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Prefacio

El presente trabajo de graduacion se llevd a cabo a partir de mi interés y curiosidad por las
areas de inmunologfa y la oncologia. En particular, el estudio de biocomponentes naturales, como
los extractos fangicos, despertd mi atencion debido a su potencial para el desarrollo de tratamientos
anticancerigenos que puedan complementar y potenciar la eficacia de las terapias actuales. Resulta
especialmente interesante cémo compuestos que, a primera vista, parecen simples pueden ejercer
efectos biologicos complejos y relevantes en el contexto del cancer.

Muchas investigaciones oncologicas se limitan a evaluar efectos generales sin profundizar en la
identificacion de los componentes bioactivos especificos ni en los mecanismos celulares involucrados.
Por esta razon, surgié el interés de ir més alld y explorar la capacidad anticancerigena de hongos
que se comercializan ampliamente en Guatemala, con el objetivo de ofrecer un primer acercamiento
a la identificacion de los principales componentes bioactivos e incluso a la elucidacion de las rutas o
mecanismos de accién implicados mediante técnicas disponibles en el pais.

El desarrollo de este trabajo representé una oportunidad para integrar y aplicar conocimientos
adquiridos en quimica, bioquimica, biologia molecular e inmunologia, asi como para enfrentar el
reto de disenar y ejecutar protocolos experimentales desde cero. Asimismo, este proyecto constituyo
un punto de partida para mi formacion en el ambito de la investigacion cientifica, permitiéndome
desenvolverme de manera mas independiente en el laboratorio y adquirir nuevas habilidades técnicas
y analiticas.

Agradezco profundamente a todas las personas e instituciones que contribuyeron, de manera
directa o indirecta, al desarrollo y culminacion del presente trabajo de graduacion. En primer lugar,
quiero agradecer a Dios y a mis padres por guiarme, apoyarme y motivarme a seguir adelante con mi
formacién académica y mi investigacién. Gracias a ellos pude completar exitosamente mis estudios
y desarrollarme tanto como mujer como profesional en el &mbito de la ciencia.

Deseo expresar un agradecimiento especial a mis companeros y amigos Kiara, Sofy, Gaby, Nati
y Nacho, quienes hicieron de mi trayectoria académica un recorrido gratificante y feliz. Agradezco
a Kiara por guiarme en los experimentos, por escucharme siempre y por ser una de mis mayores
fuentes de apoyo. A Sofy, por acompanarme constantemente, brindarme dnimos para seguir adelante
y por iluminar el ambiente incluso en los momentos mas dificiles. A Gaby, por ser una excelente
companera de laboratorio, por apoyarme, ayudarme a reconocer mis capacidades y motivarme a
continuar. A Nati, por ser mi mayor confidente, por escucharme y acompafniarme tanto en los buenos
como en los malos momentos. Finalmente, agradezco a Nacho por aligerar el ambiente, guiarme y
apoyarme en los experimentos.

Agradezco al Centro de Estudios en Biotecnologia, a la Facultad de Ciencias y Humanidades, a
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la Facultad de Ingenieria y a la Facultad de Quimica, todas pertenecientes a la Universidad del Valle
de Guatemala, por proporcionarme los reactivos, materiales y equipos necesarios para llevar a cabo
este trabajo de graduaciéon. Asimismo, deseo expresar mi agradecimiento a la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala, en particular al Laboratorio
de Investigacion y Productos Naturales (LIPRONAT), por su apoyo en el analisis de las muestras
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Resumen

El neuroblastoma es una de las neoplasias malignas més frecuentes y con mayor mortalidad en
la poblacién pediatrica; sin embargo, los tratamientos actuales presentan limitaciones relacionadas
con su costo, accesibilidad y efectos adversos, lo que resalta la necesidad de identificar alternativas
terapéuticas complementarias. En este contexto, los hongos comestibles representan una fuente pro-
metedora de metabolitos bioactivos con potencial farmacologico. Cantharellus cibarius y Pleurotus
djamor, dos especies ampliamente comercializadas en Guatemala, han demostrado diversas activida-
des biologicas, aunque su potencial anticancerigeno y mecanismos de acciéon han sido poco explorados.
El objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad citotoxica de fracciones acuosas, etandlicas
y lipofilicas obtenidas de ambas especies en lineas celulares de neuroblastoma humano (SH-SY5Y y
LAN-1), en comparacion con una linea celular no tumoral (CHO). Para ello, se realizaron procesos
de extraccion asistida por ultrasonido, caracterizacion fitoquimica mediante pruebas colorimétricas
cualitativas y cuantitativas, analisis quimico por FTIR, ensayos de citotoxicidad mediante MTT y
analisis de expresion génica de marcadores asociados a rutas de muerte celular por RT-qPCR. Los
resultados demostraron que la extraccion etanolica al 50 % fue la mas eficiente, evidenciandose la
presencia de polifenoles y compuestos glicosilados con potencial citotoxico y proapoptotico. En parti-
cular, la fraccién etanolica de P. djamor mostré el mayor efecto citotoxico, con mayor susceptibilidad
en la linea celular SH-SY5Y, mientras que se observo baja citotoxicidad frente a la linea celular no
tumoral. Asimismo, el anélisis de expresion génica evidenci6 la activacion de genes asociados a rutas
apoptoticas y necroptoticas de manera dependiente de la fracciéon y la linea celular. En conjunto,
estos resultados sugieren que C. cibarius y P. djamor constituyen fuentes potenciales de compuestos
bioactivos con interés anticancerigeno, recomendéndose la aplicaciéon de técnicas de separacion y
caracterizacion quimica méas avanzadas y estudios moleculares complementarios para profundizar en
la identificacion del principal componente bioactivo y su mecanismo de accion.
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CAPITULO 1

Introduccién

El céncer constituye una de las principales causas de morbilidad y mortalidad a nivel mundial,
representando un importante reto para los sistemas de salud y para el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas. A pesar de los avances en los tratamientos actuales, la complejidad biologica de esta
enfermedad y la aparicién de resistencia terapéutica contindan limitando su eficacia, lo que ha
impulsado la busqueda de alternativas y terapias complementarias. En este contexto, los productos
naturales han sido histéricamente una fuente importante de compuestos con actividad farmacolégica,
especialmente en el desarrollo de agentes anticancerigenos. En particular, los hongos comestibles y
medicinales han despertado interés debido a su capacidad para producir metabolitos bioactivos con
potencial citotoxico e inmunomodulador, lo que los posiciona como candidatos atractivos para la
investigacién oncologica.

En estudios previos se han aislado extractos y fracciones de distintas especies de hongos que
han demostrado propiedades anticancerigenas e inmunomoduladoras prometedoras. Algunos de los
principales componentes identificados en diversas especies de hongos incluyen polisacaridos, com-
puestos fenolicos y compuestos apolares como los triterpenos (J. Xu et al., 2022)). Estos metabolitos
pueden ejercer una accion directa sobre las células tumorales, mediante la induccién de apoptosis o
la detencion del ciclo celular, o una accién indirecta a través de la estimulacion del sistema inmune
(J. Xu et al., 2022)). En este sentido, Deveci et al., 2024 caracterizaron quimica y biologicamente ex-
tractos de polisacaridos de cuatro hongos comestibles y demostraron que Clavariadelphus truncatus
present6 una actividad citotoxica significativa frente a las lineas celulares HT-29 y HepG2 (IC50 =~
46-49 pg/mL), mientras que Hygrophorus pudorinus fue activo contra la linea HeLa (IC5g ~ 51.6
pg/mL).

Dos hongos ampliamente distribuidos y comercializados en Guatemala, Cantharellus cibarius
y Pleurotus djamor, han despertado especial atencion debido a su potencial farmacologico y a los
vacios de informacion existentes en cuanto a su composicién bioactiva y mecanismos de accion. ReZié
Muzinié et al., |2023| demostraron que el extracto acuoso de C. cibarius, en el cual los compuestos
fendlicos desempenan un papel protagdnico, presenta un alto potencial antioxidante y citotéxico
contra el adenocarcinoma de mama humano MDA-MB-231 (Cl5y = 375 ng/mL). De igual manera,
Phonemany et al., 2025 reportaron que el extracto de acetato de etilo al 50 % de P. djamor exhibio
actividad antioxidante y citotoxica frente a células de cancer de pulmén (A549, ICsq = 245.73 +
7.60 pg/mL) y cancer colorrectal (SW480, IC59 = 382.03 £ 4.55 ng/mL).

No obstante, el estudio de la composicion bioactiva y de los mecanismos de accién de este tipo de
hongos continta siendo un area de investigacion limitada, debido a la falta de equipos especializados



y a la escasez de informacion sistematizada sobre sus propiedades farmacologicas, particularmente
en modelos tumorales pediatricos. En este contexto, el neuroblastoma, uno de los tumores sélidos
extracraneales més frecuentes en la poblacion infantil y caracterizado por una elevada heterogeneidad
biolégica, representa un modelo relevante para la evaluacion de nuevas alternativas terapéuticas. Por
esta razon, el presente estudio plantea un primer acercamiento a la caracterizacion bioquimica de
Cantharellus cibarius y Pleurotus djamor, mediante la obtencion de fracciones bioactivas acuosas,
etandlicas y lipofilicas, asi como su posterior evaluacion en lineas celulares de neuroblastoma, con
el objetivo de determinar su posible actividad citotéxica e identificar los principales mecanismos de
muerte celular inducidos.



CAPITULO 2

Objetivos

2.1. Objetivo general

Evaluar el potencial anticancerigeno de las fracciones bioactivas extraidas de los hongos Cantha-
rellus cibarius y Pleurotus djamor en lineas celulares de neuroblastoma.

2.2. Objetivos especificos

= Obtener y determinar el rendimiento de extracciéon de las fracciones acuosas, etandlicas y
lipofilicas de Cantharellus cibarius y Pleurotus djamor.

= Caracterizar cualitativa y cuantitativamente la composicién bioquimica de las fracciones ob-
tenidas, con énfasis en polisacaridos, proteinas, polifenoles y compuestos lipofilicos.

s Caracterizar la composicion quimica de las fracciones bioactivas seleccionadas mediante espec-
troscopia FTIR.

= Evaluar el potencial anticancerigeno y los mecanismos de muerte celular inducidos por las
fracciones bioactivas en lineas celulares de neuroblastoma.



CAPITULO 3

Justificacién

El céncer constituye una de las principales causas de morbilidad y mortalidad a nivel mundial.
Segin los datos recopilados por la agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer, tan
solo en 2022 se estim6 que hubo 20 millones de nuevos casos de cancer y 9.7 millones de muertes
asociadas a él. Si bien en paises como Estados Unidos la mortalidad del cédncer ha disminuido,
son los paises subdesarrollados los que mas se han visto afectados por la enfermedad ya que, tan
solo el 39 % de estos paises son capaces de cubrir los aspectos financieros basicos del tratamiento del
cancer, dentro de los cuales, inicamente el 28 % ha sido capaz de cubrir, ademas, cuidados paliativos
asociados a él (Organization, [2024; Siegel et al.,2025). En Guatemala, el cancer es también un tema
de salud publica importante. Aproximadamente, cada afio se diagnostica cancer a 18,000 personas
en el pais y se espera que esta cifra siga en aumento para 2045 (Swabey-Van y Nobile, [2024)). En los
hombres, los tipos de cancer més frecuentes son el de prostata, higado y estomago, mientras que en
las mujeres predominan el de mama, cuello uterino e higado (Globocan, [2022)).

