vitro, en condiciones controladas de laboratorio, lo que permite examinar
los efectos de los extractos de los hongos a nivel celular.

Este estudio se centra en tres lineas celulares especificas: LAN-1, UFH-001 y CHO. Se
emplean diferentes concentraciones de los extractos y se analizan tanto los efectos sobre la
morfologia celular como sobre la viabilidad celular, ademés de observarse los cambios en la
expresion de genes clave involucrados en la apoptosis.

Es importante senalar que, aunque los resultados obtenidos aportan informaciéon valiosa
sobre la actividad anticancerigena de los extractos, el estudio esta limitado a un entorno in
vitro, lo que implica ciertas restricciones. La extrapolacion de estos resultados a un organismo
completo es compleja, dado que el comportamiento celular puede variar significativamente
entre distintas lineas celulares y segtn las condiciones in vitro. Ademaés, las caracteristicas de
cada linea celular pueden influir en los resultados, lo que representa un desafio en términos
de reproducibilidad y aplicabilidad de los hallazgos a un contexto méas amplio.

Este estudio se limita exclusivamente a las especies Agaricus bisporus y Pleurotus ostrea-
tus, por lo que futuras investigaciones deben explorar otros hongos con propiedades antican-
cerigenas potenciales. Asimismo, se sugiere realizar mas pruebas in vitro para profundizar
en los mecanismos de accién de estos hongos en diferentes tipos de células cancerigenas.

Los resultados obtenidos se presentan en cuadros, gréaficos y fotos de la morfologia ce-
lular, proporcionando una visién clara de los efectos de los extractos sobre la viabilidad y
proliferacién celular.



CAPITULO O

Marco tedrico

6.1. Cancer

El término cancer se utiliza para describir un grupo de enfermedades que afectan a
organismos multicelulares y que pueden manifestarse en cualquiera de los sistemas del cuerpo
[20]. Su caracteristica principal es la alta produccion de células anormales o mutadas, las
cuales se extienden y se propagan a distintos sistemas u érganos adyacentes a través del
sistema sanguineo o linfatico, en un proceso conocido como metastasis. Esta proliferacion
descontrolada de células también puede acumularse en un 6rgano o tejido especifico, dando
lugar a una neoplasia maligna o tumor |20][21].

La enfermedad es causada mediante los cambios en los genes, que controlan la produccién
y multiplicaciéon de las células, se produce una sobreproduccién de células genéticamente
modificadas diseminando en tejidos aledanos [2]|22]. Estas células mutadas se dan mediante
la acumulaciéon de mutaciones en el ADN de genes especificos [23|. Los principales genes que
pueden sufrir mutaciones son los siguientes: Protooncogenes, genes supresores de tumor o
genes supresores, genes vigia o vigilantes |24]. Los protooncogenes que son los encargados de
dirigir la produccion de las proteinas necesarias para la proliferacion y diferenciacion celular,
al sufrir una mutacién ocurre oncogenes, los cuales son causante de una multiplicacion
desordenada de células [24]. Por otro lado, los genes supresores son los que permiten que
exista proliferaciéon celular, al estar ausentes provoca que las células crezcan y proliferen
de forma anormal, estos por su parte también tienen a su cargo la apoptosis celular |25].
Finalmente, los genes vigia, mantienen la integridad genémica, esto lo realizan mediante la
deteccion de errores en el material genético y aplican correcciéon sobre el error, suprimen
posibles mutaciones [24].

El cancer tiene caracteristicas comunes como ciclos repetidos de mutaciones, competicion
y seleccion natural. Ademas, presenta dos propiedades que lo vuelven altamente peligroso:
se producen a pesar de las restricciones normales e invaden y proliferan territorios utilizados
por otras células. Esta capacidad de invasién es esencial para las células cancerosas, ya que de
esta forma pueden liberarse en el torrente sanguineo o vasos linfiticos para producir tumores



o metastasis. Para la formacion de un tumor la célula mutada debe heredar la anomalia [26].

Las células cancerosas, para sobrevivir, proliferar y diseminarse, poseen capacidades bio-
logicas especificas que les confieren un comportamiento caracteristico. Entre estas destacan
la sustentacion de senales proliferativas, al generar sus propias senales de crecimiento o al-
terar las vias de senalizacién; la evasiéon de supresores de crecimiento, desactivando genes
que frenan el ciclo celular y permitiendo un crecimiento descontrolado; y la resistencia a la
apoptosis celular, lograda mediante la sobreexpresiéon de proteinas antiapoptoticas que evi-
tan la muerte celular programada. Ademaés, presentan inmortalidad replicativa gracias a la
activaciéon de la telomerasa, que mantiene la longitud de los telémeros y permite divisiones
ilimitadas, y promueven la induccién de la angiogénesis, produciendo factores que estimulan
la formacion de nuevos vasos sanguineos para garantizar el suministro de oxigeno y nutrien-
tes. También adquieren capacidades de invasion y metastasis, al modificar la adhesiéon celular
y obtener propiedades migratorias que les permiten diseminarse a otros 6rganos. A esto se
suma la inestabilidad gendmica, que incrementa mutaciones y fomenta la heterogeneidad
tumoral, y la inflamacién crénica, que facilita el desarrollo y la progresion de la enfermedad,
ambas consideradas caracteristicas habilitadoras. Finalmente, reprograman su metabolismo
energético para generar la energia y biomoléculas necesarias para su crecimiento y logran la
evasion de la destrucciéon inmunitaria mediante ligandos que inhiben la accién de las células
T. Estas capacidades interconectadas aseguran la supervivencia, proliferacién y diseminacién
de las células malignas . La Figurapresenta las primeras seis caracteristicas propuestas.

Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death SuUppressors

Inducing ' Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Enabling replicative
immortality

Figura 1: Caracteristicas biologicas propuestas para el cancer \

Estas capacidades interconectadas aseguran la supervivencia, proliferacion y disemina-
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cion de las células malignas. La generacion del cancer esté directamente relacionada con un
cambio en la secuencia del ADN, ya que la anomalia heredada suele originarse en alteraciones
genéticas. Distintos tipos de cancer comparten uno o mas defectos en la secuencia del ADN,
y este cambio puede ser provocado por carcindégenos quimicos que alteran la secuencia de
los nucleétidos, radiaciones ionizantes como los rayos X, que causan roturas cromosémicas y
translocaciones, o luz ultravioleta, que induce alteraciones en las bases del ADN. Para que
el cancer se desarrolle, se requieren miltiples alteraciones, ya que una sola no es suficiente.
Los factores mencionados generan desoérdenes leves en el comportamiento celular que pueden
evolucionar de manera gradual hasta provocar un cancer completamente destructivo [26].

6.1.1. Tipos de tratamiento
Cirugia

La cirugfa tiene como fin principal la erradicacién de un tumor primario, extirpando
el tejido u organo afectado por céncer o con una alta probabilidad de desarrollarlo. Este
procedimiento se realiza con el fin de prevenir la progresiéon de la enfermedad y evitar su
propagaciéon. Para determinar la necesidad de cirugia, se pueden realizar estudios genéticos
que identifiquen los riesgos especificos o llevar a cabo una cirugia diagnéstica, que permite
extraer una pequenia muestra del tejido sobre el que se tiene sospecha de cancer para realizar
un estudio [28]. Ademas de ser un método preventivo en algunos casos, la cirugia permite
que se pueda realizar una reseccién precisa del tumor, minimizando la posibilidad de disemi-
nacion del cancer a otras partes del cuerpo [29][28]. Previo a realizar la cirugia es necesario
realizar una evaluacion preparatoria que permita conocer el estado del paciente [29].

Quimioterapia

La quimioterapia es un tratamiento contra el cdncer que utiliza medicamentos para
destruir las células cancerigenas hasta que no sean detectables. Este tratamiento busca
detener el crecimiento de las células malignas, controlar la enfermedad y aliviar algunos
de los sintomas que provoca. Sin embargo, uno de sus efectos secundarios es el dano a
las células sanas |30]. El objetivo principal de la quimioterapia es inhibir la proliferacion
celular para evitar la metéastasis, lo cual se logra afectando la sintesis de ADN, ARN o
proteinas. Esta interferencia induce la apoptosis celular, observandose mayor eficacia de los
farmacos durante la fase S del ciclo celular, momento en que ocurre la sintesis de ADN
[31]. A nivel molecular, la quimioterapia acttia matando las células que estan en proceso de
division, danando especificamente el niicleo y los genes de las células cancerigenas. Interfiere
con el centro de control celular encargado de enviar los comandos de divisién, interrumpe
los procesos quimicos asociados a esta division y afecta la replicacion de los genes durante
la generaciéon de copias. Debido a la alta tasa de divisién de las células cancerigenas, la
quimioterapia tiene una mayor probabilidad de eliminarlas. No obstante, también impacta
a las células sanas que se dividen ridpidamente, como las del cabello, la médula 6sea, la
piel y el sistema digestivo, lo que explica los efectos secundarios comunes asociados a este
tratamiento [32].
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Radioterapia

Se utilizan dosis controladas de radiacién para danar o destruir las células cancerigenas,
con el objetivo de detener su crecimiento y proliferacion. Este tratamiento generalmente
afecta inicamente la parte del cuerpo expuesta a la radiacion [33]. Se estima que el 50 % de los
pacientes con cancer reciben radioterapia como parte de su tratamiento, utilizdndose tanto
para curar el cancer como para tratar el dolor de manera paliativa. Uno de los principales
efectos de la radiacion es provocar un dano profundo en el ADN [29).

La radiacién interactiia con el tejido generando ionizaciones que producen radicales libres,
los cuales son altamente reactivos y tienen la capacidad de romper enlaces quimicos. Esto
puede causar danos significativos en el ADN, incluidos enlaces cruzados, roturas de cadena
simple y, especialmente, roturas de cadena doble, que son las més criticas por su dificultad
de reparacion. Por cada gray de radiacion, se inducen aproximadamente 40 roturas de doble
cadena, las cuales deben ser reparadas para evitar efectos letales o mutagénicos [34].

Existen dos principales mecanismos de reparacion del ADN para abordar estas roturas:
la unién de extremos no homologos (NHEJ) y la recombinacion homologa (HR). La via
NHEJ opera en cualquier fase del ciclo celular y no requiere una plantilla homoéloga, aunque
es més propensa a errores. En cambio, la recombinaciéon homoéloga es precisa y requiere una
plantilla homologa, lo que limita su funcionamiento a las fases S y G2, donde las células estan
activamente replicando su ADN. Sin embargo, si el dano en el ADN no puede ser reparado,
las células activan mecanismos de senalizacién que detienen el ciclo celular o desencadenan la
apoptosis para evitar la propagacion de material genético defectuoso. Estas respuestas estan
mediadas por proteinas clave como ATM y ATR, que regulan la reparacion, la detencién
celular y, en ultima instancia, la muerte programada de la célula en caso de fallo en la
reparacion [34].

6.2. Hongos

Conforme se han ido estudiando los hongos, se ha podido desmitificar la informacién y los
conocimientos que diversas culturas nativas tenian ellos, permitiendo asf su uso en diversas
actividades, tales como la industria alimenticia, farmacéutica, biotecnologia, formulacién de
antibioticos, pigmentos, vitaminas, enzimas, entre otros [35].

Los hongos tienen membrana y organelos rodeados de membra, tal como las células
eucariotas |35]. Ademaés, cuentan con un nicleo que puede tener uno o dos nucleolos y cro-
mosomas. Para poder tener energia, necesitan de carbohidratos complejos, ya que no poseen
la capacidad de llevar a cabo la fotosintesis, ni pueden fijar carbono, por tanto, son heterétro-
fos, es decir, que son consumidores de los compuestos producidos por otros organismos [36]
[35]. Obtienen sus nutrientes mediante la absorciéon de compuestos degradados por exoenzi-
mas, liberadas por ellos mismos. Esta caracteristica provoca que se involucren también en
los ciclos del carbono y nitrogeno [35].

Son aerdbicos estrictos, es decir, requieren de oxigeno libre para su crecimiento, ya que
les sirve como aceptor de electrones. Aunque hay algunas especies que son anaerobicos
facultativos, pues utilizan otras moléculas como aceptores de electrones, en su pared poseen
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principalmente polisacéridos, proteinas y lipidos. El tipo de polisacarido depende de cada
grupo taxondmico, sin embargo, el principal polisacarido es el glucano [35].