Existen diversos tratamientos desarrollados contra el cancer que han demostrado ser efectivos
en gran parte de los casos reportados, tales como la radioterapia, quimioterapia o inmunoterapia.
No obstante, la presencia de riesgos inherentes y de efectos secundarios graves asociados a estos
tratamientos contintia siendo una problematica relevante en la actualidad. Una de las principales
problematicas es la resistencia inducida de las células contra los farmacos o tratamientos aplicados,
generada debido a la heterogeneidad tumoral, alteraciones genéticas o desregulacion de las vias
moleculares. Asimismo, también pueden existir danos colaterales adicionales tales como el aumento
en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), dano al ADN, neurotoxicidad, toxicidad
cuténea, gastrointestinal y cardiovascular (Zafar et al., |2025; Nurgali et al., [2022)). Por esta razon,
resulta imprescindible la busqueda de tratamientos alternativos o complementarios que permitan
optimizar la eficacia de los mismos y disminuir los riesgos asociados.

La busqueda de terapias oncologicas mas eficaces y menos invasivas han impulsado el interés por
compuestos naturales con actividad biolégica. El uso de este tipo de componentes supone una ventaja
biolégica puesto que, al contar con una estructura quimica definida, tiene mayor especificidad para
las proteinas diana. Ademas, se ha demostrado que los compuestos bioactivos naturales actiian como
sensibilizadores de los tratamientos anticancerigenos al promover su mecanismo de accién, reducir la
resistencia a la terapia o disminuir los efectos secundarios adversos. Esto mediante la estimulaciéon
de la apoptosis, la progresion del ciclo celular, inhibicién de la angiogénesis y debido a su actividad
antioxidante, antiinflamatoria e inmunomoduladora (Izzo y Stefanska, 2025)).

Dentro de este marco, los hongos constituyen una valiosa fuente de metabolitos bioactivos con



aplicaciones potenciales en el tratamiento del cancer. Esto dado que, en pruebas in vivo e in vitro, han
mostrado prometedoras propiedades anticancerigenas, dentro de los cuales destacan los polisacaridos,
proteinas, lipidos y metabolitos secundarios polares y apolares (Yuan et al., |2020). El componente
principal que exhibe la actividad antitumoral o anticancerigena varia segtun la especie de hongo, su
geografia o incluso su método de cultivo. Estos pueden ejercer una accién directa sobre las lineas
celulares tumorales, mediante la induccion de apoptosis o la detencion del ciclo celular; o una accién
indirecta mediante la estimulacion del sistema inmune (J. Xu et al., [2022)). Sin embargo, debido a
que en muchos hongos ain no se han caracterizado completamente los compuestos bioactivos ni sus
mecanismos de accion, el avance de la investigacion se ha visto limitado. Por esta razon, el presente
estudio plantea evaluar el potencial anticancerigeno de las principales fracciones bioactivas propias
de los hongos Cantharellus cibarius y Pleurotus djamor.



CAPITULO 4

Marco tedrico

4.1. Cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades caracterizadas por alteraciones en los mecanismos de
regulacion celular interna que conducen a la acumulacién de mutaciones y a la pérdida del control
sobre procesos fundamentales como el ciclo celular, la proliferacion y la funcion de los tejidos. Estas
transformaciones permiten que las células adquieran comportamientos anémalos, como el crecimiento
descontrolado y la evasiéon de la muerte celular programada, dando origen a los distintos tipos de
neoplasias (Brown et al., [2023)).

4.1.1. Epidemiologia

Mundial

El cancer constituye una de las principales causas de muerte a nivel global reportandose 20 mi-
llones de nuevos casos de cancer en 2022 y casi 9.7 millones de muertes (Organization, 2025). No
obstante, la incidencia y mortalidad varia segtn la regién. Variaciones en los cambios sociodemogra-
ficos, factores de estilo de vida y los entornos médicos suponen importantes factores de riesgo que
pueden aumentar la incidencia del cancer. Algunos de estos cambios incluyen exposicion a factores
ambientales como el tabaquismo, exposiciéon a hormonas endbégenas, aumento de la adiposidad, entre
otros.

Los tipos de cdncer mas comunes a nivel global incluyen, en primer lugar, el cancer de pulmén, uno
de los mas frecuentemente diagnosticados tanto en hombres como en mujeres. Presenta una incidencia
y mortalidad del 12.4% y 18.7%, respectivamente, y se asocia principalmente al tabaquismo. Su
prevalencia suele ser mayor en regiones de Asia Oriental y Europa Oriental. En segundo lugar, el
cancer de mama es el tipo de cancer mas frecuente en mujeres, con una incidencia del 11.6 % y una
mortalidad del 6.9 %. Su distribucion es mas elevada en Francia, Australia/Nueva Zelanda, América
del Norte y el norte de Europa, aunque también aumenta en paises subdesarrollados debido a factores
de riesgo como menopausia tardia, primer parto a edad avanzada, menor lactancia materna, terapia
hormonal, uso de anticonceptivos orales, consumo de alcohol, exceso de peso e inactividad fisica
(Bray et al., 2024)).



En tercer lugar, se encuentra el cancer colorrectal, que ocupa el tercer lugar en incidencia y el
segundo en mortalidad, predominando especialmente en hombres de Asia Oriental. Entre sus factores
de riesgo destacan el alto consumo de alimentos de origen animal y un estilo de vida sedentario, que
contribuyen al aumento del sobrepeso y la obesidad. Finalmente, el cancer de prostata es uno de los
més frecuentes y representa la quinta causa de muerte por cancer en hombres, con altas tasas en el
Caribe, Africa subsahariana, América Central y del Sur, asi como en Suecia. Entre sus factores de
riesgo principales se encuentran la edad avanzada, los antecedentes familiares y diversas mutaciones
o afecciones genéticas (Bray et al., 2024)).

Guatemala

En Guatemala, el cancer representa una de las principales causas de muerte, destacando la alta
incidencia y mortalidad por céncer de higado, mama, cuello uterino y gastrico. En particular, el
cancer de higado presenta las tasas de incidencia y mortalidad méas altas de América Central y
del Sur. Entre sus factores de riesgo se incluyen la infeccion crénica por los virus de hepatitis B
y C, la cirrosis hepatica, el consumo excesivo de alcohol, la exposicion a aflatoxinas y trastornos
metabolicos como obesidad y diabetes. No obstante, a pesar de su elevada incidencia, se conoce
poco sobre los factores de riesgo especificos en Guatemala, en parte porque alrededor del 80 % de
las personas infectadas con HCV desconocen su diagnostico. Ademas, la limitada disponibilidad de
recursos para pruebas como ecografias o deteccion de a-fetoproteina dificulta la deteccion temprana,
especialmente en personas mayores de 65 anos, poblaciéon de mayor riesgo. La mortalidad por cancer
de higado representa el 20 % de todas las muertes por tumores malignos; sin embargo, su incidencia
ha disminuido en anos recientes debido a la reduccién de casos de VHB, cirrosis y consumo de alcohol
(Alfaro et al., [2025; Kihn-Alarcon et al., [2020).

Por otro lado, el cAncer de mama es el tipo de cancer mas comin en mujeres, provocando mas
de 2,000 muertes al ano, afectando principalmente a mujeres entre los 50 y 59 anos. Se estima que
para 2030 las tasas globales de cancer alcanzaran los 23.6 millones de casos, con mas del 50 % de la
incidencia y el 65 % de las muertes concentradas en paises de ingresos bajos y medios. Esta tendencia
llevo a la creacion de la Politica Nacional contra el Cancer y, posteriormente, de la Comision Nacional
para la Prevencion de Enfermedades No Transmisibles y Cancer en 2013. No obstante, la incidencia
del cancer de mama en Guatemala se mantiene elevada se debe a la falta de concienciacion, el acceso
limitado a servicios médicos y atencion oncologica especializada, asi como a las barreras econémicas
(Kihn-Alarcon et al., 2020).

No obstante, la investigacion y la busqueda de tratamientos contra el cancer en Guatemala posee
todavia importantes limitaciones que impactan negativamente el diagnostico temprano, la adherencia
al tratamiento y la generacion de datos confiables. Esto se debe a la falta de registros poblacionales,
la escasez de formacion en métodos de investigacién o infraestructura enfocada en investigacion
oncologica y la cobertura insuficiente de subgrupos poblacionales. Asimismo, existen limitaciones en
cuanto a los tratamientos debido a un acceso centralizado y desigual, recursos humanos y tecnoloégicos
insuficientes e importantes limitaciones econémicas (Flood et al., [2018)).

4.1.2. Tipos de cancer mas relevantes

Existen méas de 200 tipos especificos de cancer que se clasifican segiin su ubicaciéon o tipo de
célula a partir del cual se originan. Dentro de las clasificaciones més importantes se encuentran el
carcinoma, sarcoma, leucemia, linfoma, melanomas y tumores neuro ectodermales.

El carcinoma es el tipo mas coman de cancer, el cual se origina a partir de células epiteliales
que recubren tanto las superficies internas como externas del cuerpo. Existen diferentes subtipos de
carcinoma que se clasifican segin el tipo de epitelio del que derivan, entre ellos el adenocarcinoma, el



carcinoma de células basales, el carcinoma de células pequenas y el carcinoma de células escamosas.
Los adenocarcinomas tienen un origen glandular y engloban canceres frecuentes como el de mama,
prostata, pulmoén y colorrectal; el carcinoma de células basales, en cambio, surge de la capa mas pro-
funda de la epidermis y es el cdncer de piel mas comiin, relacionado principalmente con la exposicién
créonica a radiacién UV; el carcinoma de células pequenas, tipico del cancer de pulmén, se origina
en células epiteliales con caracteristicas neuroendocrinas y se distingue por su comportamiento alta-
mente agresivo; finalmente, los carcinomas escamosos se desarrollan en el epitelio escamoso presente
en la superficie cuténea, el revestimiento de 6rganos huecos y las vias respiratorias, y se caracterizan
por su asociaciéon con irritacion crénica, exposicion solar o agentes carcinogenos (Y. Xu et al., 2014).

Los sarcomas son un tipo de neoplasias malignas que se originan en tejidos mesenquimales y
abarcan, desde tejidos blandos (sarcomas de tejidos blandos) hasta los huesos (sarcomas 6seos),
siendo el osteosarcoma el subtipo mas frecuente. Estos representan aproximadamente el 1% de
todos los cénceres adultos y hasta el 15% de los tumores solidos pediatricos (Han et al., |2025).

Asimismo, existen distintos tipos de cancer que se originan a partir de células hematopoyéticas
que pueden afectar tanto el linaje mieloide (leucemia) como linfoide (linfoma). Por un lado, la
leucemia se origina a partir del tejido hematopoyético y provoca un aumento en la producciéon de
leucocitos. Existen 4 tipos de leucemia los cuales se clasifican segin su rapidez de proliferaciéon
(crénica o aguda) y el tipo de céncer celular que se inicia (linfoblastico o mieloide) (Y. Xu et al.,
2014)). Por otro lado, el linfoma es un tipo de céncer que se origina en el sistema linfatico, causado
por una acumulacion anormal de células B, T y células NK en los ganglios linfaticos y los vasos
sanguineos linfaticos. Existen dos principales tipos de linfoma siendo estos: el linfoma de Hodgkin,
caracterizado por afectar principalmente las células de Reed-Sternberg, el cual suele propagarse de
manera ordenada; y el linfoma no Hodgkin, el cual se origina en el sistema linfatico afectando tanto
linfocitos T como B (Sucharitha y Bhuvana, [2023)).

Los melanomas son un tipo de cancer de piel que se originan en los melanocitos, células especia-
lizadas en la producciéon de melanina, el pigmento que le da el color a la piel. Representa uno de los
cénceres més agresivos de la piel debido a su elevada capacidad de invasién y metastasis temprana.
Generalmente provocado debido a una exposicion excesiva a la luz ultravioleta (Aris, [2009).

Finalmente, los tumores neuroectodermales comprenden un grupo diverso de neoplasias deriva-
das de células embrionarias del neuroectodermo, capaces de originarse tanto en el sistema nervioso
central (SNC) como en el periférico. Su clasificacion suele basarse en su origen embrionario, sus
alteraciones genéticas y su ubicacién anatémica, dividiéndose principalmente en tumores neuroecto-
dérmicos centrales y tumores neuroectodérmicos periféricos.

Los tumores neuroectodérmicos centrales (cPNET) derivan del neuroepitelio del tubo neural y
se desarrollan en el cerebro o la médula espinal. Se caracterizan por su origen embrionario, rapido
crecimiento y bajo grado de diferenciacion. En este grupo se incluyen tumores como los meduloblas-
tomas, pineoblastomas, tumores teratoides/rabdoides atipicos (AT/RT) y los ETMR, todos ellos
reconocidos por perfiles moleculares especificos y una marcada agresividad. Por otro lado, los tumo-
res neuroectodérmicos periféricos (pPNET) se originan en células de la cresta neural, que dan lugar
al sistema nervioso simpatico, melanocitos y células de Schwann. Dentro de este grupo se encuentran
los tumores del sistema nervioso simpatico, como el neuroblastoma, el ganglioneuroblastoma y el
ganglioneuroma, asi como los tumores de la vaina nerviosa (schwannomas y neurofibromas) y neo-
plasias de linaje melanocitico como el melanoma. Su comportamiento clinico es variable y depende
del grado de diferenciacion y del tipo celular del que derivan (Horbinski et al.,|2023; Rios y De Jesus,
2021)).



4.1.3. Bases celulares y moleculares
Alteraciones genéticas relacionadas con el cancer

El cancer se caracteriza por alterar la regulacion celular interna mediante la generaciéon de mu-
taciones y la alteracion de los mecanismos celulares principales tales como la proliferacion y la
diferenciacion celular. Las mutaciones genéticas son responsables de la generacion de células can-
cerosas ya que alteran la funcion de proteinas asociadas a la regulacion del crecimiento y division
celular. Dos categorias de genes mutados son: oncogenes y genes supresores de tumores. Por una
parte, los oncogenes son formas mutadas o anormales de genes normales que regulan los mecanismos
de crecimiento y division celular. Estos pueden ser activados mediante traslocaciones cromosémicas,
mutaciones puntuales, amplificacion génica o la introduccion de un promotor constitutivo. Algunos
ejemplos incluyen HER2, KRAS, NMYC, entre otros. Por otro lado, los genes supresores de tumores
son genes que detectan senales de crecimiento inapropiadas o danos en el ADN celular. Al detectar
algtn tipo de anomalia frenan la division celular o inducen la muerte programada (apoptosis) de cé-
lulas danadas, evitando asi el crecimiento descontrolado que causa el cancer. Sin embargo, en muchos
tipos de céncer estos se encuentran mutados, lo cual lleva a la acumulaciéon de mutaciones genéti-
cas, proliferacion excesiva y a la formacion de tumores. Dentro de estos destaca BRCA1, BRCA2 y
pb3 (Dakal et al., 2024)). Ambos representan blancos terapéuticos importantes para el desarrollo de
nuevos agentes anticancerigenos.

Alteraciones en la senalizacion celular en el cancer

La senalizacién celular es un proceso fundamental mediante el cual las células son capaces de
responder a estimulos externos o internos para regular funciones esenciales como la proliferacion,
la diferenciaciéon o la muerte celular. En condiciones fisiologicas normales, estas vias se encuentran
altamente reguladas y dependen de la activacion especifica y regulada de receptores. No obstante,
en el cancer, este equilibrio se ve alterado como consecuencia de mutaciones genéticas que conducen
a una activaciéon anormal de las rutas de senalizacion.

Las alteraciones en la senalizacién celular suelen originarse a partir de mutaciones en genes que
codifican receptores de membrana, proteinas de transduccion de senales o factores de transcripcion.
Una de las clases de receptores de membrana que més cominmente se ven afectados en el cancer son
los receptores de tirosina quinasa, como los receptores del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
y del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR), entre otros. La union de un ligando especifico
a este tipo de receptores induce su homo o heterodimerizacién y su posterior activaciéon mediante
diversos mecanismos. Sin embargo, en el cancer pueden darse deleciones, mutaciones puntuales, am-
plificacion génica o reordenamientos genéticos que dan lugar a receptores constitutivamente activos
y descontrolados que favorecen la tumorigénesis (Esteban-Villarrubia et al., [2020)).

Generalmente, este tipo de mutaciones inducen alteraciones recurrentes en vias de senalizacién
como PI3K/AKT/mTOR, RAS/RAF/MEK/ERK, WNT/(-catenina, Notch, TGF-8 y JAK/STAT,
las cuales regulan procesos esenciales como el ciclo celular, la apoptosis, la diferenciacion, la angio-
génesis y la respuesta inmune. Las rutas de PI3K/AKT/mTOR y RAS/RAF/MEK/ERK se ven
comuinmente activadas debido a mutaciones o traslocaciones cromosoémicas y participan de mane-
ra conjunta en la tumorigénesis, asocidndose con proliferacion celular descontrolada (Q. Li et al.,
2022). La via Notch regula la comunicacion y el destino celular, por lo que puede contribuir a la
supervivencia y resistencia terapéutica. Por otro lado, la senalizacién mediada por TGF-S presenta
un papel dual, ya que en condiciones normales inhibe la proliferaciéon celular, pero en etapas més
avanzadas del cancer favorece la invasion, la angiogénesis e incluso la metastasis. Finalmente, la
via JAK/STAT contribuye al crecimiento tumoral y a la evasion de la respuesta inmune (Curry y
Glasgow, 2021)).



Proliferacién celular descontrolada

La proliferacién celular es un proceso altamente regulado por las vias de senalizacion previamente
mencionadas. Este proceso depende del control preciso del ciclo celular, el cual esta dividido en
distintas fases y se encuentra altamente regulado por distintos componentes, como mitégenos o
senales inhibidoras, entre ellas TGF-3. En el cancer, la desregulacion de estos mecanismos conduce
a una proliferacion celular descontrolada, constituyendo una de las caracteristicas fundamentales de
la tumorigénesis (Dakal et al., 2024)).

El ciclo celular se divide en dos fases principales: la interfase y la fase M. Durante la interfase
existen fases intermedias que permiten la preparaciéon celular antes de entrar a la mitosis, siendo
estas las fases G1, S y G2. Durante la fase G1, la célula aumenta su tamano y la produccion de
proteinas como preparacion previa a la replicacion del ADN. En esta fase existe un punto de decision
conocido como punto R, en el cual las células determinan si contintan el ciclo celular o permanecen
detenidas en esta fase. Asimismo, las células pueden entrar en un estado no proliferativo, conocido
como quiescencia celular, en la fase GO. Durante la fase S se lleva a cabo la sintesis y replicacion del
ADN, mientras que en la fase G2 la célula se prepara para entrar en la mitosis (fase M) (Matthews
et al., [2021; Weinberg, |2014)).

La progresion a través de las distintas fases del ciclo celular esta controlada principalmente
por complejos de ciclinas y quinasas dependientes de ciclina (CDKs). Diferentes combinaciones de
ciclinas y CDKs regulan transiciones especificas, como ciclinas D/CDK4/6 en G1, ciclinas E/CDK2
en la transicion G1/S, ciclinas A/CDK2 durante la fase S, ciclinas A/CDK1/CDC2 en G2 y ciclinas
B/CDK1/CDC2 en la fase M. De igual manera, existen inhibidores endégenos de CDK, como pl6,
pl5 y p21, asi como puntos de control que regulan la progresion del ciclo celular y la homeostasis
tisular. No obstante, en el cancer se observa una sobreexpresion de ciclinas, mutaciones en reguladores
clave del ciclo celular, como p53, o defectos en los puntos de control, lo que favorece la inestabilidad
gendmica y la aparicién de aneuploidias. Por esta razoén, los componentes del ciclo celular y sus
reguladores constituyen importantes dianas terapéuticas en el tratamiento del cancer (Barnum y
O’Connell, 2014; Weinberg, 2014).

Angiogénesis tumoral y metastasis

La tumorigénesis inicia con una proliferacion celular descontrolada a nivel local. Sin embargo, la
acumulaciéon de mutaciones y el aumento de la agresividad tumoral pueden conducir a la disemina-
cion del cancer hacia otras partes del cuerpo. En etapas tempranas, los carcinomas se encuentran
confinados al compartimento epitelial; no obstante, a medida que ocurre la expansiéon tumoral, las
células se ven expuestas a un microambiente hipdxico, el cual induce la expresion de diversos fac-
tores de crecimiento angiogénicos que promueven la formacién de nuevos vasos sanguineos capaces
de suplir al tumor de oxigeno y nutrientes, en un proceso conocido como angiogénesis (Weinberg,
2014).

La angiogénesis tumoral se inicia mediante la liberacién de factores de crecimiento como el factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF'), los cuales
atraen células endoteliales hacia la masa tumoral. Estas células secretan enzimas proteoliticas, como
las metaloproteinasas, que degradan la membrana basal de los capilares y permiten la remodelacion
de la matriz extracelular. Ademas de favorecer el crecimiento tumoral, este proceso facilita la entrada
de células tumorales al torrente sanguineo, promoviendo la diseminacion metastésica (Bielenberg y

Zetter, 2015)).

El proceso metastasico sigue una secuencia de eventos biologicos altamente regulados que inicia
con la invasion local, en la cual el carcinoma rompe la membrana basal mediante la secrecion de
proteasas que remodelan la matriz extracelular y generan espacio para la migracién celular. Poste-
riormente, ocurre la intravasacion de las células cancerosas hacia los vasos sanguineos o linfaticos.
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Una vez en la circulacién, algunas células tumorales pueden interactuar con el endotelio vascular y
proliferar dentro del lumen o atravesar la pared del vaso mediante extravasaciéon. Finalmente, tras
este proceso, las células tumorales pueden establecer micrometéstasis en tejidos distantes (Bielenberg
y Zetter, |2015]).

Mecanismos de muerte celular

Apoptosis

La apoptosis es un mecanismo de muerte celular regulada que se caracteriza por la contraccion
celular, la condensacion de la cromatina y la fragmentacién en pequenos cuerpos apoptéticos que
son fagocitados por células del sistema inmune como los macréfagos. Esta se encuentra mediada
principalmente por la familia de proteinas caspasas. Existen dos vias principales que conducen a la
activacion de la apoptosis: la via intrinseca y la via extrinseca (Reed, [2000)).