Los hongos se pueden encontrar en el suelo, agua, madera viva o en descomposicién,
restos vegetales, excrementos, entre otros. Hay algunas especies que son endémicas debido a
que dependen de su simbionte, hospederos o habitat especifico. Las estructuras macroscopi-
cas, poseen bandas de micelio, rizomorfos y esclerocios. Las bandas de micelio, tiene como
funcién principal la traslocacion de materiales y el transporte de nutrientes. Por otro lado,
los rizomorfos, tienen como funcién transportar nutrientes. Por tltimo, los esclerocios, se
encargan de aportar reposo y resistencia, permitiendo que los hongos puedan sobrevivir en
condiciones adversas. Estos ademés poseen cuerpos fructiferos, que sirven como estructuras
de reproduccion [35].

Los hongos tienen hébitats terrestres, acuaticos y extremos. De estas observaremos espe-
cificamente en los hongos que crecen en un hébitat terrestre. El suelo es el material formado
por minerales, materia orgénica, agua, aire y organismos vivos. Este posee una gran can-
tidad de microhabitats que vuelven el suelo un lugar adecuado para ser colonizado por los
hongos. El mayor atractivo de este es la materia organica disponible. La distribucién de estos
depende de la materia orgénica y el oxigeno disponible, es decir que, a mayor presencia de
estos compuestos, mayor cantidad de hongos [35].

Las especies de hongos varian dependiendo de su conformacion y el hébitat en el que
crezcan. La diversidad existente ha permitido que se amplie el estudio en el reino fungi,
logrando de esta forma que el interés por las propiedades nutricionales y medicinales, ademas,
los hongos tienen un papel importante en los ecosistemas, se estima que hay alrededor de
1.5 millones de hongos, de los cuales se tiene conocimiento de una pequena parte. En esta
seccion nos enfocaremos en dos especies en especifico [35].

6.2.1. Agaricus bisporus

El Agaricus bisporus, conocido comiinmente como champifién, es un hongo perteneciente
a la clase Agaricomycetes y al género Agaricus [37]. Es una especie ampliamente consumida
en todo el mundo, reconocida por su elevado contenido nutricional. Los cuerpos fructiferos
de este hongo poseen propiedades bioldgicas destacadas, como actividades antioxidantes,
antibacterianas, antiinflamatorias, antitumorales, inmunomoduladoras y antimicrobianas,
ademaés de contener ergotioneina, un potente antioxidante [38|]. Este hongo es el més popular
y cultivado a nivel mundial.

Entre sus principales caracteristicas morfolégicas destacan su sombrero convexo y el velo,
tipicamente de colores blanco o marrén. Presenta laminas libres que, en estado inmaduro,
son cremosas, pero que adquieren tonalidades café oscuro o negras al madurar. Su estipite es
central y estd unido al pileo mediante un anillo membranoso que puede ser sencillo o doble,
y de ubicacion superior o inferior [18].

En términos de composicion, el champifnion contiene un 91.4% de humedad, mientras
que el 8.6 % restante es materia seca, de la cual el 19% corresponde a proteinas, 23% a
fibra y 12 % a minerales, con un contenido destacado de potasio, fésforo, cobre e hierro [18].
Est4 compuesto por metabolitos y compuestos biolégicamente activos, como aminoécidos,
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azucares simples y complejos, indol, compuestos fendlicos, acidos grasos, esteroles, estati-
nas, vitaminas, oligoelementos y minerales. Ademaés, es rico en carbohidratos y proteinas,
destacando los carbohidratos complejos y las proteinas como las principales macromoléculas
[18].

Los compuestos bioactivos presentes en los champinones estdn estrechamente relacio-
nados con diversas actividades terapéuticas, como efectos antiinflamatorios, antidiabéticos,
antihiperlipidémicos, antioxidantes, antivirales, antimicrobianos, anticancerigenos y antitu-
morales. Estas propiedades medicinales contribuyen a su uso potencial en el tratamiento de
enfermedades y en la promocion de la salud [39).

6.2.2. Pleurotus ostreatus

La especie Pleurotus, conocida como hongo ostra, destaca por su elevado contenido de
protefnas, vitaminas, minerales, grasas saludables y fibra, lo que lo convierte en un alimento
ideal para prevenir enfermedades como la diabetes, la obesidad y afecciones cardiovasculares
[40]. Este hongo pertenece al orden Agaricales y a la familia Pleurotaceae. En particular, el
Pleurotus ostreatus presenta un pileo que mide entre 4 y 14 cm de didmetro, con tonalidades
que van del blanco al gris [18].

En términos de su composicion, el Pleurotus ostreatus se distingue por un contenido
notable de proteinas, que representa el 17.5% de su composicion, y un 23 % de fibra. Ade-
mas, este hongo es una fuente rica de vitaminas como la tiamina, riboflavina, piridoxina y
cobalamina, asi como de minerales esenciales como calcio y fésforo. También contiene flavo-
noides y compuestos fenoélicos, que contribuyen a sus propiedades beneficiosas para la salud
[18]. Con un 92.4 % de humedad y un 7.6 % de materia seca, su perfil nutricional incluye un
7.3 % de minerales totales, un 15.4 % de proteinas crudas y un 22 % de fibra cruda. Estas
caracteristicas, junto con su actividad antibidtica y antiviral, destacan a esta especie como
un alimento funcional [18§].

El Pleurotus ostreatus ofrece multiples beneficios medicinales, gracias a compuestos co-
mo los fendlicos, flavonoides, betacarotenos, polisacaridos, beta-D-glucanos y glicopéptidos.
Estos compuestos contribuyen a sus efectos antioxidantes, antibacterianos, antibioticos y
antitumorales |18|. En particular, su accion antioxidante protege las células del estrés oxida-
tivo, mejora el funcionamiento del sistema nervioso, reduce el cansancio y la fatiga, favorece
el metabolismo y estimula la produccion de colageno [40].

6.3. Extraccion de extracto

Es de interés obtener los extractos, ya que en ellos hay compuestos activos, que se pue-
den utilizar para combatir plagas y enfermedades. La eficacia que tenga el extracto depende
de la metodologia de extraccion, la calidad de producto y la concentracion utilizada [41].
Las técnicas méas comunes empleadas para la extraccién de compuestos bioactivos incluyen
Soxhlet, maceracion e hidrodestilacion. La técnica Soxhlet, ampliamente utilizada para ex-
traer lipidos, implica la evaporacién completa del disolvente junto con el sélido de interés.
A medida que el disolvente se condensa y regresa a la cAmara de extraccion, los compuestos
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extraidos se separan en capas segun su densidad. Aunque esta técnica ofrece un alto ren-
dimiento en recuperaciéon, se ha observado que los extractos obtenidos presentan un menor
contenido de polifenoles en comparacion con métodos no convencionales [42]|. Por su parte,
la maceracion es una técnica sencilla y econdmica utilizada para obtener aceites esenciales
y compuestos bioactivos. Este método consta de tres etapas principales: triturar o fragmen-
tar el solido para maximizar su superficie de contacto con el disolvente, dejar reposar la
mezcla en un recipiente cerrado, y finalmente, filtrar el liquido resultante [42]. En cuanto
a la hidrodestilacion, esta técnica se emplea para extraer compuestos bioactivos y aceites
esenciales, y se basa en tres procesos fundamentales: hidrofusiéon, hidroélisis y descomposi-
cion térmica. Estos se llevan a cabo a una temperatura cuidadosamente controlada para
evitar la degradacion de los compuestos bioactivos extraidos [42]. La eleccion del disolvente
depende del objetivo de la extracciéon y esta estrechamente relacionada con la polaridad del
compuesto que se busca obtener. Entre los disolventes mas utilizados en la extraccion de
materias primas y productos alimenticios se encuentran el propano, butano, acetato de etilo,
etanol, diéxido de carbono, 6xido de hidrogeno y acetona. No obstante, algunos disolventes
presentan restricciones debido a su toxicidad, como el hexano, acetato de metilo, metiletilce-
tona, diclorometano, metanol, propanol-2, éter dimetilico, butanol-1, butanol-2, propano-1 y
1,1,1,2-tetrafluoroetano. Estos deben ser eliminados o separados adecuadamente del extracto
para garantizar su seguridad [42]. Cada disolvente tiene aplicaciones especificas segun los
compuestos que se desean extraer. Por ejemplo, el agua es adecuada para compuestos como
antocianinas, taninos, saponinas y terpenoides; el etanol, para taninos, polifenoles, flavono-
les, terpenoides y alcaloides; el metanol, para antocianinas, terpenoides, saponinas, taninos,
flavonas y polifenoles; el cloroformo, para terpenoides y flavonoides; el diclorometano, para
terpenoides; el éter, para alcaloides y terpenoides; y la acetona, para flavonoides. Por lo
tanto, seleccionar el disolvente adecuado es esencial para asegurar una extracciéon eficaz y
segura de los compuestos de interés [42].

6.4. Expresiéon génica

Se define como gen a la unidad bésica para la informacién genética, formado por una
hebra larga de material genético. El gen no es auténomo, depende de otros componentes, para
su debido funcionamiento y perpetuacion [43|. Los genes forman secciones de las cadenas del
ADN. El ADN es el material hereditario, contiene un cédigo necesario para crear y mantener
un organismo. Este co6digo se lee mediante el orden o la secuencia de 4 bases quimicas como
lo son, la adenina (A), la citosina (C), la guanina (G) y la timina (T). Para poder formar
las paredes de bases, estos grupos se agrupan en pares, A con T y C con G, estos grupos se
unen a una molécula de aztcar y a una de fosfato, para poder crear un nucleétido [44] como
se presenta en la Figura [2] Estas moléculas son cruciales para el funcionamiento correcto
de las células ya que estéas tienen funciones especificas que deben realizar en el momento
adecuado [44)].
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Figura 2: ADN y sus bloques de construccion \\

La diferencia esencial entre el ADN y el ARN radica en su estructura y composiciéon qui-
mica. El ARN esta formado por una sola cadena y presenta un azicar diferente al del ADN,
ademaés de sustituir la base nitrogenada timina (T) por uracilo (U). La expresion génica es el
proceso mediante el cual se decodifica la informacién genética contenida en los genes activos
de una célula a lo largo de su vida [46]. Este proceso, definido por el Instituto Nacional de
Investigacion del Genoma Humano, implica utilizar la informacién codificada en un gen para
producir moléculas de ARN que codifican proteinas o ARN no codificantes. Funciona como
un interruptorregulador, controlando cuando y dénde se produce el ARN, y asegurando que
se genere en la cantidad adecuada. La expresion génica esta estrictamente regulada y pue-
de modificarse segun las condiciones especificas . A través de este mecanismo, la célula
produce las moléculas necesarias para su funcionamiento utilizando el cédigo genético del
ADN. Durante el proceso, la célula lee el codigo en grupos de tres letras (codones), donde
cada coddn indica un aminoacido especifico. Estos aminoacidos se ensamblan para formar
proteinas, esenciales para las funciones celulares. Asi, la expresion génica asegura la produc-
cion tanto de proteinas como de ARN no codificantes, fundamentales para el desarrollo y la
supervivencia celular [47].
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6.4.1. ARN

El ARN, o acido ribonucleico, es una molécula presente en las células vivas que contiene
material genético y comparte similitudes con el ADN. Una diferencia clave es que el ARN esta
formado por un aztcar distinto y una base nitrogenada diferente: la timina (T) del ADN es
reemplazada por el uracilo (U) en el ARN. Las demas bases nitrogenadas (adenina, citosina
y guanina) permanecen iguales, y las bases del ARN se emparejan con sus complementarias,
siguiendo el esquema A con T, U con A, C con G, y G con C del ADN . La composicion
de la estructura quimica se puede observar en la Figura

(A) HOCH, O OH HOCH, O OH
H H H H
OH OH OH H
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Figura 3: Estructura quimica del ARN

La sintesis del ARN comienza con la transcripcién, un proceso en el cual se seleccionan
los mono6meros del ARN a partir de una cadena moldeada de ADN. Durante la transcrip-
cion, se lleva a cabo la polimerizacién utilizando segmentos especificos de la secuencia de
ADN como molde. El producto final es un polimero de ARN que contiene la informacién
genética necesaria para dirigir procesos celulares . El ARN sintetizado desempena un
papel esencial en la expresién genética, ya que dirige la sintesis de proteinas. Este proceso,
que comienza con la transcripcion del ADN, culmina en la producciéon de proteinas funda-
mentales para las funciones celulares. Este flujo de informacién genética desde el ADN hasta
las proteinas se ilustra en la Figura .
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6.4.2. Retrotranscripcion

La retrotranscripcion es el proceso mediante el cual una cadena de ARN se convierte
en una secuencia de ADN unicatenario (cDNA), que luego puede convertirse en un ADN
bicatenario. Esta conversion es crucial para transferir la informacién genética del ARN al
ADN, lo que permite que se almacene y se herede a las siguientes generaciones . La
retrotranscripcion comienza cuando el ARN se une al sitio de inicio de la retrotranscriptasa,
que es la enzima responsable de sintetizar el ADN complementario (¢cDNA) a partir de una
plantilla de ARN . Esta enzima empieza a sintetizar una cadena de ADN complementaria
al ARN, anadiendo nucleétidos correspondientes a medida que avanza a lo largo del ARN. A
medida que la retrotranscriptasa se mueve a lo largo de la cadena de ARN, se crea el ADN
de cadena negativa (ADN -), que es complementario a la secuencia de ARN .

Una vez que la retrotranscriptasa completa la sintesis del ADN de cadena negativa,
entra en accion la enzima ribonucleasa H (RNasa H), que elimina la cadena de ARN de la
estructura ADN. Esto deja tinicamente el ADN negativo. En este momento, el ADN negativo
se transfiere y se une a la parte opuesta del ARN (por sus secuencias repetidas). Después,
la retrotranscriptasa sintetiza la cadena positiva de ADN utilizando la cadena negativa de
ADN como molde. Esta accion continia hasta que se completa el duplex de ADN bicatenario
. Una vez terminada la sintesis de ambas cadenas de ADN, se obtiene un ADN de doble
hebra completo, que puede ser integrado al genoma de la célula. Este proceso es fundamental
para la conversion de la informaciéon genética de ARN a ADN, permitiendo su conservaciéon
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y transmision [49).

6.4.3. RT-PCR

El método utilizado para crear copias de una secuencia genética con el fin de analizarla
se basa en el uso de la enzima retrotranscriptasa y la enzima ADN polimerasa para conver-
tir ARN en ADN y luego amplificar el ADN obtenido. Esta amplificacién permite detectar
cambios en genes o cromosomas, o estudiar la activacion de genes especificos |50]. El proceso
inicia con la retrotranscripcion: se anade una muestra que contiene ARN, se incorporan pri-
mers especificos, que se eligen en funcién de la secuencia que se desea estudiar, y se combina
con la retrotranscriptasa para sintetizar el cADN. Este paso ocurre a una temperatura de
entre 37 y 55 °C durante 30 a 60 minutos. Posteriormente, en la amplificacién, se anade
cADN, primers, nucle6tidos y ADN polimerasa. La mezcla resultante se somete a ciclos de
desnaturalizacién, alineacién y extension, lo que permite la sintesis de nuevas cadenas de
ADN. Este ciclo se repite entre 25 y 40 veces para lograr una amplificaciéon exponencial del
cADN. La deteccion de la amplificacion se realiza utilizando colorantes fluorescentes como
SYBR Green o TagMan, o con sondas especificas, lo que permite monitorear la amplificacion
en tiempo real y cuantificar la cantidad de cADN generado [51].

6.4.4. Primers

Un primer es un fragmento corto de ARN que actiia como punto de inicio para la sintesis
de ADN en procesos de replicacion y amplificacion. Los primers tienen secuencias unicas y
especificas que permiten identificar de manera precisa una regiéon particular dentro de un
gen, facilitando la amplificaciéon dirigida. Estos suelen tener una longitud de entre 18 y 25
nucledtidos, lo que les permite unirse especificamente a la secuencia objetivo de ADN. Se
dividen en dos tipos: forward (sentido), que se unen a la cadena molde en la direccion 5’ a
3’, y reverse (antisentido), que se unen en direcciéon 3’ a 5’. El diseno de un primer debe ser
especifico para evitar amplificaciones no deseadas, garantizando la precision del proceso de
amplificacion [52][53].

6.5. Apoptosis

La apoptosis es un proceso de muerte celular programada esencial para el desarrollo
y mantenimiento del equilibrio celular. Durante el desarrollo embrionario, elimina células
innecesarias, mientras que en la vida adulta se encarga de deshacerse de aquellas que han
sufrido danos irreversibles o que han cumplido su funcién, permitiendo la renovacion celular
[54]|55]. Este proceso se activa mediante senales bioquimicas y proteinas especificas que
inician un mecanismo regulado por genes como Bcl-2 y p53, encargados de garantizar la
precision de la eliminacién celular. La apoptosis se lleva a cabo de manera ordenada para
evitar inflamacién, y se caracteriza por cambios morfol6gicos como la formaciéon de ampollas
en la membrana, la condensacién de la cromatina y la fragmentacion del ADN, tal y como se
presenta en la Figura [5] Ocurre en tres etapas principales: iniciacion, regulacién genética y
activacion de efectores, como las caspasas, que degradan componentes esenciales de la célula.
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Su alteraciéon puede dar lugar a enfermedades como el cancer, cuando las células danadas o
peligrosas no son eliminadas correctamente [54][55].

Condensacion de
la cromatina

Célula

-
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& L% El nucleo colapsa

e @
Qormaeibn del cuerpo
apoptotico

Figura 5: Apoptosis celular

6.5.1. Proteinas reguladoras de la apoptosis
PUMA

PUMA es una proteina perteneciente a la familia de proteinas BH3-only, que actian como
reguladoras clave de la apoptosis celular. Su actividad esta vinculada a su papel como gen
objetivo, activindose en respuesta a sefiales de estrés y dano en el ADN. Su principal funcién
es activar a pb3 en situaciones de dano genético, facilitando la eliminacién de células danadas.
En el contexto del cancer, PUMA incrementa la sensibilidad de las células tumorales a los
tratamientos, lo que refuerza su potencial como objetivo terapéutico [56].

BAX

BAX es una proteina proapoptotica perteneciente a la familia Bcl-2 cuya funcién prin-
cipal es inducir la apoptosis en respuesta al estrés o dano celular. Acttia formando poros en
la membrana mitocondrial, lo que permite la liberacion de factores proapoptoticos respon-
sables de activar la cascada de muerte celular. En el contexto del céncer, niveles altos de
esta proteina estéan asociados con un buen prondstico, mientras que su ausencia o niveles
reducidos se relacionan con resistencia a la apoptosis, progresiéon tumoral, metastasis y re-
sistencia a los tratamientos. Por estas caracteristicas, BAX se considera un marcador clave
en la regulacion de la apoptosis de células tumorales [57].
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CAPITULO [

Metodologia

7.1. Obtenciéon de los extractos de Agaricus bisporus y Pleu-
rotus ostreatus

Se utilizaron las especies de hongos Agaricus bisporus y Pleurotus ostreatus, obtenidas
de los distribuidores Unisuper, S.A. y Gastro Fungi. Para la preparacion del extracto, se
pesaron 250 gramos de micelio para ambas muestras, los cuales fueron cortados en pedazos
y agregados a distintos morteros. Posteriormente, se anadieron 250 ml de etanol absoluto
(Merck, Alemania) con una relacion 1:1. Durante el proceso de maceracion de 20 minutos,
se agregaron los 250 ml de etanol de forma gradual para asegurar una extracciéon 6ptima.
La mezcla obtenida fue transferida a frascos de vidrio sellados, cubiertos con papel aluminio
para evitar la exposicién a la luz, y se dejé6 macerar a temperatura ambiente durante 48
horas.

7.1.1. Filtrado y evaporacion del solvente

Posterior a la maceraciéon, la mezcla fue sometida a un proceso de filtrado utilizando
filtros de café y papel filtro. Este procedimiento se repitié varias veces hasta obtener un
filtrado completamente libre de sélidos visibles.

A continuacion, se llevo a cabo la evaporacion del etanol en una campana de extraccion.
El extracto etanodlico se transfirié a un vaso de precipitado de vidrio de borosilicato y se ca-
lentd gradualmente utilizando una estufa. La temperatura fue monitoreada constantemente
hasta alcanzar los 80 °C, garantizando la completa evaporaciéon del solvente, lo cual tomd
aproximadamente 30 minutos.
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Una vez enfriado, el extracto fue trasladado a una campana de flujo laminar previamente
desinfectada con etanol al 70 %. En la campana se introdujeron filtros de jeringa (Whatman
UNIFLO 25 mm), tubos de ensayo estériles de 5 ml de vidrio, los extractos, jeringas de 5
ml (Nypro Syringe) y vasos de precipitado de vidrio de borosilicato. Todo el material fue
desinfectado con etanol, y la luz UV de la campana se encendié durante 20 minutos para
garantizar la esterilidad de las muestras.

Posteriormente, se procedi6 al filtrado del extracto. Con una jeringa, se tomo una muestra
evitando llegar al fondo del recipiente, colocandose un filtro de jeringa para transferirla a
un vaso de precipitado limpio. Este proceso se repiti6 con una nueva jeringa y filtro para
garantizar un filtrado mas fino. Finalmente, el extracto fue almacenado en tubos de ensayo
estériles y conservado a -20 °C.

7.1.2. Liofilizacion del extracto obtenido

Los extractos obtenidos fueron sometidos a un proceso de liofilizaciéon utilizando un
liofilizador (Pro Freeze Dryer, Harvest Right, Utah, USA). Las muestras fueron transferidas
a cajas de Petri de vidrio estériles y liofilizadas a una presion de 0.2 a 0.5 bar durante 48
horas.

Al finalizar el proceso, las muestras fueron trituradas hasta obtener una consistencia
similar a polvo y transferidas a tubos conicos estériles previamente pesados en una balanza
analitica. Una vez registrado el peso del tubo vacio, se tar6 la balanza y se pes6 la muestra
para determinar el peso obtenido.

Finalmente, las muestras fueron almacenadas en frascos de vidrio herméticos con silice
gel para prevenir la rehidratacion.

7.1.3. Resuspensiéon de extracto en medio de cultivo

Dentro de una campana de flujo laminar previamente esterilizada, se resuspendieron los
extractos en 10 ml de medio, el cual fue agitado hasta disolver por completo las particulas s6-
lidas. Una vez obtenido un liquido homogéneo, se procedié a tomar 5 ml para crear alicuotas
en tubos de 0.25 ml (Eppendorf). Estos tubos fueron previamente rotulados y almacenados
a -20 °C.

Las muestras iniciales tenian concentraciones de 171 mg/ml para Agaricus bisporus y
179 mg/ml para Pleurotus ostreatus. Fue necesario realizar dos diluciones para alcanzar
concentraciones intermedias de 1710 pug/ml y 1790 pg/ml. Para ello, se tomaron 100 pl del
extracto y se mezclaron con 900 ul de medio. Posteriormente, de esta primera dilucién, se
tomaron 100 ul y se diluyeron nuevamente en 900 ul de medio.

Una vez realizadas las diluciones intermedias, se llevaron a cabo calculos para determinar
la cantidad de extracto necesaria para exponer las lineas celulares a concentraciones finales
de 100 pg/ml y 200 pg/ml. Los calculos realizados se muestran a continuacion:
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(100 peg/ml)(2ml)

= =0.11ml 1

Vi 1710 pg/ml 0-11m (1)
(200 peg/ml)(2ml)

= =0.23ml 2

" 1710 pg/ml 0-23m 2)

Calculos 1: Céalculo para determinar el contenido de exposicion de Agaricus bisporus a
utilizar para la concentracion de 100 ug/ml y 200 pug/ml.

(100 g /ml)(2ml)

Vi 1790 g /ml 0-11m ()
(200 g /ml)(2ml)

= =0.22ml 4

i 1790 pg/ml 0-22m )

Calculos 2: Célculo para determinar el contenido de exposicion de Pleurotus ostreatus a
utilizar para la concentracion de 100 pg/ml y 200 pg/ml.