La via intrinseca de apoptosis se activa por factores de estrés intracelulares, como dano en el
ADN o estrés oxidativo, que conducen a la permeabilizacién de la membrana externa mitocondrial
(MOMP) y la posterior liberacion de citocromo c al citosol. Esta via se encuentra altamente regulada
por la familia Bel-2, que incluye proteinas antiapoptoticas (Bcl-2 y Bel-xL), proapoptoéticas efectoras
(Bax y Bak) y proteinas BH3 exclusivas (Bim, PUMA, Noxa y Bid) (Bertheloot et al., 2021)).

Curiosamente, otros miembros de esta familia inhiben la apoptosis. Asimismo, factores como las
quinasas dependientes de ciclina o el regulador tumoral p53 modulan la apoptosis al controlar la
expresion o estabilizacion de proteinas proapoptoticas. Un equilibrio entre las afinidades de uniéon
y los niveles relativos de proteinas Bcl-2 regula la resistencia a la apoptosis y determina si la via
puede activarse (Bertheloot et al., 2021).

Inicialmente, cuando se detecta dano intracelular, se activan proteinas BH3-only como Bim,
PUMA o Bid, que neutralizan a las proteinas antiapoptoticas (Bcl-2, Bel-xL). Cuando los factores
proapoptoticos predominan, estas proteinas BH3 activadoras (Bim, Bid y PUMA) se unen direc-
tamente a los efectores Bax y Bak, que experimentan cambios conformacionales que permiten su
oligomerizacion. Tras formar estos oligomeros, Bax (desde el citosol) y Bak (ya presente en la mem-
brana) se insertan y estabilizan en la membrana mitocondrial externa, alterando su permeabilidad
y permitiendo la liberacion de factores apoptoticos como el citocromo ¢, Smac/DIABLO y otros
componentes reguladores. Una vez en el citosol, el citocromo ¢ se une a Apaf-1 junto con dATP,
lo que induce un cambio conformacional que permite el ensamblaje del apoptosoma. Este complejo
recluta y activa a la procaspasa-9, que a su vez activa a las caspasas efectoras (caspasa-3 y caspasa-
7), responsables de la degradacion proteolitica y de la ejecucion final de la apoptosis (Reed, 2000;
W. Park et al., |2023; Shen et al., |2023, Bertheloot et al., 2021).

La via extrinseca inicia mediante la activaciéon de receptores de muerte en la superficie celular tales
como TNFRI1, Fas y los receptores DR4 y DR5 del ligando inductor de apoptosis relacionado con el
TNF (TRAIL), tras la union de sus respectivos ligandos (TNFa, FasL o TRAIL, respectivamente).
Estos receptores comparten la presencia de dominios extracelulares ricos en cisteina y un dominio
intracelular denominado “dominio de muerte” (DD), esencial para transmitir la sefial apoptdtica.
Una vez que el ligando se une, los receptores se trimerizan y reclutan proteinas adaptadoras como
TRADD y FADD, dependiendo del receptor involucrado. En el caso de Fas y de los receptores
de TRAIL, FADD recluta directamente a la procaspasa-8 formando el complejo de senalizacion
inductor de muerte (DISC). En este complejo, la proximidad de multiples moléculas de procaspasa-
8 permite su activacién por escisiéon autocatalitica. La proteina reguladora FLIP también puede
asociarse al DISC, modulando la activacion de la caspasa-8. En contraste, la senalizaciéon de TNFR1
primero genera un complejo de supervivencia (complejo I) asociado a la membrana, que contiene a
TRADD, RIPK1 ubiquitinada y otras proteinas reguladoras. Este complejo generalmente no induce
apoptosis. Cuando esta plataforma se desensambla e internaliza, se forma un complejo citosolico
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(complejo IT) que incluye a FADD, RIPK1 desubiquitinada y procaspasa-8, permitiendo su activacion
y promoviendo la senial proapoptotica (W. Park et al., [2023; Shen et al., 2023 Bertheloot et al.,
2021)).

Una vez activada, la caspasa-8 (y, en algunos contextos, la caspasa-10) activa directamente a las
caspasas efectoras (caspasa-3, -6 y -7) mediante escision proteolitica. Ademas, la caspasa-8 puede
escindir a BID para generar tBID, que se transloca a la mitocondria y activa a Bax/Bak, creando asi
un puente con la via intrinseca y promoviendo la permeabilizacion mitocondrial (MOMP) (W. Park
et al., |2023; Shen et al., 2023, Bertheloot et al.,|2021]).

Figura 1. Dos vias de senalizacion clasicas para la apoptosis: la via de senalizacién apoptoética
exogena y la via de senalizacién apoptotica endoégena
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Necroptosis

La necroptosis es una forma pasiva y altamente inflamatoria de muerte celular independiente de
caspasas. Existen distintos receptores que permiten la induccion de esta ruta tales como los receptores
de muerte (Fas/FasL), receptores tipo Toll (TLR4, TLR3) o sensores de 4cido nucleico citosolico
como RIG-I y STING. Sin embargo, el mecanismo principal de activacion de esta ruta consiste en
la unién del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-«) al receptor del Factor de Necrosis Tumoral
(TNFR). Tras la combinacién de TNF-a con TNFRI, se reclutan proteinas para la formaciéon del
complejo 1 compuesto por proteinas como RIPK1, FADD e incluso la caspasa 8. Si la accion de la
caspasa 8 es inhibida, RIPK1 reclutara y fosforilara a RIPK3 formando un complejo conocido como
el ripoptosoma. A su vez, este complejo reclutara y fosforilara a la pseudoquinasa MLKL formando
asi el necrosoma. Esta fosforilacion provocara la inducciéon de un cambio conformacional que llevara a
la exposiciéon de un dominio de haz de 4 hélices (4HBD). Seguidamente, el necrosoma sera transferido
del citoplasma a la membrana plasmatica en donde (i) MLKL actuara como una plataforma para
la apertura de canales i6nicos de calcio o sodio, lo que permitiré la entrada de iones, la hinchazén
y la ruptura celular; o (ii) directamente formar& poros en la membrana mediante la interaccion
de 4HBD vy fosfatidilinositol fosfatos (PIP) presentes en la membrana. Finalmente, la ruptura de
la membrana celular provocara la liberacion de patrones moleculares asociados al dano (DAMPs)
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los cuales seran reconocidos por receptores de reconocimiento de patrones (PRR) provocando la
activacion de respuestas inflamatorias, eliminacion de células muertas y la induccién de procesos de
reparacion tisular. No obstante, es importante destacar que, una inflamaciéon excesiva puede causar
dafio tisular y contribuir a la patogénesis de diversas enfermedades (W. Park et al., [2023}; Shen et al.,
2023, Bertheloot et al.,|2021]).

Figura 2. Vias de senalizacién clasicas de la necroptosis celular
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4.1.4. Tratamientos convencionales y limitaciones

Debido a la amplia gama de mutaciones genéticas y a la heterogeneidad celular que caracteriza al
céancer, esta enfermedad continda representando un reto significativo para el desarrollo de terapias
y medicamentos efectivos. Actualmente, existen diversos tipos de tratamientos y procedimientos
que han logrado disminuir el crecimiento y la proliferaciéon tumoral, contribuyendo a una mayor
supervivencia de los pacientes. Sin embargo, a pesar de su efectividad, muchos de estos tratamientos
presentan limitaciones inherentes, como el desarrollo de resistencia a farmacos, efectos adversos y
variaciones genéticas y metabolicas entre los pacientes que condicionan su eficacia clinica.

Cirugia

La cirugia es un procedimiento terapéutico que consiste en la extirpacion del tumor con el objetivo
de eliminar la mayor cantidad posible de células cancerosas. No obstante, a pesar de una resecciéon
aparentemente exitosa, pueden persistir células tumorales en los mérgenes quirtargicos, lo que indica
la presencia de enfermedad residual minima (ERM). Esta condicién puede favorecer la recurrencia
tumoral y la progresion de la enfermedad, haciendo necesario el uso de terapias adyuvantes para
mejorar el pronostico del paciente (Zafar et al.,|2025)).
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Radioterapia

La radioterapia es un tratamiento contra el cancer que utiliza radiacién ionizante de alta energia,
como rayos X, rayos gamma o protones, para destruir células cancerosas mediante el dano directo
o indirecto del ADN, impidiendo su replicacién. Generalmente, su efecto se concentra en el area
tratada; sin embargo, las células sanas adyacentes también pueden verse afectadas. La exposicion a
radiacion ionizante induce la generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO), las cuales pueden
causar dafio en el ADN y muerte celular en tejidos no tumorales. Esto resalta la importancia de
la busqueda de radiosensibilizadores que permitan potenciar el efecto terapéutico sobre las células
tumorales y, al mismo tiempo, reducir el dafo inducido en células sanas (Zafar et al., |2025)).

Quimioterapia

La quimioterapia es un tratamiento farmacolégico que emplea agentes citotoxicos dirigidos a
procesos clave del ciclo celular con el objetivo de inducir la muerte celular. Entre los principales
grupos de farmacos utilizados se encuentran los agentes alquilantes, antimetabolitos, inhibidores de
topoisomerasas y agentes antimitoticos. Sin embargo, la falta de selectividad de muchos de estos
farmacos hacia células tumorales representa una limitacion importante, ya que también afectan a
células normales con alta tasa de proliferacion, dando lugar a efectos adversos significativos (W.-D.
Yu et al., 2019).

Inmunoterapia

La inmunoterapia representa una de las estrategias mas innovadoras en el tratamiento del cancer
y se basa en la estimulacion o modulaciéon del sistema inmunolégico para reconocer y eliminar células
tumorales. Entre las principales modalidades se incluyen los inhibidores de puntos de control inmu-
nologico, las terapias con células CAR-T, las vacunas terapéuticas y los anticuerpos monoclonales. A
pesar de los avances obtenidos, estas terapias pueden presentar limitaciones como respuestas varia-
bles entre pacientes, toxicidad inmunolégica y altos costos, lo que impulsa la biisqueda de estrategias
complementarias que potencien su eficacia y seguridad (W.-D. Yu et al., [2019).

4.2. Neuroblastoma

El neuroblastoma es el tumor sélido extracraneal més frecuente en la poblacion pediatrica, re-
presentando aproximadamente el 7% de todos los canceres en la infancia y constituyendo una de
las principales causas de mortalidad por cdncer en ninos. Este tumor se origina a partir de células
precursoras de la cresta neural del sistema nervioso simpéatico y presenta un comportamiento clinico
altamente heterogéneo, que varia desde formas de regresion esponténea hasta enfermedad altamente
agresiva (Couanet y Valteau-Couanet, 2011).

Para la evaluacion pronoéstica del neuroblastoma se consideran miiltiples pardmetros biolégicos
y clinicos, entre los cuales destacan el estado de amplificacion del oncogén MYCN vy las caracteris-
ticas histopatologicas del tumor. Desde el punto de vista histologico, el neuroblastoma se clasifica
en tres subtipos principales: indiferenciado, el cual se asocia con un pronoéstico desfavorable, po-
co diferenciado y diferenciado, siendo estos tltimos generalmente asociados a un mejor prondstico
(Sainero-Alcolado et al., [2024).
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4.2.1. Definicién y origen celular

El neuroblastoma es un tumor embrionario que se origina durante el desarrollo fetal a partir de
células derivadas de la cresta neural, las cuales dan lugar al sistema nervioso simpatico y a la mé-
dula suprarrenal. Normalmente, estas células progenitoras se diferencian en neuroblastos simpaticos
o células cromafines. Sin embargo, alteraciones tempranas en el desarrollo provoca que algunas de
estas células permanezcan en un estado inmaduro y adquieran una capacidad tumorigénica. Evi-
dencia reciente en estudios de transcriptémica de célula tinica han sugerido que el neuroblastoma
puede originarse tanto de neuroblastos simpéticos inmaduros como de poblaciones progenitoras de
la glandula suprarrenal. Asimismo, el grado de diferenciacion de la célula de origen se asocia con el
riesgo clinico, donde tumores de bajo riesgos presentan caracteristicas més diferenciadas, mientras
que los de alto riesgo derivan de células mas inmaduras y altamente proliferativas (Sainero-Alcolado
et al., 2024).