7.2. Preparaciéon de muestras biolégicas — cultivo celular

7.2.1. Descongelacion de lineas celulares y pasaje

Para los ensayos, se emplearon las siguientes lineas celulares: CHO (células de ovario
de hamster chino), LAN-1 (neuroblastoma humano) y UFH-001 (células de cancer de ma-
ma humano). La linea celular CHO se utiliz6 como grupo control. Las lineas celulares se
almacenaron a una temperatura de -80 °C.

El descongelamiento se realizo retirando el criotubo del contenedor criogénico (Mr.
Frosty, Freezing Container) y colocandolo en un bano de agua precalentado a 37 °C, donde
las células se descongelaron en un lapso de 2 a 5 minutos. Durante este proceso, se supervisd
constantemente para transferir el criotubo a la campana de flujo laminar cuando quedara
tinicamente una pequeina perla de hielo.

Dentro de la campana de flujo laminar, el contenido descongelado se transfirié gota a gota
a un tubo de centrifuga que contenia 1 ml de medio RPMI ( Gibco), suplementado con suero
fetal bovino (FBS) al 10 %, penicilina (100 ng/ul) y estreptomicina (100 ng/pl), previamente
precalentado a 37 °C. La mezcla se centrifugd a 1500 rpm durante 10 minutos, se descartd el
sobrenadante, y el pellet celular se resuspendi6é cuidadosamente en medio de cultivo fresco.
Las células fueron transferidas a flasks de cultivo adecuados para su propagacién.

Al descartar el medio de cultivo, se anadi6 a cada placa 2 ml de tripsina (Gibco™ Tripsina-
EDTA (0.05%) con rojo fenol) para facilitar el desprendimiento celular, incubando durante
5 minutos. Tras un ligero golpecito, las células se reincubaron por 5 minutos adicionales.
Posteriormente, se aniadi6 el doble del volumen de tripsina en medio de cultivo para resus-
pender las células. Estas se transfirieron a un tubo de 15 ml y se centrifugaron a 1500 rpm
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durante 10 minutos. Una vez descartado el sobrenadante, las células se resuspendieron en 6
ml de medio fresco y se transfirieron a nuevas placas para su cultivo.

7.2.2. Viabilidad celular y citotoxicidad

La densidad celular se determiné utilizando una camara de Neubauer de vidrio con
espejo. Para el ensayo, se emplearon placas de 24 pocillos, en los cuales se sembraron 0.3 x 10°
células/mL en cada pocillo, junto con extractos de hongos en concentraciones de 100 pg/mL
y 200 pg/mL, ademéas de un grupo control sin extracto. Las placas se incubaron a 37 °C
durante 24 y 48 horas, segiin el tratamiento asignado.

Para la preparacion de las células, se tomaron 30 pl. de medio con células y se mezclaron
con 30 pL de azul de tripano para evaluar la viabilidad celular mediante el conteo en la
cdmara de Neubauer. Las células muertas fueron facilmente identificables debido a la tincién
azul. Posteriormente, se anadieron 10 pL de la mezcla en un hemocitémetro. Las células
fueron analizadas bajo un microscopio invertido con contraste de fase, donde se diferenciaron
las células viables (sin tenir) de las no viables (tenidas de azul).

El ntimero total de células por mililitro de muestra se calculé sumando las células viables
v no viables, y multiplicando el resultado por el factor de diluciéon del azul de tripano. Para
calcular el porcentaje de células viables, se utiliz6 la siguiente Ecuacion:

N de célul iabl
Porcentaje de células viables = u{nero © cenas Yla %100 (5)
Numero total de células

7.3. Extraccion de ARN y sintesis de cADN

7.3.1. Extraccion de ARN

La extraccion de ARN se realizo utilizando el kit GenElute™ E Viral ARN/DNA (Sigma
Aldrich). Las columnas GenElute E-spin se prepararon mediante una breve agitacion en
vortex e incubacion de 15 minutos a temperatura ambiente, seguidas de centrifugacién a
velocidad méxima durante 1 minuto para eliminar residuos del buffer. Posteriormente, se
anadio6 a tubos de microcentrifuga de 1.5 mL una suspensiéon de 50 pL de células junto con 50
nL de SmartLyse Viral Buffer. La mezcla resultante (90 pL) fue transferida cuidadosamente
a columnas previamente preparadas y centrifugada a velocidad méaxima para recolectar el
ARN en tubos de recolecciéon. El ARN extraido fue cuantificado utilizando un espectrofoto-
metro NanoDrop One (Thermo Fisher), midiendo a 260 nm para determinar concentracion
y pureza, asegurando su aptitud para analisis posteriores. Las muestras de ARN fueron
almacenadas a -80 °C hasta ser utilizadas en la sintesis de ADN complementario (cDNA).

La transcripcion reversa se llevo a cabo para convertir el ARN extraido en ADN comple-
mentario (¢cDNA), utilizando un sistema de transcriptasa reversa. En este proceso, la enzima
sintetiz6 una hebra de ADN a partir del ARN plantilla con ayuda de nucledtidos libres y
un cebador especifico. Posteriormente, la enzima degrada parcialmente la hebra de ARN
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mediante actividad RNasa H, permitiendo la sintesis de una segunda hebra de ADN para
obtener un ADN bicatenario.

7.3.2. Sintesis y diluciones de ADN complementario (cADN)

La sintesis de ADN complementario (cADN) se realiz6 utilizando el kit GenElute E
Viral RNA/DNA Swab Kit de Sigma Aldrich, siguiendo un protocolo optimizado para la
conversion de ARN extraido en cADN. Para ello, se prepararon mezclas de retrotranscripcion
en tubos de PCR, incluyendo los siguientes reactivos por muestra: 5 nL. de ARN (1 pg), 11
pL de agua libre de nucleasas, 1 pL. de hexdmeros, 1 pL de oligo dT, 1 puL. de nucleétidos, 1
pnL de MgCls y 0.5 uL. de inhibidor de ARNasa, alcanzando un volumen total de 20 nL. Las
mezclas se incubaron en un termociclador a 70 °C durante 5 minutos para desnaturalizar
el ARN vy, posteriormente, se enfriaron en hielo. A continuacién, se anadieron 11 nL. de un
mdster miz que contenia 10 pL. de buffer de reaccién 5X y 1 pl. de transcriptasa reversa.

La reaccién de retrotranscripcion se llevé a cabo utilizando un protocolo térmico que
incluy6 un anillamiento inicial a 25 °C durante 5 minutos, seguido de una etapa de extension
a 42 °C durante 90 minutos, y finalizdé con una inactivacién de la enzima a 70 °C durante 15
minutos. Estas medidas se utilizaron por cada muestra, sumando un total de 36 muestras
procesadas. El cADN obtenido fue cuantificado con un espectrofotometro NanoDrop para
evaluar su concentraciéon y pureza, asegurando que cumpliera con los requisitos para analisis
posteriores. Finalmente, el cADN fue almacenado a -20 °C.

Posteriormente, se realizaron las diluciones del cADN utilizando la férmula:

CL Vi = CoyVy (6)

El objetivo fue obtener una concentracion final de al menos 100 ng/nL. Este procedi-
miento se llevo a cabo en una campana de flujo laminar, utilizando crioviales previamente
etiquetados. Las cantidades necesarias de cADN y agua ultrapura se calcularon y anadieron
con micropipetas calibradas, garantizando precision en la preparacion. Las muestras diluidas
se sellaron cuidadosamente y se almacenaron a -20 °C para su uso en posteriores anéalisis de
PCR convencional y qPCR.

7.4. PCR Convencional y qPCR

7.4.1. Seleccion de genes de interés

Los genes seleccionados fueron BAX y PUMA debido a su papel clave en la regulacion de
la apoptosis, un proceso fundamental en la lucha contra el cancer. BAX participa en la fase
ejecutora de la via mitocondrial, promoviendo la liberacion de factores apoptéticos como el
citocromo ¢, mientras que PUMA actta como un regulador temprano en vias dependientes de
pH3, frecuentemente alteradas en el cancer. Su seleccién se basa en su sensibilidad a estimulos
proapoptoticos y su capacidad para reflejar etapas clave de la apoptosis, proporcionando una
vision integral del proceso.
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Para normalizar los valores de expresion génica, se utilizo el gen de control GAPDH. Las
secuencias de los primers utilizados para la amplificaciéon de estos genes se resumen en el
siguiente Cuadro

Cuadro 1: Secuencias de primers utilizados para la amplificacion de GAPDH, PUMA y BAX.

Gen Primer forward Primer reverse
GAPDH | 5-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3" | 5-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3’
PUMA | 5-GTGCCAGAGGAGAGGTTTC-3’ 5-TTGATGGGTCTCTTGGGTG-3’
BAX 5-ATGAGTACCTGAACCGGCAG-3" | 5-TGGGAGGAGACACAGGGAAG-3’

7.4.2. PCR convencional

La amplificacion de los genes de interés, PUMA y BAX, se realizé mediante PCR, con-
vencional utilizando el kit GoTaq PCR Core System I (Promega) en un termociclador Mas-
tercycler Nexus Gradient (Eppendorf). El programa térmico incluyé un ciclo inicial de des-
naturalizacion a 95 °C durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos de amplificacién a 95 °C
por 10 segundos, 60 °C por 30 segundos y 72 °C por 1 minuto. En el paso final, se llevo a
cabo una desnaturalizacion a 95 °C durante 10 segundos y una alineacién a 57 °C por 30
segundos. Los productos amplificados fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa
al 2%, preparado disolviendo agarosa en buffer de corrida y calentandola hasta su completa
homogeneizacion. Una vez solidificado, el gel se tifi6 con SYBR Green Safe DNA Stain (In-
vitrogen, Thermo Fisher), permitiendo la visualizacién de las bandas amplificadas bajo luz
UV. Para comparar los tamanos de los fragmentos, se utiliz6 el marcador de peso molecular
TrackIt Ladder (Invitrogen, Thermo Fisher).

7.4.3. QPCR

Para la cuantificacion de la expresion génica mediante PCR cuantitativa (qPCR), se
utilizaron los kits LuminoCt SYBR Green qPCR ReadyMix y SYBR Green Quantitative
RT-qPCR (Merck). Se preparé una mezcla maestra que contenia 5 pl de LuminoCt SYBR
Green qPCR ReadyMix, 3 nl de agua, 0.5 pl de cada primer especifico para los genes
PUMA o BAX, y 1 ul de cADN diluido a una concentraciéon de 100 ng/pL.Las muestras
fueron cargadas en un termociclador Eppendorf Mastercycler Nexus en tiempo real, con las
siguientes condiciones: activacion a 50 °C por 2 minutos, desnaturalizacion inicial a 95 °C
por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C durante 15 segundos y
alineamiento a 61 °C por 60 segundos. Finalmente, se realizé una extension a 72 °C durante
7 minutos. Los valores de Ct obtenidos se normalizaron utilizando el gen control GAPDH.
La expresion génica relativa de los genes PUMA y BAX se calcul6 utilizando la Ecuacion [7}

27(Ctmfctc) (7)

Donde C},, es el valor de Ct obtenido para PUMA y BAX, y C;, es el valor de Ct del
gen control.
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7.5. Analisis de citotoxicidad de extracto mediante el ensayo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromuro
(MTT)

7.5.1. Ensayo MTT

El analisis de citotoxicidad de los extractos se realizé mediante el ensayo MTT. Para ello,
se sembraron 1.8 x 10% células/mL en cada pocillo de una placa de 96 pocillos, ajustando
el volumen final a 100 pLL por pocillo. Se utilizaron medios de cultivo suplementados con
extractos de hongo a concentraciones de 100 pg/mL y 200 pg/mL, ademéas de un control sin
extracto. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas para permitir la adherencia de
las células y su posterior exposiciéon a los extractos. Cada ensayo se realizo en duplicado.

Tras la incubacion, se anadieron 10 pL. de MTT (5 mg/mL) preparado en PBS a cada
pocillo. Después de 3 horas de incubacién adicional, se retiraron 90 pL del medio y se ana-
dieron 100 pL. de DMSO a cada pocillo para disolver los cristales de formazan. Finalmente,
se utilizé un lector de microplacas (EIx800, BioTek Instruments, Agilent Technologies) para
medir la absorbancia a 540 nm. El porcentaje de viabilidad celular se calcul6 utilizando la
Ecuacion [8

R Células expuestas a extracto — Blanco
Viabilidad (%) = Células control — Blanco x 100 (®)
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CAPITULO 8

Resultados

8.1. Obtencién de extractos etandlicos de hongos

Con el objetivo de evaluar la actividad antitumoral de los hongos Agaricus bisporus
v Pleurotus ostreatus, se llevd a cabo una extracciéon con etanol. Para ambas especies de
hongos se inicié con un total de 250 gramos de micelio. Luego del proceso de maceracion,
secado y liofilizacién, se obtuvo un total de 1.71 g para Agaricus bisporus y 1.79 g para
Pleurotus ostreatus, como se detalla en el Cuadro[2] con un rendimiento de 0.684 % y 0.716 %,
respectivamente.

Cuadro 2: Rendimiento de la preparacion del extracto a partir de hongos secos

Especie Masa de micelio (g) | Masa del extracto obtenido (g) | Rendimiento (%)
Agaricus bisporus 250 1.71 0.684
Pleurotus ostreatus 250 1.79 0.716

8.2. Cultivos celulares de células LAN-1, UFH-001 y CHO
expuestas a extractos de Agaricus bisporus

Luego de la obtencion de los extractos de hongos, se procedi6 a realizar diferentes cultivos
celulares con las lineas LAN-1 (neuroblastoma), UFH-001 (cancer de mama) y CHO (ovario
de hamster chino) para estudiar la viabilidad celular, la morfologia y la expresion génica en
diferentes tiempos: 24 y 48 horas.

De la muestra obtenida para cada hongo, se preparé una suspensién en medio para es-
timular las lineas celulares LAN-1, UFH-001 y CHO. De esta suspension, se obtuvo una
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concentracion inicial de 171 mg/ml para el Agaricus bisporus y 179 mg/ml para el hongo
Pleurotus ostreatus, respectivamente. Estas concentraciones originales fueron diluidas para
reducirlas a 1.71 mg/ml y 1.79 mg/ml. Posteriormente, se prepararon estimulos con con-
centraciones finales de 100 ug/ml y 200 ug/ml, que fueron aplicados a las diferentes lineas
celulares.

En los experimentos realizados con extracto de Agaricus bisporus (Figura@, se observo
que en la linea celular LAN-1 hubo una inhibicién del crecimiento, con cambios morfologicos,
como una reduccién en la confluencia celular y células con forma redondeada, lo que sugiere
muerte celular. Este efecto fue més evidente a las 48 horas en comparacién con el control. Los
resultados del conteo celular confirmaron esta observacion, ya que en el control se observaron
células con morfologia normal (similar a neuronas), mientras que en las muestras estimuladas
se observo una menor confluencia celular del 65 %, un aumento en la cantidad de células

redondas y muertas, y una disminucion en la viabilidad celular al 65 % tanto a las 24 como
a las 48 horas (Cuadro [3).

24 horas 48 horas

Control

100 ug/ml

200 ug/ml

Figura 6: Resultados obtenidos para LAN-1 exposicion con Agaricus Bisporus, bajo distintas con-
centraciones para 24 y 48 horas

Para los experimentos realizados con la linea celular UFH-001 (Figura , se observo
que las células expuestas a extractos de Agaricus bisporus mostraron una disminucién en la
acumulacion y aglomeracion celular en comparacion con el control. Las células se presen-
taron mas dispersas y separadas, lo que indica una alteracién en el comportamiento de la
poblacion celular. Al igual que en LAN-1 (Figura @, se observo inhibicion del crecimiento,
lo que posiblemente sea indicativo de muerte celular, ya que las células estaban flotando y
presentaban una forma redonda en respuesta al extracto de Agaricus bisporus. Sin embargo,
UFH-001 mostr6 mayor tolerancia al estimulo, al no verse tan afectada en su confluencia en
comparaciéon con LAN-1. La inhibicién del crecimiento en UFH-001 fue menos pronunciada,
con una reduccion mas moderada en la cantidad de células vivas. Este efecto se hizo méas
evidente a las 48 horas, pero de manera menos intensa que en LAN-1, lo que sugiere que
UFH-001 es més resistente a la toxicidad del extracto. Los resultados del conteo celular
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confirmaron esta observacion, ya que las células expuestas a Agaricus bisporus presentaron
una menor cantidad de células muertas en comparacién con LAN-1 (Cuadro [3).

24 horas 48 horas

Control

100 ug/ml

200 ug/ml

Figura 7: Resultados obtenidos para UFH-001 exposicion con Agaricus Bisporus, bajo distintas
concentraciones para 24 y 48 horas

Finalmente, para la linea celular CHO (Figura , los cambios fueron menos evidentes
o ausentes en la morfologia y no hay indicios que sugieran la muerte celular, ya que la
viabilidad de los cultivos a las 24 y 48 horas fue del 100 %. Sin embargo, se detecté una leve
inhibicion del crecimiento, aunque mucho menos pronunciada en comparaciéon con LAN-1 y

UFH-001 (Cuadro [3).

Cuadro 3: % Viabilidad celular de tres lineas celulares para Agaricus bisporus

Tiempo | Concentraciéon | CHO | LAN-1 | UFH-001
24 Control 100.00 | 100.00 100.00
24 100 pg/ml 100.00 | 75.00 50.00
24 200 pg/ml 100.00 | 62.50 50.00
48 Control 100.00 | 100.00 100.00
48 100 pg/ml 100.00 | 66.67 60.00
48 200 pg/ml 100.00 | 62.50 66.67

8.3. Cultivos celulares de células LAN-1, UFH-001 y CHO
expuestas a extractos de Pleurotus ostreatus

De manera similar, se realizaron cultivos de tres lineas celulares: LAN-1, UFH-001 y
CHO, expuestas a Pleurotus ostreatus. Para los cultivos con la linea celular LAN-1, se observo
una disminucion en la confluencia celular (Figura E[) Ademés, se notaron algunos cambios
en la morfologia celular, como la forma redondeada, lo cual sugiere muerte celular. Esta
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24 horas 48 horas

Control

100 ug/ml

200 ug/ml

Figura 8: Resultados obtenidos para CHO exposicion con Agaricus Bisporus, bajo distintas concen-
traciones para 24 y 48 horas

observacion fue mas notoria a las 48 horas en comparacion con el control. Al analizar el
conteo celular, se puede notar la concordancia entre ambos resultados: en el control no
hubo muerte celular, mientras que, bajo exposiciéon con distintas concentraciones, se observd
un menor crecimiento y presencia de células muertas (Cuadro . En comparacién con los
resultados obtenidos para Agaricus bisporus, el extracto de Pleurotus ostreatus mostré un
efecto més pronunciado sobre la linea celular LAN-1.

24 horas 48 horas
Control
100 ug/ml
200 ug/ml
10X

Figura 9: Resultados obtenidos para LAN-1 exposicion con Pleurotus Ostreatus, bajo distintas con-
centraciones para 24 y 48 horas
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En la linea celular UFH-001 (Figura [10)), al igual que en LAN-1 (Figura E[), se observo
una inhibicién en el crecimiento celular. Las células no se acumularon ni se aglomeraron
tanto como en el control, lo que resulté en una poblacion celular més dispersa. Ademas, se
observo una mayor presencia de células muertas y un decrecimiento en la cantidad de células
vivas del 60 %, indicando que el extracto de Pleurotus ostreatus tiene un efecto citotoxico
sobre esta linea. Sin embargo, a diferencia de LAN-1, UFH-001 mostr6é una mejor tolerancia
al extracto de Pleurotus ostreatus, ya que la inhibicién del crecimiento fue menos intensa y
la muerte celular no fue tan pronunciada. Los resultados fueron més evidentes a las 48 horas,
con una mayor reduccién en la poblacion celular en comparacion con Agaricus bisporus. Esto
se puede ver claramente Cuadro [4

24 horas 48 horas

Control

100 ug/ml

200 ug/ml

Figura 10: Resultados obtenidos para UFH-001 exposicién con Pleurotus Ostreatus, bajo distintas
concentraciones para 24 y 48 horas

Finalmente, en cuanto a los resultados obtenidos para la linea celular CHO (Figura
, no se observaron cambios en la morfologia ni en la confluencia celular, lo que sugiere
que probablemente no exista muerte celular. Sin embargo, hubo una leve inhibicién del
crecimiento, con una disminucion del 15 %, aunque no tan pronunciada como en LAN-1 y
UFH-001. Como se muestra en la Figura[I1]y el Cuadro[4] a las 48 horas se observo que, de
alguna forma, el extracto de Pleurotus ostreatus estimuld el crecimiento en las células.
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24 horas

48 horas

Control

100 ug/ml

200 ug/ml

Figura 11: Resultados obtenidos para CHO exposicion con Pleurotus Ostreatus, bajo distintas con-

centraciones para 24 y 48 horas

Cuadro 4: % Viabilidad celular de tres lineas celulares para Pleurotus ostreatus

Tiempo | Concentracion | CHO | LAN-1 | UFH-001
24 Control 100.00 | 100.00 100.00
24 100 pg/ml 100.00 | 66.67 60.00
24 200 pg/ml 100.00 | 62.50 58.33
48 Control 100.00 | 100.00 100.00
48 100 pg/ml 100.00 | 66.67 60.00
48 200 pg/ml 100.00 | 58.33 60.00

8.4.

Concentraciones de ARN obtenidas luego de 24 y 48 horas

de exposicién para cultivos celulares

Con el objetivo de evaluar la expresion génica de los genes PUMA y BAX, se realiz6 una
extraccion de ARN después de 24 y 48 horas de cultivos celulares. Los resultados presentados
en el Cuadro [5| muestran las concentraciones de ARN para Agaricus bisporus y Pleurotus
ostreatus a las 24 y 48 horas, en distintas concentraciones.

En el caso de Agaricus bisporus, a las 24 horas, el control presenta valores entre 194
ng/pl y 288.2 ng/ul de ARN para CHO, y entre 292.4 ng/ul y 790.3 ng/ul para LAN-1,
mientras que UFH-001 no muestra una diferencia marcada entre las diferentes condiciones
evaluadas.

A las 24 horas, a medida que aumenta la concentracion, se observa un incremento en
las concentraciones de ARN: de 194 ng/ul a 288.2 ng/ul para CHO, de 292.4 ng/ul a 790.3
ng/ul para LAN-1 y de 257.9 ng/ul a 294.5 ng/ul para UFH-001.
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A las 48 horas, los valores de ARN en CHO tienden a ser similares o mayores en las
concentraciones de 100 y 200 pg/ml en comparacion con el control, mientras que en LAN-1
se observa una disminucion en la concentracion de ARN a 200 ug/ml.

Cuadro 5: Concentracion de ARN para Agaricus bisporus

Tiempo | Concentracion | CHO (ng/ul) | LAN-1 (ng/pl) | UFH-001 (ng/ul)
24 Control 247.0 376.6 248.7
24 100 pg/ml 194.0 292.4 257.9
24 200 pg/ml 288.2 790.3 294.5
48 Control 228.9 359.8 233.8
48 100 pg/ml 247.1 318.6 269.8
48 200 pg/ml 253.0 305.9 282.8

Por otro lado, en el caso de Pleurotus ostreatus, a las 24 horas, el control muestra una alta
concentracion inicial de ARN, especialmente en la linea celular LAN-1, con un valor de 1252.9
ng/ul. Conforme aumenta la concentracion del compuesto, se observa una redistribucion, con
un incremento en CHO (de 100.8 ng/ul en el control a 282.9 ng/ul con 100 pug/ml) y un
decremento en LAN-1 (de 1252.9 ng/ul en el control a 277.8 ng/ul con 100 ug/ml). Para
UFH-001, los valores no presentan grandes variaciones, oscilando entre 292.4 ng/ul en el
control y 241.1 ng/ul con 100 pug/ml.