A nivel molecular, el neuroblastoma presenta alteraciones genéticas que afectan genes clave invo-
lucrados en el control del ciclo celular, la supervivencia y la diferenciacién neuronal. La amplificaciéon
del oncogén MYCN, un factor de transcripcién que regula genes asociados a proliferacion y creci-
miento celular, conduce a una expansién acelerada de células tumorales y a la inhibicién de procesos
de diferenciacion y apoptosis, lo que se asocia con un prondstico desfavorable. Por su parte, el gen
ALK codifica un receptor tirosina cinasa implicado en el desarrollo del sistema nervioso; mutaciones
activadoras en este gen generan senales proliferativas y antiapoptoticas constitutivas mediante la
activacion de rutas como PI3K/AKT y MAPK/ERK, favoreciendo la progresion tumoral (Figura
(Sainero-Alcolado et al., [2024; Pugh et al., [2013)

Ademas, el neuroblastoma se caracteriza por alteraciones cromosémicas recurrentes con impacto
funcional. La pérdida de 1p y 11q implica la eliminacién de regiones que contienen genes supre-
sores tumorales involucrados en la reparacion del ADN y el control del ciclo celular, mientras que
la ganancia de 17q se asocia con la sobreexpresion de genes promotores de supervivencia celular.
Mutaciones en ATRX, un gen involucrado en la remodelacion de la cromatina, alteran la estabilidad
genémica y se asocian con mecanismos alternativos de mantenimiento telomérico. De manera simi-
lar, reordenamientos en el promotor de TERT, la subunidad catalitica de la telomerasa, permiten
la inmortalizacion celular al evitar el acortamiento de los telomeros. En conjunto, estas alteraciones
contribuyen a la heterogeneidad biolégica del neuroblastoma y explican su comportamiento clinico
variable (Pugh et al., 2013).

4.2.2. Epidemiologia

A nivel global, el neuroblastoma es el tumor sélido extracraneal méas frecuente en la poblacion
pediatrica y representa aproximadamente entre el 8 y 10 % de todos los canceres infantiles, siendo
responsable de cerca del 15% de las muertes relacionadas con cancer en nifios. Segtiin estimaciones
del estudio Global Burden of Disease (GBD) 2021, en el afio 2021 se reportaron alrededor de 5,560
nuevos casos de neuroblastoma a nivel mundial, con aproximadamente 1,977 defunciones asociadas a
esta neoplasia en ninos de 0 a 14 anos. La incidencia global se estimé en 0.28 casos por cada 100,000
ninos, lo que refleja una carga significativa de la enfermedad a pesar de su relativa baja frecuencia
absoluta (Yue et al., 2025).

Desde una perspectiva temporal, los datos globales muestran que la incidencia y mortalidad por
neuroblastoma han presentado una tendencia en aumento entre 1990 y 2021, aunque con una ligera
disminucion en los anos més recientes. Este incremento ha sido méas marcado en regiones con bajo y
medio indice sociodemografico (SDI), como Asia meridional, Africa subsahariana y América Latina,
donde el acceso limitado a diagnéstico temprano y a tratamientos especializados contintia impactando
negativamente la supervivencia. En contraste, los paises con alto SDI, como Norteamérica y Europa
occidental, han experimentado una reducciéon progresiva en la mortalidad, debido principalmente
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Figura 3. Alteraciones genéticas en la iniciacién del neuroblastoma
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a avances en el diagnéstico precoz, la estratificacion de riesgo y la implementacion de terapias
multimodales e inmunoterapia (Figura Ié-_l[) (Yue et al., |2025; Nong et al., 2025).

El neuroblastoma afecta predominantemente a ninos menores de cinco anos, concentrandose
especialmente en el primer ano de vida, etapa en la que se registra la mayor incidencia. Ademés, se
ha observado una ligera predominancia en el sexo masculino, con tasas de incidencia y mortalidad
superiores en comparaciéon con el sexo femenino. Estas diferencias etarias y por sexo se mantienen
de forma consistente a nivel global y reflejan el origen embrionario del tumor a partir de células de
la cresta neural durante el desarrollo temprano (Yue et al., Nong et al., .
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Figura 4. Epidemiologia mundial de neuroblastoma
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En Guatemala, la epidemiologia del neuroblastoma es poco conocida debido a la ausencia de
registros poblacionales sisteméticos de cancer infantil, por lo que la informacion disponible proviene
principalmente de reportes hospitalarios de centros de referencia. Datos del principal centro terciario
de atencion oncologica pediatrica del pais indican que, entre los anos 2000 y 2007, los neuroblastomas
representaron tinicamente el 1.5 % de todos los diagnosticos de cancer infantil, mientras que otros
tumores solidos como el retinoblastoma y los tumores renales fueron considerablemente mas frecuen-
tes, representando el 10 % y el 4.0 % de los casos, respectivamente. Esta baja proporciéon reportada
de neuroblastoma no permite establecer su incidencia real en la poblacion pediatrica guatemalteca y
sugiere que el panorama epidemiologico del pais estd condicionado por limitaciones en los sistemas
de registro, diagnostico y notificacion de cancer infantil (Kamihara et al., .

4.2.3. Terapias disponibles

El tratamiento del neuroblastoma se basa en un enfoque multimodal que depende del grupo
de riesgo del paciente e integra cirugia, quimioterapia, radioterapia y, en los casos de alto riesgo,
terapias biologicas e inmunoterapia. Si bien estas estrategias han permitido mejorar la supervivencia,
especialmente en pacientes de bajo e intermedio riesgo, el neuroblastoma de alto riesgo continda
presentando una elevada tasa de recaida y toxicidad asociada al tratamiento, lo que ha impulsado la
busqueda de terapias complementarias y menos agresivas (Qiu y Matthay, Bhoopathi et al.,

2021)).
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Cirugia

La resecciéon quirdrgica del tumor primario constituye un pilar fundamental del tratamiento,
particularmente en pacientes con enfermedad localizada o como parte del manejo multimodal en
casos de alto riesgo. La reseccién completa del tumor se ha asociado con un mejor control local y
una reduccion del riesgo de recaida cuando se combina con quimioterapia y radioterapia (Bhoopathi
et al.; |2021)). Sin embargo, en tumores avanzados o con factores de riesgo definidos por imagen, la
cirugia puede ser técnicamente compleja y asociarse a un alto riesgo de complicaciones, ademas de
no ser suficiente para erradicar la enfermedad residual microscopica.

Quimioterapia

La quimioterapia sistémica es el tratamiento principal en la mayoria de los pacientes con neu-
roblastoma, especialmente en aquellos con enfermedad metastéasica. Se utilizan combinaciones de
agentes citotoxicos con el objetivo de reducir la carga tumoral antes de la cirugia y eliminar células
tumorales residuales. En pacientes de alto riesgo, se emplean esquemas intensivos seguidos de qui-
mioterapia a altas dosis y trasplante autologo de células madre (Qiu y Matthay, 2022). No obstante,
la quimioterapia se asocia con una elevada toxicidad aguda y croénica, incluyendo mielosupresion,
cardiotoxicidad, nefrotoxicidad y riesgo de segundos canceres, ademéas del desarrollo de resistencia
tumoral que limita su eficacia a largo plazo (Bhoopathi et al.,|2021)).

Radioterapia

El neuroblastoma es un tumor radiosensible, por lo que la radioterapia se utiliza principalmente
para el control local del tumor primario y de sitios metastésicos residuales tras la quimioterapia y
la cirugfa. Su uso ha contribuido a mejorar el control local de la enfermedad en pacientes de alto
riesgo (Bhoopathi et al., 2021). Sin embargo, la radioterapia en poblacion pediatrica se asocia con
efectos adversos importantes a largo plazo, como alteraciones del crecimiento, dafio a organos en
desarrollo y un mayor riesgo de neoplasias secundarias, lo que limita su aplicacién y dosis 6ptima
(Qiu y Matthay, 2022]).

Inmunoterapia y terapias biolégicas

En los ultimos anos, la inmunoterapia, particularmente los anticuerpos monoclonales dirigidos
contra el gangliosido GD2, se ha incorporado como tratamiento de mantenimiento en pacientes con
neuroblastoma de alto riesgo. Esta estrategia ha demostrado mejorar la supervivencia al potenciar
la citotoxicidad mediada por el sistema inmune (Qiu y Matthay, |2022)). A pesar de estos avances, la
inmunoterapia no esté exenta de limitaciones, ya que puede inducir efectos adversos significativos,
como dolor neuropatico e inflamacion sistémica, y su eficacia puede verse reducida por mecanismos
de evasion inmunolégica del tumor (Bhoopathi et al., |2021)).

4.2.4. Modelos celulares utilizados en el estudio del neuroblastoma

Las lineas celulares constituyen herramientas fundamentales para el estudio de los mecanismos
moleculares del cancer y para la evaluacion preliminar de agentes con potencial terapéutico. En
el estudio del neuroblastoma, el uso de distintas lineas celulares permite modelar tanto células
tumorales con diferentes perfiles biologicos como células no tumorales, facilitando la comparacion de
efectos citotoxicos y la evaluacion de selectividad terapéutica.
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SH-SY5Y

La linea celular SH-SY5Y es una sublinea derivada de un neuroblastoma humano y es amplia-
mente utilizada como modelo in vitro debido a su origen neuronal y a su capacidad para representar
caracteristicas moleculares y funcionales del neuroblastoma, incluyendo vias asociadas a prolifera-
cion, diferenciacion y apoptosis. Por ello, constituye un modelo representativo de neuroblastoma con
fenotipo menos agresivo y sensible a diversos tratamientos (Lopez-Suarez et al., 2022).

LAN-1

Por otro lado, la linea LAN-1 corresponde a una linea de neuroblastoma humano de alto ries-
go, caracterizada por un comportamiento mas agresivo y una mayor resistencia a tratamientos
convencionales, lo que la convierte en un modelo relevante para el estudio de terapias dirigidas a
neuroblastomas avanzados (Schéfer et al., 2023).

CHO

Finalmente, la linea CHO (Chinese Hamster Ovary) se emplea como modelo celular no tumoral y
se utiliza cominmente en estudios de toxicidad y biocompatibilidad. Su inclusién permite evaluar la
selectividad de los tratamientos, diferenciando los efectos citotoxicos sobre células tumorales frente a
células no cancerosas, lo cual es esencial para la identificacién de agentes con potencial terapéutico y
menor toxicidad sistémica (Latorre et al., [2023)). El uso combinado de estas lineas celulares permite
una evaluacion integral del efecto bioldgico de los tratamientos, aportando informaciéon relevante
sobre eficacia, selectividad y posibles mecanismos de accion.