A las 48 horas, los valores de ARN parecen estabilizarse en la concentracion de 100
pug/ml; donde CHO alcanza 218.2 ng/ul, LAN-1 296.3 ng/ul y UFH-001 289.4 ng/ul. Sin
embargo, con 200 pg/ml, se observa una ligera disminucion en todas las lineas celulares: CHO
desciende a 203 ng/ul, LAN-1 a 261.4 ng/ul y UFH-001 a 212.4 ng/ul. Estos resultados se
pueden apreciar con mayor claridad en el Cuadro [6]

Cuadro 6: Concentracion de ARN para Pleurotus ostreatus

Tiempo | Concentracion | CHO (ng/ul) | LAN-1 (ng/pl) | UFH-001 (ng/pul)
24 Control 100.8 1252.9 292.4
24 100 pg/ml 282.9 277.8 241.1
24 200 pg/ml 216.5 424.1 252.5
48 Control 153.6 271.5 125.1
48 100 pg/ml 218.2 296.3 289.4
48 200 pg/ml 203.0 261.4 212.4

8.5. Concentraciones de cADN obtenidas luego de 24 y 48
horas de exposiciéon para cultivos celulares

Con el objetivo de evaluar la expresion génica de los genes PUMA y BAX, se realiz6 una
extraccion de cADN después de 24 y 48 horas de cultivos celulares. Los datos presentados en
el Cuadro [7| no presentan una tendencia clara o evidente, ya que los valores obtenidos para
cada una de las lineas estan dispersos. Los valores varian desde 896.8 ng/ul hasta 2254.9

ng/pl.
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Cuadro 7: Concentracion de cADN para Agaricus bisporus

Tiempo | Concentracion | CHO (ng/ul) | LAN-1 (ng/pl) | UFH-001 (ng/ul)
24 Control 896.8 1667.0 1078.5
24 100 pg/ml 1251.8 1769.4 976.1
24 200 pg/ml 819.8 1635.4 1251.6
48 Control 1976.7 1597.4 2254.9
48 100 pg/ml 1655.7 1233.3 1965.7
48 200 pg/ml 1750.7 1673.9 1633.9

Por otro lado, los resultados presentados en el Cuadro [8 no presentan una tendencia
clara o evidente, ya que los valores obtenidos para cada una de las lineas estdn dispersos,
a excepcion de UFH-001, que presenta una tendencia para 48 horas, que es creciente. Los
valores varian desde 820.2 ng/ul hasta 2012.4 ng/pl.

Cuadro 8: Concentraciéon de cADN para Pleurotus ostreatus

Tiempo | Concentracion | CHO (ng/ul) | LAN-1 (ng/pl) | UFH-001 (ng/ul)
24 Control 820.2 1696.0 1583.4
24 100 pg/ml 902.3 1951.6 1491.2
24 200 pg/ml 865.6 1868.8 1682.6
48 Control 1670.3 1219.9 1733.3
48 100 pg/ml 1471.8 1658.9 1894.2
48 200 pg/ml 1633.9 1542.8 2012.4

8.6. Amplificacién génica de genes mediante un PCR conven-
cional

Con el objetivo de amplificar los fragmentos de cADN asociados a la apoptosis celular,
se realizaron una PCR en tiempo real y una qPCR para analizar la expresion de PUMA y
BAX. En la Figura[12] se observa que no hubo un aumento en la expresiéon del gen PUMA a
las 24 ni a las 48 horas tras la exposicion con Agaricus bisporus. Por otro lado, a las 48 horas
y con la exposicion con Pleurotus ostreatus a una concentracion de 200 ug/mL, se observa
un aumento en la expresiéon de dicho gen.
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PCR para la linea celular CHO bajo exposicion de dgaricus Bisporus y
Pleurotus Ostreatus para PUMA

Escalera 24 - 48 24 - 48

Figura 12: Expresion del gen PUMA tras la exposicion con Agaricus bisporus y Pleurotus ostreatus
a diferentes concentraciones y tiempos

Se observa en la Figura [I3] que hubo un aumento en la expresion del gen PUMA en la
linea celular UFH-001 tanto a las 24 como a las 48 horas tras la exposiciéon con Agaricus
bisporus, especificamente a una concentracion de 100 ug/mL a las 24 horas y de 200 ug/mL
a las 48 horas. Por otro lado, a las 24 horas, con la exposiciéon con Pleurotus ostreatus a

una concentracion de 100 ug/mL, también se observa un aumento del gen en la misma linea
celular.

PCR para la linea celular UFH-001 bajo exposicion de 4garicus Bisporus y
Pleurotus Ostreatus para PUMA

Escalera 24 - 48 24 - 48

Figura 13: Expresion del gen PUMA en la linea celular UFH-001 tras la exposicion con Agaricus
bisporus y Pleurotus ostreatus a diferentes concentraciones y tiempos
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Se visualiza en la Figura [14] que hubo sobreexpresion del gen PUMA en la linea celular
LAN-1 tanto a las 24 como a las 48 horas tras la exposiciéon con Agaricus bisporus, especifi-
camente a la concentracion de 100 pg/mL a las 24 horas y el control a las 48 horas. Por otro
lado, con la exposicion de Pleurotus ostreatus, a las 24 horas se observa una sobreexpresion
del gen a concentraciones de 100 pg/mL y 200 pg/mL, mientras que a las 48 horas también
se observa un aumento en la expresiéon en ambas concentraciones.

PCR para la linea celular LAN-1 bajo exposicion de 4garicus Bisporus y
Pleurotus Ostreatus para PUMA

Escalera 24 - 48 24 - 48
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Figura 14: Expresion del gen PUMA en la linea celular LAN-1 tras la exposicion con Agaricus
bisporus y Pleurotus ostreatus a diferentes concentraciones y tiempos

Se observa en la Figura [15] que hubo un aumento en la expresion del gen BAX a las 24
horas tras la exposicion con Agaricus bisporus en la concentracion de 200 pg/mL. Para el
resto de los tiempos y con las otras concentraciones no se observé un aumento en la expresion
del gen.
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PCR para la linea celular CHO bajo exposicion de dgaricus Bisporus y
Pleurotus Ostreatus para BAX

Escalera 24 - 48 24 - 48

Figura 15: Expresion del gen BAX tras la exposicion con Agaricus bisporus a diferentes concentra-
ciones y tiempos

En la Figura se visualiza que para las 24 y 48 horas de exposicion con Agaricus
bisporus hubo sobreexpresiéon del gen en los dos controles, en las dos concentraciones de
100 pg/mL y en la concentracion de 200 pg/mL a 24 horas. Por otro lado, para Pleurotus
ostreatus, se observa un aumento en la expresion, especificamente a las 24 horas en las dos
concentraciones y el control.

PCR para la linea celular UFH-001 bajo exposicion de Agaricus Bisporus y
Pleurotus Ostreatus para BAX

Escalera 24 - 48 24 - 48

T

Figura 16: Sobreexpresion del gen BAX tras la exposicion con Agaricus bisporus y Pleurotus ostreatus
a diferentes concentraciones y tiempos

Se evidencia en la Figura [I7] que, para la linea celular LAN-1, se obtuvo un aumento
en la expresion del gen a las 48 horas bajo la exposiciéon con Agaricus bisporus. A las 24 y
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48 horas, se observo un aumento en la expresiéon en todas las concentraciones, asi como en
el control y en 100 pug/mL. En el caso de Pleurotus ostreatus, la sobreexpresion se observo
unicamente a las 48 horas para el control y la concentracion de 100 pg/mL.

PCR para la linea celular LAN-1 bajo exposicion de 4garicus Bisporus y
Pleurotus Ostreatus para BAX

Escalera 24 - 48 24 - 48

—
-
L

Figura 17: Expresion del gen en la linea celular LAN-1 tras la exposicién con Agaricus bisporus y
Pleurotus ostreatus a diferentes concentraciones y tiempos

8.7. Cuantificacion génica de genes de interés mediante qPCR

Los resultados sugieren que el marcador BAX (Figura podria no ser ideal para eva-
luar la viabilidad celular en todas las condiciones experimentales. A las 24 y 48 horas, BAX
se expres6 principalmente en el control y, de manera més evidente, en la linea celular LAN-1,
mientras que en otras condiciones su expresion fue menos marcada. Esto sugiere que BAX
puede no estar directamente relacionado con los procesos de muerte celular en estas condicio-
nes especificas. Por otro lado, se observo que PUMA presenta un comportamiento diferente,
por lo que seria importante analizar en detalle en qué momentos ambos marcadores, BAX
y PUMA, se expresan y cudl es su relacién con la viabilidad celular.
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Expresion génica de BAX a las 24 horas de exposicién a Agaricus Bisporus
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Figura 18: A. Expresion génica de BAX
para Agaricus bisporus para 24 horas. B. Expresion génica de BAX para Pleurotus
ostreatus, para 24 horas. C. Expresion génica de BAX para Agaricus bisporus para 48
horas. D. Expresion génica de BAX para Pleurotus ostreatus, para 48 horas.

Por otro lado, los resultados de la expresion génica del gen PUMA (Figura, evaluados
mediante qPCR, tras 24 y 48 horas de exposicion a Agaricus bisporus y Pleurotus ostreatus,
muestran que a las 24 horas no se observan diferencias significativas entre el control y las
condiciones tratadas, con un rango de expresion disperso que oscila entre 0.18 y 0.1, sugi-
riendo que PUMA no es un marcador confiable en este tiempo. Sin embargo, a las 48 horas
se evidencia un incremento en la expresion del gen, indicando un efecto mas directo de los
hongos. En Agaricus bisporus, CHO mostré una expresion de 0.12 con 200 pg/mL, mientras
que LAN-1 present6 niveles bajos con ambas concentraciones. Por otro lado, Pleurotus os-
treatus indujo una mayor expresion de PUMA en CHO. A pesar de esto, para CHO con el
ensayo MTT no se observé muerte celular, lo que sugiere que la expresiéon génica podria no
estar directamente relacionada con la citotoxicidad observada.
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Figura 19: A. Expresion génica de PUMA para Agaricus bisporus para 24 horas. B. Expresion génica
de PUMA para Pleurotus ostreatus, para 24 horas. C. Expresion génica de PUMA para Agaricus
bisporus para 48 horas. D. Expresion génica de PUMA para Pleurotus ostreatus, para 48 horas.

8.8. Evaluacion de citotoxicidad mediante ensayo MTT

Con el objetivo de evaluar la citotoxicidad de los extractos de Agaricus bisporus y Pleuro-
tus ostreatus, se llevo a cabo una prueba MTT cuyos resultados se encuentran detallados en
la Figura Para Agaricus bisporus, en LAN-1 se observé una disminucion significativa de
la viabilidad celular a las 48 horas, alcanzando 50 % a 200 pg/mL (p = 0.0378, ). En UFH-
001, la reduccion fue atin mas marcada, con valores de 40 % a 100 pug/mL (p = 0.0028, *x)
y 30% a 200 ug/mL (p = 0.0011, xx), reflejando que los efectos toxicos fueron mas pronun-
ciados en UFH-001 a tiempos prolongados y concentraciones altas.

Por otro lado, para Pleurotus ostreatus, los mayores efectos se observaron a las 24 horas.
En LAN-1, la viabilidad celular disminuyé a 40 % con 100 pug/mL (p = 0.0007,% * %) y a
30 % con 200 pg/mL (p = 0.0015, xx). En UFH-001, aunque los efectos fueron menos severos,
se detect6 una disminucion significativa a 200 pg/mL ( 60 %, p = 0.0290, *). A las 48 horas,
los efectos sobre LAN-1 fueron menores, con una disminucién significativa tnicamente a
100 pg/mL ( 60 %, p = 0.0295, %), mientras que en UFH-001 se mantuvo una reducciéon
importante a 200 pg/mL ( 50 %, p = 0.0103, ).
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Figura 20: Resultados obtenidos para MTT exposicién con Agaricus bisporus y Pleurotus ostreatus,
bajo distintas concentraciones para 24 y 48 horas. A. Porcentaje de viabilidad obtenido para MTT
exposicion con Agaricus bisporus a 24 horas. B. Porcentaje de viabilidad obtenido para MTT expo-
sicién con Pleurotus ostreatus a 24 horas. C. Porcentaje de viabilidad obtenido para MTT exposicién
con Agaricus bisporus a 48 horas. D. Porcentaje de viabilidad obtenido para MTT exposicién con
Pleurotus ostreatus a 48 horas

8.9. Regresion linear entre la viabilidad celular obtenida en el
conteo vs la viabilidad obtenida en el ensayo MTT

Con el objetivo de estudiar la relacion entre los resultados obtenidos por el conteo celular
v el ensayo de MTT, se realiz6 una regresiéon lineal para determinar qué tan estrecha es la
relacién entre ambas variables. En la Figura se observa para las graficas A, B, Cy D
que existe una relacién positiva, con una correlaciéon fuerte y directa entre los porcentajes
de viabilidad celular obtenidos por conteo y los medidos mediante el ensayo de MTT. Esto
indica que, a mayor viabilidad observada en el ensayo de MTT, mayor es el ntimero de
células vivas contadas. El valor obtenido para la correlacion refuerza que la relacién en el
modelo es solida, dado que se aproxima a uno, lo cual confirma que el modelo utilizado para
evaluar la viabilidad celular en ambas especies estudiadas es adecuado.

Ademas, se observa que el modelo basado en Pleurotus ostreatus muestra mejores re-
sultados a las 24 horas, mientras que el modelo basado en Agaricus bisporus demuestra
una mayor eficiencia a las 48 horas. Estos hallazgos destacan la utilidad de ambos métodos
v la importancia de considerar las diferencias en el tiempo y las especies para evaluar la
viabilidad celular de manera precisa.
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Figura 21: Resultados obtenidos para la dispersién entre la viabilidad celular de la MTT y del conteo
celular exposicion con Agaricus bisporus y Pleurotus ostreatus, bajo distintas concentraciones para
24 y 48 horas. A. Dispersion entre la viabilidad celular de la MTT y del conteo celular exposicién con
Agaricus bisporus para 24 horas. B. Dispersion entre la viabilidad celular de la MTT y del conteo
celular exposicion con Pleurotus ostreatus para 24 horas. C. Dispersion entre la viabilidad celular de
la MTT y del conteo celular exposicion con Agaricus bisporus para 48 horas. D. Dispersion entre la
viabilidad celular de la MTT y del conteo celular exposiciéon con Pleurotus ostreatus para 48 horas
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cAPiTULO 9

Discusién

A nivel mundial, se prevé un aumento del 60 % en los casos de cancer en las proximas
décadas, lo que impactara en los sistemas de salud, asi como en las personas y comunidades,
con consecuencias mayores para los paises de ingresos bajos y medios [1]. Actualmente,
existe una gran variedad de tratamientos contra el cancer que, si bien han demostrado ser
efectivos, también presentan numerosos efectos secundarios que afectan la calidad de vida de
los pacientes [16]. Debido a la alta incidencia de estos efectos secundarios, se ha comenzado
a investigar tratamientos alternativos y complementarios, incluyendo el uso de hongos [17].

Estudios previos han demostrado que especies de hongos como Ganoderma lucidum,
Trametes versicolor, Lentinus edodes y Grifola frondosa poseen propiedades anticancerigenas
y antitumorales [58]. En el caso de Ganoderma lucidum, se ha identificado que los triterpenos
poseen citotoxicidad frente a lineas celulares como Meth-A (sarcoma) y LLC (linfoma de
Lewis) |59]. Por otro lado, para Trametes versicolor se ha determinado que esta especie tiene
un efecto citotoxico sobre las lineas celulares A375 y SK-MEL-5 (melanoma) [60].En ambas
especies fue posible observar muerte celular e inhibicién del crecimiento celular, atribuibles
al dano provocado en el ADN de las células |59]|60]. Sin embargo, estos hongos suelen ser
de dificil acceso, ya que son silvestres y comtnmente complicados de cultivar en condiciones
in vitro y controladas. Ademas, muchas de estas especies no son propias de ciertas areas
geograficas, lo que dificulta atn més su obtenciéon y producciéon a gran escala. Por ello,
el uso de especies comerciales de hongos podria representar una alternativa viable para
superar estas limitaciones y facilitar su estudio y aplicacién en el Aambito médico y cientifico.
En efecto se ha observado qué los hongos comestibles Champifion Agaricus bisporus y Hongo
Ostra (Pleurotus ostroeatus) podrian tener propiedades anti-cancerigenas. Estas dos cepas
fueron seleccionadas por sus propiedades medicinales, ya que se ha demostrado que poseen
caracteristicas anticancerigenas y antitumorales 18] [61].

Pleurotus ostreatus (hongo ostra) y Agaricus bisporus (hongo champifion) son dos hongos
conocidos por sus propiedades anticancerigenas y antitumorales, gracias a sus altos conteni-
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dos de compuestos bioactivos, como los §-glucanos. En Pleurotus ostreatus, los B-glucanos
estimulan células inmunitarias como linfocitos NK y monocitos, mejorando la vigilancia in-
munitaria y mostrando una inhibicion del 100 % en lineas celulares de sarcoma 180 y del
90 % en carcinoma de Ehrlich. Ademé&s, compuestos como la arabinosa y el pleuran pre-
sentan efectos antiinflamatorios y bactericidas que ayudan a reducir la inflamacion crénica
asociada con el cancer. En estudios preclinicos, Pleurotus ostreatus ha demostrado mejorar
la actividad de las células NK, lo que potencia la respuesta del sistema inmunolégico y redu-
ce el tamano y proliferacion de tumores [62] [63]. Por otro lado, Agaricus bisporus también
contiene [S-glucanos que refuerzan la respuesta inmunitaria, activando macréfagos, linfoci-
tos T y células NK. Extractos de este hongo han mostrado inducir la apoptosis en células
tumorales y reducir la proliferaciéon celular, especialmente en modelos de cancer de colon y
mama. Sus compuestos antioxidantes, como terpenos y fenoles, protegen las células sanas
del dafio oxidativo, limitando asi la formacion de tumores. En un ensayo clinico de fase I con
pacientes con cancer de prostata, Agaricus bisporus redujo los niveles de PSA, sugiriendo
su potencial para ralentizar la progresion de este tipo de cancer. Aunque la evidencia sigue
siendo preliminar en otros tipos de cédncer, ambos hongos muestran propiedades inmunomo-
duladoras, antioxidantes y antitumorales, posicionandolos como prometedores coadyuvantes
en terapias contra el cancer, aunque se requieren mas estudios para confirmar estos efectos

[64].

En este contexto, en este estudio se propuso realizar un extracto de los hongos Agaricus
bisporus y Pleurotus ostreatus para evaluar sus propiedades anticancerigenas mediante un
estudio in vitro utilizando tres lineas celulares, entre ellas dos cancerigenas: LAN-1 (Neu-
roblastoma) y UFH-001 (cancer de mama), como también una linea celular derivada de
Ovario de Hamster, CHO. Para obtener el extracto, se utilizé6 el método de maceracién
solido-liquido, logrando obtener 1.71 g de extracto de Agaricus bisporus y 1.79 g de Pleuro-
tus ostreatus tras el proceso de liofilizacién. Se observé que el peso del extracto de Pleurotus
ostreatus y Agaricus bisporus fueron similares, a pesar de que los contenidos de humedad
varian entre los hongos, siendo 92.4 % para Pleurotus ostreatus comparado con el 91.4 %
de Agaricus bisporus; esta diferencia del 1% podria haber causado la variacion en los pe-
sos de cada cepa |18] [61]. La maceracion solido-liquido fue empleada debido a que es una
técnica econémica y comun que permite obtener el extracto con sus compuestos bioactivos
[42], sin embargo, presenta desventajas como largos tiempo de extraccion y alta cantidad de
disolventes [65].

Después de obtener el extracto, se expusieron las lineas celulares LAN-1, UFH-001 y CHO
con el objetivo de evaluar la citotoxicidad de los extractos y cambios en la expresién génica
de genes pro-apoptoticos. Para estudiar la citotoxicidad, se realizaron estudios de viabilidad
celular, como el conteo celular y el ensayo MTT. En el estudio “Anticancer Activities of
Mushrooms: A Neglected Source for Drug Discovery”, se observo que para las células de
cancer de mama (MCF-7), los extractos de hongos reducen su viabilidad y promueven la
apoptosis. En las células de cancer de pulmoén (A549), los estudios indicaron que los extractos
pueden inhibir su crecimiento e inducir muerte celular. Asimismo, para las células de cancer
de colon (HT-29), se report6 un efecto citotoxico significativo, con reduccion de la viabilidad
celular y alteraciones en la proliferacion. En contraste, las células no cancerosas (MCF-10A)
presentaron una alta viabilidad, lo que indica un efecto selectivo de los extractos hacia las
células tumorales |64]. Asimismo, en los ensayos MTT realizados en lineas celulares como
MCEF-7, A549 y HT-29, se reportaron resultados prometedores. Por ejemplo, los extractos de
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Grifola frondosa demostraron reducir la viabilidad celular en un 50 % o mas, promoviendo
la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y activando vias apoptoticas. En
las células A549, los extractos de Ganoderma lucidum disminuyeron significativamente la
viabilidad celular, con un IC50 que refleja su potente actividad antitumoral e induccién
de apoptosis a través de la activacion de caspasas. En HT-29, los extractos de Phellinus
rimosus y otros hongos mostraron una reducciéon en la viabilidad celular con un efecto
dosis-dependiente, inhibiendo el crecimiento y alterando la expresién de genes relacionados
con la proliferacion y apoptosis [64].

A las 24 horas, en el conteo celular para LAN-1, se observo que la exposicion con 200
ng/ml mostré una disminucion en la viabilidad celular, alcanzando un 62.5% con Pleuro-
tus ostreatus y un resultado similar con Agaricus bisporus. En la linea UFH-001, Agaricus
bisporus demostré un mejor desemperno, reduciendo la viabilidad celular al 50 %, mientras
que Pleurotus ostreatus mostré un valor ligeramente superior, del 58.33 %. Por otro lado,
las células no cancerosas (CHO) mantuvieron una viabilidad del 100 %, sin cambios signi-
ficativos en comparacién con el control. Estos resultados a 24 horas sugieren que Agaricus
bisporus tiene un mayor efecto citotodxico inicial en la linea UFH-001, mientras que Pleurotus
ostreatus mantiene un desempeno constante tanto en LAN-1 como en UFH-001.

A las 48 horas, en el conteo celular para LAN-1, Pleurotus ostreatus presenté un mejor
desempertio, reduciendo la viabilidad celular al 58.33 %, mientras que Agaricus bisporus mos-
tro un valor de 62.5%. En la linea UFH-001, Pleurotus ostreatus mantuvo una viabilidad
del 60 %, mientras que Agaricus bisporus presento una recuperacion leve, con una viabilidad
de 66.666 % a 200 pg/ml. Nuevamente, las células no cancerosas (CHO) permanecieron sin
cambios en su viabilidad, manteniéndose al 100 %, lo que refuerza la selectividad citotoxica
de los metabolitos bioactivos de ambos hongos hacia las células tumorales. Entre los meta-
bolitos bioactivos presentes en los extractos de estos hongos se encuentran los polisacaridos,
conocidos por sus propiedades inmunomoduladoras y anticancerigenas al estimular el sistema
inmunoloégico y promover la apoptosis en células tumorales; los terpenoides, que interfieren
con las vias de senalizacién celular e inducen la muerte celular en lineas cancerosas; los
fenoles, que acttian como antioxidantes reduciendo la proliferaciéon tumoral; los esteroides y
alcaloides, que afectan la proliferacion celular y promueven la apoptosis, y los dcidos grasos,
con propiedades antiinflamatorias que podrian modular el crecimiento tumoral [64].