4.3. Hongos con potencial biomédico

4.3.1. Diversidad de hongos en Guatemala

Guatemala es un pais mega biodiverso compuesto de multiples biomas, ecorregiones terrestres,
comunidades naturales y mas de 1,000 y 10,000 especies de fauna y flora respectivamente (BIOFIN,
2021). Parte de esta biodiversidad se atribuye a las caracteristicas fisicas y geograficas del pais.
Guatemala se encuentra en medio de los bloques continentales de América del Norte y América del
Sur y separa los océanos Atlantico y Pacifico. Asimismo, marca la division entre la region Neartica y
Neotropical, actuando como una barrera entre la biota del Norte y del Sur. Las cadenas montanosas
que rodean el area detienen las lluvias que llegan de los cuerpos de agua que lo rodean, lo que
genera distintos grados de precipitacion en distintas areas del pais. Asimismo, los cambios de altitud
generados por las montanas o volcanes generan un amplio rango de temperaturas y condiciones que
permiten el desarrollo de distintas especies (Jiménez, |2021; Arnoldo et al., 2019).

La influencia oceanica, las caracteristicas fisiograficas y la gran diversidad de bosques en el pais
hacen que la region tenga suelos ricos en materia orgéanica, alta humedad y temperaturas moderadas.
Este tipo de condiciones favorece el desarrollo de especies de fauna y flora, incluyendo diversas
especies fungicas. Las condiciones 6ptimas del cultivo y crecimiento de hongos puede variar segin la
especie y sus adaptaciones fisiologicas al ambiente. Existen hongos que pueden crecer y desarrollarse
en ambientes de extremo frio (psicrotolerantes) o de extremo calor (termotolerantes). Sin embargo,
generalmente su crecimiento se ve favorecido por una alta humedad y temperaturas moderadas,
siendo la temperatura optima entre 20 y 30°C (Talley et al.,|2002). Dado el clima templado, la alta
humedad y presencia de una gran diversidad de bosques en el pais, se favorece el crecimiento de
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estos organismos.

Segun el portal de biodiversidad de Guatemala, existen 82 familias, 156 géneros y 389 especies de
hongos que han sido documentos en el pais, pertenecientes principalmente a la division Ascomycota
y Basidiomycota (de Biodiversidad de Guatemala, [2025). No obstante, existe investigacion limitada
sobre hongos endémicos y su aplicaciéon en investigacion.

Se han reportado estudios enfocados en la investigacion de hongos con importancia alimenticia o
médica. En cuanto al area alimenticia, se ha documentado la recoleccién e investigacion de al menos
70 especies de hongos, especificamente hongos ectomicorricicos (Pérez-Moreno et al., 2020; Bran
et al., |2003)). Asimismo, Guatemala también es conocida por ser un area endémica de patogenos
fangicos, debido a las caracteristicas ambientales favorables mencionadas con anterioridad. Se han
reportado hongos como Histoplasma capsulatum, Coccidioides sp. o Cryptococcus neoformans que
crecen en Guatemala y provocan infecciones fungicas que representan un contribuyente significativo
a la mortalidad a nivel nacional (Medina et al., [2017). No obstante, incluso este aspecto de la
investigacién con hongos permanece todavia un area poco estudiada.

4.3.2. Caracteristicas generales de los hongos medicinales

Los hongos han sido utilizados como remedios tradicionales desde hace mas de 4500 anos por
culturas antiguas como la mesopotamica, la egipcia y la griega. Con el tiempo, su uso se fue ex-
tendiendo como posibles agentes antiinflamatorios, cicatrizantes o con valor nutricional (Stamets y
Zwickey, |2014)). Con la invencién de la microscopia, el avance de la microbiologia y, posteriormente,
el descubrimiento de la penicilina, el interés en este tipo de organismos se incrementd notablemente.
En la actualidad, se han identificado multiples componentes propios de distintas especies de hongos
que han demostrado una amplia variedad de funciones medicinales, entre ellas, actividades anti-
oxidantes, antimicrobianas, antiinflamatorias, inmunomoduladoras y antitumorales (Jeitler et al.,
2020).

Un area innovadora en la que se ha planteado su uso es en el estudio del cancer. La particularidad
de los hongos medicinales en oncologia es que, al ser productores de multiples metabolitos, pueden
afectar diversos procesos relacionados con el desarrollo tumoral de forma sinérgica cuando se utilizan
como tratamiento contra distintos tipos de cancer, como hepatocarcinomas, cancer cervical, leucemia,
cancer de mama o cancer de colon (Blagodatski et al.,|2018). Asimismo, pueden actuar a través de
diferentes vias de sefializacion, entre las que destacan PI3K/AKT, Wut/CTNNB1 y MAPK (H.-J.
Park, 2022).

4.3.3. Cantharellus ctbarius

Cantharellus cibarius, cominmente conocido como rebozuelo, chantarela dorada o anacate es
un hongo comestible ampliamente conocido por su valor nutricional, usos culinarios o debido a su
composicion de compuestos bioactivos. Este pertenece al filo Basidiomycota, clase Agaricomycetes,
orden Cantharellales, familia Cantharellaceae y género Cantharellus (PubChem, [2026). Este hon-
go se distingue por su caracteristico color amarillo dorado y su olor suave y afrutado. Su cuerpo
fructifero es compacto y carnoso, con un himenio que presenta pliegues (Leacock et al., [2017). Ge-
neralmente predomina en bosques de pino o en suelos cubiertos de musgo, liquenes o ardndanos. Es
una especie meso6fita que prefiere climas templados y suelos acidos, pobres en nitréogeno. Se encuen-
tra ampliamente distribuido en Europa, Asia, América, con algunas variaciones regionales (Luginina
y Sorokina, [2021)). Asimismo, ha sido previamente identificado en Guatemala, aunque con especies
similares morfologicamente pero genéticamente distintas (Flores et al.,[2008). Ademaés, se caracteriza
por ser un hongo ectomicorrizico que alberga comunidades bacterianas complejas, lo cual dificulta
su cultivo artificial (Ge et al., [2023).
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La composicion de metabolitos bioactivos propios de C. cibarius varia en base a diversos factores
ambientales o geograficos. En términos generales, este hongo es rico en carbohidratos, proteinas, aci-
dos grasos insaturados, metabolitos secundarios y microelementos esenciales (Rezi¢ MuZini¢ et al.,
. A medida que se reconocen las propiedades beneficiosas de C. cibarius, este hongo se esta
convirtiendo cada vez mas en un aditivo alimentario recomendado. Esto dado que ha demostra-
do tener efectos antioxidantes, antitumorales, inmunomoduladores, neuroprotectores y metabélicos,
respaldados por estudios preclinicos (Chen y Xu, .

Figura 5. Cantharellus cibarius

Nota. Krikorev, 2019l

4.3.4. Pleurotus djamor

Pleurotus djamor, también conocido como hongo ostra rosa, es un hongo comestible caracterizado
por la formacion de cuerpos fructiferos de color blanco o rosa en forma de abanico con una superficie
aterciopelada. Este pertenece al filo Basidiomycota, clase Agaricomycetes, orden Agaricales, familia
Pleurotaceae y género Pleurotus (Schoch, . P. djamor es la especie pantropical mas importante
y abundante del género Pleurotus, la cual al ser una especie de réapido crecimiento y de crecimiento
superficial, posee un periodo de incubacion y ciclos de cultivo mas cortos que los de otras especies
comerciales del mismo género (Salmones, .

Este hongo presenta enzimas lignoceluldsicas que le permiten crecer en una gran variedad de
ambientes agricolas y forestales. Predomina en climas tropicales y condiciones ambientales calidas
con una temperatura 6ptima de crecimiento entre 22 a 30°C (Salmones, . Se encuentra amplia-
mente distribuido en el Sudeste asiatico y América Central. En Guatemala, se ha documentado la
observacion y cultivo de esta especie en la ciudad de Guatemala y Mixco (Bran et al., .

Al igual que las demaés especies del género Pleurotus, P. djamor posee un gran valor nutricional
debido a su composiciéon nutricional con alto valor alimenticio. Dentro de su composicién destacan
los polisacaridos, glicoproteinas y metabolitos secundarios bioactivos, como alcaloides, flavonoides y
betalainas. Estos han generado un creciente interés debido a sus propiedades medicinales notables,
con propiedades anticancerigenas, antioxidantes y antidiabéticas (Phonemany et al., .
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Figura 6. Pleurotus djamor

Nota. Micelio, 2025

4.4. Biocomponentes flingicos con potencial anticancerigeno

Los hongos comestibles se componen de una gran variedad de metabolitos primarios y secundarios
que les confieren importantes actividades farmacolégicas. La composicion fitoquimica depende de la
especie de hongo, su distribucion geografica y su forma de cultivo. Asimismo, estos pueden ejercer
una actividad anticancerigena o antitumoral mediante distintos mecanismos, ya sea mediante un
mecanismo directo al inducir la apoptosis o detener el ciclo celular; o una accién indirecta mediante la
estimulacion del sistema inmune. Algunos de los principales componentes que han sido identificados
en diversas especies de hongos son los polisacaridos, compuestos fenolicos y compuestos apolares
como los triterpenos (J. Xu et al., [2022).

4.4.1. Polisacaridos fangicos

Los polisacaridos constituyen una de las tres clases principales de glucésidos que existen, junto
con los monosacaridos y los oligosacaridos. Estos consisten de més de 20 unidades de monosacéaridos
que difieren entre si en cuanto a la naturaleza de sus unidades monomeéricas, longitud de sus cadenas,
tipos de enlaces y su grado de ramificaciéon. Se encuentran unidos mediante enlaces O-glucosidicos
formados entre el grupo hidroxilo de un aztcar y el carbono anomérico de otro. Entre estos destacan
la celulosa y el glucogeno (Nelson y Cox, . Estos ejercen multiples funciones que resaltan su
importancia en el metabolismo y en la salud. Algunas de sus funciones principales consisten en
suministrar de energia a las células, proporcionarles estructura, participar en el reconocimiento y
adhesion celular, actuar como senales de localizacion intracelular, entre otros (Holesh et al., .

Los hongos estan conformados por distintos componentes organicos como los carbohidratos, lipi-
dos, proteinas, vitaminas, etc. En particular, los carbohidratos representan los compuestos bioactivos
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mas abundantes e importantes en estos organismos. Existen polisacaridos extracelulares e intrace-
lulares los cuales varian en cuanto a la especie de hongo evaluado y en cuanto a su funcién. A nivel
extracelular, gran parte de los mismos se encuentran en la pared celular fingica, donde destacan
los glucanos, la quitina y los mananos, polimeros compuestos por unidades repetidas de glucosa,
N-acetilglucosamina y manosa respectivamente (W. Wang et al.,[2022)). Algunos de los polisacaridos
fangicos méas comunes y estudiados son el lentinano y el esquizofilano aislados de Lentinus edodes y
Schizophyllum commune respectivamente (Khan et al., 2014).

4.4.2. Meétodos de extraccion y purificacion

El estudio y aplicacion de polisacaridos fungicos en terapias clinicas presenta todavia diversas
limitaciones que deben ser superadas previo a su optimizacién. Parte de estas limitaciones se deben
a la incognita que existe en cuanto a su informacién estructural y los mecanismos moleculares aso-
ciados a ellos. Asimismo, otras limitaciones que influyen son la sensibilidad de su actividad biologica
frente a sus propiedades fisicoquimicas como su solubilidad o alta viscosidad, el gran consumo de
disolventes, las altas temperaturas necesarias para el proceso o la baja eficiencia de los métodos
de extraccion (Elnahas et al., 2024). Actualmente, existen diversos métodos de extraccion. Algunos
de los mas utilizados son: extraccion con agua caliente (HWE), extraccion asistida por microondas
(MAE), extraccion asistida por enzimas (EAE), extraccion asistida por ultraalta presion (UHPAE)
y extraccion asistida por ultrasonidos (UAE) (W. Wang et al., |2022).