Por otro lado, cuando se analizé la morfologia celular, se observaron cambios en la mor-
fologia y en la forma de agrupaciéon para LAN-1 y UFH-001. En particular, para LAN-1, las
células adoptaron una forma més redonda en comparaciéon con su aspecto estrellado original,
asimilando neuritas de neurona. En UFH-001, se observd un cambio en el patrén de aglome-
racion, siendo posible visualizar como habia mas células solas en comparaciéon con el control;
a diferentes concentraciones, las células aparecieron méas dispersas, siendo este efecto mas no-
table a 200 pg/ml. A concentraciones mayores, los extractos de hongos pueden aumentar la
disponibilidad de compuestos bioactivos, lo que potencia su efecto antiproliferativo sobre las
células cancerosas. Estas concentraciones elevadas pueden facilitar la activacion de vias de
senalizacion que inducen apoptosis y reducen la viabilidad celular en tumores. Sin embargo,
es crucial equilibrar la dosis, ya que concentraciones excesivas pueden resultar en toxicidad
para células sanas [64]. Al igual que en LAN-1, se observé un cambio en la morfologia de
UFH-001, pasando de una forma de rombo a una més circular, lo que podria sugerir muerte
celular. Este cambio también fue observado en un estudio previamente realizado con hon-
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gos extremofilos, en el cual se determiné que los metabolitos bioactivos inducen apoptosis
y pérdida de la estructura celular como mecanismos de accién citotoxica [66]. Para ambas
lineas celulares, se observé una inhibicién en el crecimiento, especialmente evidente a las 48
horas. Los cambios fueron mas evidentes a 48 horas debido a la mayor exposicién a estos
agentes bioactivos. En contraste, en la linea CHO no se observaron cambios en la morfologia
ni en la inhibicién del crecimiento celular. Es posible que a tiempos de incubacién mayores
se disminuya atn maés la confluencia celular y que predominen los cambios en la morfologia
observados.

Para respaldar los resultados obtenidos en el conteo celular, se realizé la prueba de MTT
a las 24 y 48 horas para verificar la citotoxicidad de los extractos de hongos. A las 24 horas de
exposicion, se observo que el extracto de Pleurotus ostreatus mostré una correlacién positiva
entre el porcentaje de viabilidad celular obtenido en el ensayo MTT y el obtenido en el conteo
celular, indicando que ambas metodologias arrojaron resultados consistentes. Por otro lado,
Agaricus bisporus presentd una correlacion menos consistente; al aumentar el porcentaje de
viabilidad en MTT, se observd una disminucién en el porcentaje de viabilidad en el conteo
celular. Esto podria deberse a una mayor dispersiéon en los datos y menor precisién en los
valores de viabilidad celular en MTT a las 24 horas, posiblemente debido a variaciones en
el procedimiento de siembra, exposicién de las células o cambios en las condiciones durante
la prueba. La actividad observada para ambos hongos puede atribuirse a las caracteristicas
bioquimicas y bioactivas especificas de cada especie, impactando de diferentes maneras |67].

A las 48 horas, la correlaciéon para ambos extractos fue positiva, lo que indica que el
porcentaje de viabilidad celular en MTT y el del conteo celular estan relacionados, mostrando
mejores resultados con mayor tiempo de exposicion. A diferencia de las 24 horas, a las 48
horas el extracto de Agaricus bisporus mostré6 un mejor desempeno en comparaciéon con
Pleurotus ostreatus. Se observé que, en la mayoria de los casos, la concentraciéon de 100
ng/ml presenté los resultados mas significativos a las 48 horas.

En ambas pruebas, tanto a las 24 como a las 48 horas, se observo que el porcentaje
de viabilidad celular en MTT disminuia dréasticamente en las lineas celulares tumorales
en comparacion con la linea celular CHO, cuyo porcentaje de viabilidad se mantuvo alto
y constante. Esto fue especialmente notable en el caso de Pleurotus ostreatus, donde el
porcentaje de viabilidad de CHO se mantuvo al 100 %.

Para observar que estaba sucediendo a nivel molecular, se estudié la expresiéon génica de
los genes BAX y PUMA, esto demostraron en los resultados obtenidos demuestran que BAX
no es un marcador universalmente confiable para evaluar la viabilidad celular bajo todas
las condiciones experimentales. A las 24 y 48 horas, BAX mostré6 una mayor expresion en
el control y en la linea celular LAN-1, pero una menor expresiéon en las deméas condiciones
experimentales. Este comportamiento es consistente con estudios previos que resaltan que
la activacién de BAX depende de senales especificas que activan la permeabilizacion de la
membrana mitocondrial y la liberacién de citocromo ¢, procesos esenciales para la apoptosis
intrinseca. Sin embargo, en ciertos contextos, como las lineas celulares resistentes al estrés,
BAX puede no desempeniar un papel prominente, ya que su activacion esté regulada por un
balance dindmico entre proteinas pro-apoptoéticas y anti-apoptoticas, como Bcl-2 |68]]69].

En contraste, la expresion de PUMA, evaluada mediante qPCR, mostré un comporta-
miento diferente. A las 24 horas no se observaron diferencias significativas en su expresion
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entre el control y las condiciones tratadas, sugiriendo que PUMA no es un marcador sen-
sible en fases iniciales de la exposicién a los extractos de Pleurotus ostreatus y Agaricus
bisporus. Sin embargo, a las 48 horas se detecté un incremento significativo en su expresion,
particularmente en CHO con Pleurotus ostreatus. Este comportamiento es consistente con
el papel de PUMA como un mediador inducido por p53 que activa a BAX y otras proteinas
pro-apoptoticas para iniciar la apoptosis|68|[69]. La ausencia de muerte celular en CHO, pe-
se al aumento en la expresion de PUMA, podria explicarse por mecanismos compensatorios
que impiden la activaciéon completa de la via apoptoética, como la regulaciéon diferencial de
caspasas o la interaccion con factores de supervivencialmente, los resultados muestran que
la respuesta en las lineas celulares tumorales (LAN-1y UFH-001) es diferente, lo que sugiere
una especificidad en los mecanismos de accién de los extractos.

Esta especificidad podria deberse a la composicién bioactiva de los extractos de Pleu-
rotus ostreatus y Agaricus bisporus, ricos en compuestos como polisacaridos y terpenoides,
que modulan las vias de senalizacién celular de manera distinta segtin el tipo de célula.
Estos resultados estan alineados con investigaciones que destacan el papel de los hongos
medicinales en la induccién de apoptosis y la inhibicién de la proliferacién tumoral median-
te vias especificas de senalizacion [69] hallazgos subrayan que, aunque BAX y PUMA son
marcadores clave en los procesos apoptoticos, su expresion no siempre refleja directamente
la citotoxicidad o la viabilidad celular bajo condiciones experimentales especificas. Por lo
tanto, es crucial integrar estos datos con ensayos adicionales, como la activaciéon de caspasas
y la evaluacién funcional de las células, para obtener una comprensiéon mas completa de
los efectos de los tratamientos. La variabilidad observada también resalta la necesidad de
considerar las diferencias entre tipos celulares y tiempos de exposiciéon al interpretar estos
marcadores en estudios futuros [68][69].
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capituLo 10

Conclusiones

. El presente estudio permiti6 obtener extractos de Agaricus bisporus y Pleurotus ostrea-
tus mediante una metodologia de maceracion y liofilizacién previamente establecida.
Aunque el rendimiento del proceso de extraccion fue similar para ambas especies, se
obtuvieron 1.71 g de extracto para Agaricus bisporus (0.684 %) y 1.79 g para Pleu-
rotus ostreatus (0.716 %). Esta diferencia puede estar influenciada por la cantidad de
humedad presente en las especies o por el método utilizado, lo cual resulta relevante
para optimizar procesos de obtenciéon de metabolitos bioactivos.

. La viabilidad celular evaluada mediante el conteo celular mostré que ambos hongos
afectan principalmente a las lineas cancerigenas. A las 24 horas, Agaricus bisporus
redujo la viabilidad de UFH-001 al 50 %, mientras que Pleurotus ostreatus mostro una
reduccion del 58.33 % en LAN-1. A las 48 horas, Pleurotus ostreatus presenté un mejor
desempeno en LAN-1, con una viabilidad de 58.33 %. Estos resultados evidencian el
efecto diferencial de los extractos segun el tipo de linea celular, aportando evidencia
sobre su potencial accién selectiva.

. Los extractos de Agaricus bisporus y Pleurotus ostreatus demostraron efectos cito-
toxicos en las lineas celulares cancerigenas LAN-1 y UFH-001, disminuyendo signifi-
cativamente su viabilidad celular. En contraste, la linea celular CHO mantuvo una
viabilidad cercana al 100 %, indicando la selectividad citotoxica de los extractos y su
potencial anticancerigeno. Este comportamiento sugiere la presencia de compuestos
bioactivos con actividad especifica contra células tumorales, sin afectar notablemente
células sanas.

. Los resultados de los extractos en las pruebas con LAN-1, UFH-001 y CHO sugieren
que estos hongos contienen metabolitos capaces de inducir apoptosis selectiva en células
tumorales. Este hallazgo refuerza la utilidad de los hongos como fuentes naturales para
el desarrollo de agentes terapéuticos con accién dirigida, lo que responde a la necesidad
de terapias menos invasivas y més eficaces.

. La expresion génica evaluada mediante qPCR mostré que el marcador BAX no pre-
senté una correlacion consistente con la viabilidad celular en todas las condiciones
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experimentales, lo que indica que su utilidad como marcador universal puede ser li-
mitada. En contraste, PUMA mostré un aumento significativo en su expresion a las
48 horas, especialmente en la linea celular CHO tratada con Pleurotus ostreatus. Es-
te comportamiento podria atribuirse a mecanismos compensatorios en CHO, como la
regulacion diferencial de caspasas o la interaccion con factores de supervivencia, que
impiden la activacién completa de la via apoptoética, a pesar del incremento en la ex-
presion de PUMA. Estos resultados permiten inferir que PUMA podria desempenar
un papel més relevante en la regulacion de la apoptosis inducida por los extractos,
dependiendo del contexto celular.

. En conjunto, los hallazgos obtenidos permiten establecer una conexién clara entre los
efectos observados a nivel celular y molecular, respaldando la capacidad de los extractos
de Agaricus bisporus y Pleurotus ostreatus para inducir citotoxicidad y apoptosis selec-
tiva en células cancerigenas. Estos resultados proporcionan evidencia experimental del
potencial de estas especies como fuentes de compuestos con actividad anticancerigena,
cumpliendo asi con los objetivos planteados en esta investigacién.
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capiTuLo 11

Recomendaciones

1. Estudiar las propiedades bioquimicas de los extractos de Agaricus bisporus y Pleurotus
ostreatus para identificar los compuestos especificos responsables de la reduccién de
la viabilidad celular. Se sugiere emplear métodos como cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) y espectrometria de masas (MS) para la separacion e identificacion
de metabolitos secundarios. Posteriormente, realizar estudios funcionales con estos
compuestos individuales en lineas celulares para determinar su actividad citotéxica. En
el caso de Pleurotus ostreatus, enfocar los analisis en flavonoides, fenoles, S-glucanos,
ergosterol y lectinas. Para Agaricus bisporus, investigar fenoles, lectinas, acidos grasos
insaturados y ergosterol.

2. Profundizar en los mecanismos de accion de los extractos de Agaricus bisporus y Pleu-
rotus ostreatus, centrandose en la identificacién de las rutas genéticas y los receptores
implicados en la apoptosis. Se recomienda realizar pruebas funcionales adicionales,
como inmunohistoquimica (IHQ) para identificar receptores especificos, la prueba TU-
NEL para evaluar fragmentacion de ADN, y ensayos de Caspasas para confirmar la
activaciéon de vias apoptoticas. Estas pruebas permitirdn complementar los resulta-
dos actuales y aportar una comprension mas detallada de los mecanismos moleculares
subyacentes.

3. Ampliar las condiciones experimentales aumentando los tiempos de exposicion y eva-
luando los extractos en una mayor variedad de lineas celulares tumorales y no tumo-
rales. También se sugiere incluir controles adicionales y establecer un rango 6ptimo
de tiempos de incubacién para analisis de expresion génica. Estas medidas permitiran
explorar con mayor detalle los mecanismos de acciéon de los compuestos bioactivos y
su selectividad hacia células tumorales.

4. Mantener estrictas condiciones de control para asegurar la reproducibilidad de los ex-
perimentos. Esto incluye conservar los extractos liofilizados en condiciones adecuadas,
evitando la exposicién a humedad o contaminantes que puedan afectar su calidad.
Asegurar el uso de lineas celulares en pasajes bajos para minimizar variaciones, y do-
cumentar cuidadosamente las caracteristicas quimicas y fisicas de los extractos, como
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su pH, contenido de humedad y color, al momento de los experimentos. Estas medidas
son cruciales para evitar sesgos en los resultados.
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