Extraccion con agua caliente (HWE)

La técnica de extraccién por agua caliente es una de las técnicas de extraccion de polisacaridos
més utilizadas debido a su facilidad y viabilidad econémica. Este método consiste en disolver el
material fingico en agua a temperaturas elevadas durante un periodo prolongado de tiempo. Las
condiciones 6ptimas reportadas para este método son: Tiempo de extraccion de 2 a 4h, temperatura
de extraccion de 60 a 100 °C, relacion solido-liquido de 1:50 a 1:100 g/mL (W. Wang et al., |2022]).
Dado que los polisacaridos son componentes macromoleculares altamente polares, este método se
basa en la solubilizaciéon de los mismos, permitiendo su separacién de otros componentes no polares.
Algunas ventajas que suponen el uso de este método son bajos costos operativos, respeto al medio
ambiente y uso de equipos sencillos y féciles de conseguir. Sin embargo, la eficiencia de este proceso
no es tan elevada, reportandose porcentajes de rendimiento de 0.025 - 10.69 % (Udchumpisai y
Bangyeekhun, 2019; Ma et al., |2016). Asimismo, también existen ciertas limitaciones en cuanto a
su uso tales como la alta temperatura de extraccién necesaria que podria degradar los productos
quimicos y disminuir la actividad de los polisaciridos y el tiempo prolongado necesario para su
extraccion. Por esta razon, este método suele combinarse con técnicas adicionales, como el método
de precipitacion con alcohol o extraccion a alta presion (Tepsongkroh et al., 2023)).

Extraccion asistida por microondas (MAE)

La extraccion asistida por microondas es una técnica de extracciéon que consiste en calentar
rapidamente un solvente y el material fingico, mediante microondas, para facilitar la liberacion
de los compuestos bioactivos. Esta técnica se basa en 2 mecanismos principales, siendo estos la
conducciéon iénica y la rotaciéon dipolar. Debido al campo eléctrico alterno generado, los iones se
mueven rapidamente en direcciones opuestas. Debido a la presencia de moléculas dipolares, los
cambios de direccién repentinos de las microondas van a hacer que las moléculas intenten alinearse
con el campo eléctrico, provocando que giren constantemente, generando fricciéon y, de esta manera,
liberendo calor al medio. El calor generado va a ayudar a romper la pared celular logrando que
los polisacaridos se liberen con mayor facilidad, siendo un método més eficiente y rapido que la
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extraccion con agua caliente (Chemat y Cravotto,|2013). Las condiciones 6ptimas que se han previsto
para esta técnica son: potencia de microondas de 515 W, tiempo de extraccién de 3,1 min, relacién
liquido-sélido de 15 ml/g y pH de 3,2 (W. Wang et al., |2022]).

Extraccion asistida por ultrasonidos (UAE)

La extraccion asistida por ultrasonidos es una técnica de extraccion de polisaciridos que pretende
maximizar la eficiencia de la extracciéon al evitar exponer los compuestos a condiciones térmicas
degradativas. Este método se basa en el concepto de cavitaciéon actstica. Durante este proceso, se
producen ondas ultrasénicas que, mediante una serie de ondas de compresion y rarefaccion, generan
burbujas de cavitacion. Al colapsar, estas burbujas liberan energia en forma de calor y generan ondas
de choque que provocan la ruptura de la pared celular, facilitando la penetraciéon del disolvente y
la liberacion de componentes como los polisacaridos (Picot-Allain et al., |2021). A diferencia del
método anterior, este presenta un mayor porcentaje de rendimiento (20.52 %), menores tiempo de
extraccion, menores danos al componente objetivo y es més respetuoso con el medio ambiente (Yu,
et al., 2017). No obstante, también presenta ciertas limitaciones puesto que, tras la exposicion a
vibracion excesivas, puede provocar la destruccion estructural de los polisacaridos. Las condiciones
6ptimas que se han recomendado para este procedimiento son: Potencia ultrasénica de 380 W, tiempo
de extraccion de 25 min y granularidad del material de 400 mesh (W. Wang et al., [2022)).

4.4.3. Mecanismos de accién de los polisacaridos fiingicos

Los polisacaridos fungicos representan uno de los componentes bioactivos mas abundantes en los
hongos. Numerosos estudios han demostrado que estos componentes poseen un importante potencial
farmacologico en estudios oncologicos. En general, se han identificado dos mecanismos principales
de accion: un mecanismo directo, mediante el cual los polisacaridos inhiben el crecimiento de células
cancerosas o inducen su muerte celular; y un mecanismo indirecto, mediante el cual estimulan la
respuesta inmune del huésped contra las células tumorales. Si bien la actividad anticancerigena o
inmunomoduladora depende de la estructura y composicién de los polisacaridos, diversos estudios
in vitro e in vivo han mostrado resultados prometedores sobre su uso aditivo con terapias actuales.
Incluso se han comercializado productos a base de polisacaridos fuingicos, como Lentinan, Grifolan
o Schizophyllan, que han resultado exitosos (M. Lemieszek y Rzeski, 2012; Ren et al., |[2012).

Cabe destacar que, la funcién inmunomoduladora o anticancerigena de los polisacaridos depende
de sus caracteristicas fisicas y/o estructurales. Algunas de las caracteristicas principales son su peso
molecular, tipo de estructura (lineal o ramificada), composicién de monosacaridos, conformacion y los
tipos de enlaces entre los monémeros (W. Wang et al., 2022). El peso molecular de los polisacaridos
fangicos puede variar desde 10 hasta 800 kDa. Este puede ser determinado a partir de técnicas como
HPLC o cromatografia de permeacion en gel de alta presion. Generalmente, se requiere un alto peso
molecular para potenciar las actividades biologicas o inmunolégicas del extracto dado que esto genera
una unidad mas activa y una mejor afinidad de union a los receptores de carbohidratos. Ademaés, los
polisacaridos también difieren en cuanto a su grado de ramificacion y distribucion. Muchas veces la
des ramificacion de los polisacaridos aumenta su bioactividad, siendo normalmente més activos en un
grado de ramificacion entre 20-33 % (Ren et al.,2012). En cuanto a la composicion de monosacéridos,
esta puede ser evaluada mediante cromatografia de gases o analisis por HPLC. Usualmente, los
polisacaridos fungicos se componen de galactosa, glucosa y manosa. No obstante, también pueden
estar compuestos de arabinosa, xilosa, fucosa, ribosa o ramnosa. La conformacion estructural de estos
compuestos también resulta de gran relevancia puesto que su estructura determina sus bioactividades
especificas. La mayoria de los polisacaridos aislados son heteropolisaciridos con enlaces de tipo «
o tipo B, como el a-D-glucano o las glucoproteinas. El efecto antitumoral de los polisacaridos se
atribuye generalmente a sus estructuras de 1,3-5-glucano o complejo proteico de S-glucano. Dichas
estructuras pueden ser determinadas a partir de técnicas como FTIR, RMN, HPLC o cromatografia
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de gases y espectrografia de masas (Xiao et al., 2020; W. Wang et al., [2022]).

Mecanismo indirecto

Uno de los mecanismos mas estudiados y reportados de los polisacaridos fingicos es el mecanismo
indirecto, el cual consiste en la estimulacién, activacién y proliferacion de células immunes y la
produccion de citoquinas pro inflamatorias. Existen distintas vias de activacion de estos componentes
bioactivos las cuales difieren en cuanto a su estructura molecular o incluso en cuanto a la ruta
de administracion. Generalmente, estos pueden activar tanto una respuesta immune innata como
adaptativa la cual se ve regulada por la liberacién de mensajeros quimicos o citoquinas que inducen
respuestas pro inflamatorias o respuestas de fase aguda (Kiddane y Kim, 2021)).

Figura 7. Mecanismo indirecto de accién de polisacaridos fungicos
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Reconocimiento por receptores de reconocimiento de patrones (PRR)

Los glucoésidos de la pared celular y los exopolisacaridos fungicos juegan un papel critico en la
interacciéon hongo-huésped. Dado que estos son moléculas exogenas, el sistema inmune los reconoce
como patrones moleculares asociados a patogenos (PAMP). En particular, son detectados por recep-
tores de reconocimiento de patrones (PRR) expresados en la superficie de diversas células inmunes,
como macrofagos, células dendriticas y neutroéfilos, lo que desencadena la activacion de diversas vias
de sefializacion (Ren et al., 2012).

Segun miultiples estudios, algunos de los receptores mas comunes reportados que detectan a los
polisacaridos fingicos son la dectina-1, el receptor del complemento 3 (CR3), receptores scavenger,
lactosilceramida (LacCer) y el receptor tipo Toll (TLR). Uno de los receptores méas estudiados son
los TLR en la superficie de los macréfagos. La generacién de modelos knockout de TLRs permitio
dilucidar su importancia funcional en la respuesta inmune al disminuir la liberacion de importantes
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quimioquinas o factores proinflamatorios como quimiocinas derivadas de queratinocitos (KC), pro-
teina inflamatoria de macrofagos (MIP)-2, TNF o IL-15 (Netea et al.,|[2007)). Este receptor presenta
una actividad colaborativa con la dectina-1, la cual es una lectina de transmembrana de tipo C que
reconoce S-glucanos y se expresa sobre la superficie de células inmunitarias, en donde destacan los
macrofagos. Este contiene una porcion extracelular con un dominio de reconocimiento de carbohi-
dratos y una porcion intracelular con un motivo de activacién immunoreceptor basado en tirosina
(ITAM). Cuando 1 dominio extracelular entra en contacto con fragmentos de $-(1,3)-glucanos, se
induce la fosforilacion de Syk, IxB y la translocaciéon de NF-£B al nicleo. Estos controla una amplia
gama de respuestas inmunes incluyendo la regulacion de la fagocitosis de leucocitos, el reclutamiento
de otros TLR, la maduracion de fagolisosomas, entre otros (Snarr et al., 2017). Otro tipo de recep-
tores de lectina de tipo C (CLR) son los receptores de manosa, presentes en macrofagos, células
dendriticas, linfocitos o células endoteliales. Estos son capaces de detectar manosa, fucosa y N-
acetilglucosamina a través de dominios de reconocimiento de carbohidratos (CRD) en sus dominios
carboxiterminales extracelulares desempenando un papel esencial en la homeostasis inmune al me-
jorar la actividad fagocitica de los macrofagos, producir ROS, activar el factor nuclear-xB (NF-xB)
e inducir la secrecion de citocinas (W.-J. Li et al., [2016)).

Regulacion de rutas de senalizacion y liberacion de citoquinas

La via de senalizacién activada por polisacaridos fungicos depende de su estructura quimica y
el receptor involucrado en el reconocimiento. Generalmente, el mecanismo de accion esta asociado
con las proteinas quinasas activadas por mit6genos (MAPKS), incluidas las quinasas reguladas por
sefiales extracelulares (ERK), las quinasas N-terminales c-Jun (JNK) y p38; la tirosina-proteina
quinasa SYK; y el factor nuclear kappa B (NF-xB) a través de los receptores de reconocimiento de
patrones (PRR) (Yin et al., [2021).

Generalmente, los receptores como los TLRs o los receptores de dectinas, en presencia de polisacé-
ridos, preferiblemente S-glucanos, activan estas rutas (SYK, MAPK y NF-xB) de forma simulténea.
Cuando la cola intracelular hemITAM de receptores como la dectina-1 se fosforila, se estimula el
reclutamiento directo de Syk a partir de dominios SH2. Al activarse, este desencadena la produccion
de quimiocinas y citocinas a través de varias vias posteriores, incluida la cascada de senalizacién
de ERK y la activacion de factores de transcripcion como NF-xB (Mocsai et al., [2010; Snarr et al.,
2017) El factor de transcripcion NF-xB controla la actividad de genes relacionados con la apoptosis,
senescencia celular, inmunidad e inflamacion (Yin et al., 2021)).

En circunstancias normales, las células inmunes, como los macrofagos, se encuentran en un esta-
do estatico. Sin embargo, al activarse, potencian la produccion de mediadores como el 6xido nitrico
(NO), las especies reactivas de oxigeno (ROS), el TNF-a, la IL-18 e IL-6. El NO es una molécu-
la de senalizaciéon intracelular pro-inflamatoria que actia como un agente citotoxico para regular
la respuesta inmunitaria. Las ROS también son efectores pro-inflamatorios que acttian como un
mecanismo de defensa antimicrobiana. Las citoquinas IL-153, IL-6 e IL-10 también juegan un rol
importante en la via de sefalizacion activada por polisacaridos fungicos. IL-18 media la inflama-
cion y produce fiebre; IL-6 promueve la fagocitosis, la presentacion de antigenos, la activacion de
linfocitos T y, ademas tiene una actividad pro-inflamatoria; y finalmente, la IL-10 es una citoquina
anti-inflamatoria que tiene efectos immunosupresores. La activacién o supresiéon de estos factores
inflamatorios actiian en unisono para regular la respuesta inmune y proteger al cuerpo del desarrollo
de tumores o cancer (Yin et al., |2021).

Polisacéridos extraidos de hongos del género Pleurotus como P. eryngii incrementaron la li-
beracion de factores como NO, TNF-q, IL-1 e IL-6 (379.9%, 25.4%, 42.9%, 20.4 %) mediante la
fosforilacion de p38, ERK y JNK a través de la via MAPK y la translocacién nuclear en células
RAW 264.7 (D. Xu et al., [2016]). En macrofagos diferenciados de THP-1 estimulados con polisacé-
ridos extraidos de P. pulmonaris, se observdé un comportamiento similar al inducir la produccién
de factores como TNF-q, IL-18 e IL-6 mediante una regulacion positiva de NF-xB (Mokhtar et al.,
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. Asimismo, se ha observado que, los polisacaridos fungicos son capaces de estimular la dife-
renciacion de células inmunitarias para la producciéon de citoquinas anti-inflamatorias. Polisacaridos
de P. citronopileatus fueron capaces de modular la diferenciacién monocitica a macrofagos tratados
con IFNvy + LPS. Esto aumento6 los niveles de la citocina antiinflamatoria IL-10, mejoro6 la expresion
de los ARNm de CCL2 y CCLS8 e inhibi6 la expresion del ARNm de CCR2 en los macrofagos acti-
vados con IFN+/LPS (Minato et al., 2019). Del mismo modo, se ha observado que los polisacaridos
fangicos pueden actuar sobre receptores como TLRs o receptores de dectina en la superficie de las
células dendriticas y activar vias de senalizacion que promueven su maduracion o funcion (Xiong

et al., 2023).

Mecanismo directo

Otro mecanismo relevante, pero menos estudiado de los polisaciridos fingicos es el mecanismo
directo. Mediante este mecanismo, los polisacaridos fiingicos ejercen efectos anticancerigenos directos
mediante inducciéon de apoptosis, arresto del ciclo celular y dano al ADN en células tumorales.

Figura 8. Mecanismo indirecto de accién de polisacaridos fungicos
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Induccién de apoptosis

La induccién de apoptosis mediada por polisacaridos fingicos puede ser activada por medio de
2 rutas principales: la via intrinseca mitocondrial o la via extrinseca. En el primer caso, el principal
grupo de genes que regula la apoptosis es la familia Bcl-2, la cual se divide en 3 subfamilias principales
que se diferencian segin el niimero de dominios de homologia a Bel-2: (i) una subfamilia compuesta
por Bcl-2, Bel-zL y Bcl-w, (ii) una subfamilia que incluye Bax, Bad y Bak y (iii) una subfamilia
compuesta por Bik y Bid. La primera mostrando una actividad antiapoptoética y las altimas dos una
actividad proapoptoética (Ren et al., .

Bax es una proteina propapoptotica que puede perforar la membrana externa mitocondrial y
permeabilizar la membrana lo que lleva a la liberacién de citocromo ¢ para mediar la muerte celular
por apoptosis. De modo contrario, Bcl-2 es una proteina antiapoptoética que se dimeriza con Bax
inactivando su funcion y previniendo la apoptosis. El efecto de los polisacaridos fungicos se carac-
teriza por un incremento en la relacion Bax/Bcl-2 lo cual estimula la liberacion de citocromo ¢ de
la mitocondria y la activacion las caspasas -9 y -3 lo que lleva a la muerte celular por apoptosis
(Shamas-Din et al., . En este proceso juega un papel fundamental la proteina supresora tumoral
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P53, que es activada ante dano genético y favorece la apoptosis intrinseca al aumentar la expresion
de Baz, Puma y Noza, mientras suprime proteinas antiapoptoticas como Bel-2 (D.-H. Lee et al.,
2008|).

La via extrinseca, aunque menos estudiada, se activa por senales proapoptdticas externas como
FasL o TNF-«. Esto activa la caspasa-8 lo cual activa directamente a la caspasa 3 o amplifica la via
intrinseca activando a Baz (Monari et al., 2008).

Polisacaridos extraidos de Sanghuangporus vaninii indujeron la apoptosis en células MCF-7,
una linea celular de céancer de mama humano, a través de la via Bcl-2/Bax en sinergia con la via
extrinseca, evidenciado debido a una regulacién positiva de Bax, Bcl-2 y las caspasas 3, -8 y -
9 (Wan et al., 2020)). Polisacaridos solubles en agua de Armillaria mellea (AMP) exhibia efectos
antitumorales al activar la via dependiente de las mitocondrias y desencadenar la activaciéon de la
cascada de caspasas mediante la liberacion de citocromo C. Asimismo, se observo que una formulacion
liquida que contiene polisacaridos de Lentinus edodes, Ganoderma lucidum y Poria cocos (1:1:2)
demostré un efecto antitumoral en células de sarcoma 180 (S180) al inhibir la expresion de Bel-2 y
activar la expresion de la caspasa 9 y -8 (W. Yu et al., |2024]).

Detencion del ciclo celular

Ademas de inducir apoptosis, los polisacaridos fungicos pueden inhibir directamente la prolifera-
ci6n tumoral mediante la detencion del ciclo celular. Este mecanismo se ha observado principalmente
en las fases GO/G1 y G2/M, lo que limita la capacidad de division celular y reduce la expansion
tumoral. La detencion del ciclo celular suele estar asociada a la modulaciéon de rutas de senaliza-
cion intracelular relacionadas con proliferacion y supervivencia, como las vias MAPK y PI3K/Akt.
En este contexto, polisacaridos aislados de Lentinus edodes han demostrado detener el ciclo celu-
lar en la fase G1, limitando la progresion celular y reduciendo la capacidad proliferativa de células
cancerigenas (Zaitseva et al., |2025)).

De forma similar, extractos polisacaridicos de Pholiota adiposa han sido asociados con un bloqueo
del ciclo celular en la transicion GO/G1, lo que favorece posteriormente la activacion de mecanis-
mos de muerte celular programada (Zaitseva et al., 2025). Estos efectos antiproliferativos refuerzan
el potencial de los polisaciridos fungicos como agentes que actian de manera temprana sobre la
dinamica celular tumoral (Ren et al., 2012).

Activacion de necroptosis como via alternativa de muerte celular

En situaciones donde la apoptosis se encuentra comprometida, los polisacaridos fingicos pueden
inducir necroptosis como mecanismo alternativo de muerte celular. Zaitseva et al., |2025| describen
que ciertos polisacaridos activan rutas de senalizacién asociadas a RIPKS3, una quinasa central en
la regulaciéon de la necroptosis, permitiendo la eliminaciéon de células tumorales resistentes a la
apoptosis clasica.

Este mecanismo resulta particularmente relevante en cénceres agresivos o con alta resistencia
terapéutica, ya que amplia el espectro de acciéon antitumoral de los polisacaridos mas alla de las
caspasas tradicionales (Ren et al.,|2012).

Integracion de mailtiples vias de muerte celular

En conjunto, los polisacaridos fingicos actiian como moduladores multifuncionales de la muerte
celular, integrando la activacion de caspasa-8 (via extrinseca), caspasa-9 (via intrinseca) y caspasa-3
como efectora final, asi como la activacion de RIPKS3 en procesos de necroptosis. Ejemplos como
los polisacaridos de Ganoderma lucidum, Albatrellus confluens y Lentinus edodes evidencian que
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estos biocomponentes pueden activar simultdneamente distintos mecanismos citotéxicos, reduciendo
la probabilidad de escape tumoral y potenciando su efecto anticancerigeno (Zaitseva et al., |2025}
Ren et al., |2012]).

4.5. Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios fiingicos son compuestos bioactivos producidos por los hongos que
no participan directamente en procesos esenciales como el crecimiento o la reproduccién, pero desem-
penan funciones clave en la interacciéon del organismo con su entorno. Estos metabolitos incluyen una
amplia diversidad de moléculas, tales como polifenoles, terpenoides y esteroles, muchas de las cua-
les han demostrado poseer actividades biologicas relevantes, entre ellas propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias y anticancerigenas (Balde et al.,[2010; Evidente, [2024; W. Yu et al., |2024]).

Los hongos constituyen una fuente relevante de metabolitos secundarios con actividad biologi-
ca, muchos de los cuales han demostrado un notable potencial anticancerigeno. Estos compuestos
presentan una amplia diversidad estructural y funcional, lo que les permite actuar sobre distintos
procesos celulares clave asociados al desarrollo tumoral, como el estrés oxidativo, la proliferacion
celular y la activaciéon de mecanismos de muerte celular programada (Evidente, 2024).

En funcién de su polaridad, los metabolitos secundarios fingicos pueden clasificarse en metaboli-
tos polares y apolares, los cuales presentan mecanismos de acciéon diferenciados pero complementarios
en el contexto anticancerigeno. Esta clasificacién resulta particularmente tutil para ordenar las es-
trategias de extracciéon y caracterizaciéon, asi como para correlacionar la naturaleza quimica de los
compuestos con sus efectos biologicos (W. Yu et al., [2024).

4.5.1. Metabolitos semipolares

Los metabolitos semipolares de los hongos se caracterizan por una solubilidad intermedia siendo
moderadamente solubles en agua y solventes organicos como metanol, acetato de etilo y etanol.
Ademas, presentan estructuras mixtas desde esqueletos arométicos o aliciclicos con sustituyentes
oxigenados/nitrogenados (muchos poliquétidos, alcaloides, algunos péptidos modificados). Pueden
interactuar tanto con fases acuosas como lipidicas, facilitando unién especifica a proteinas, enzimas
y receptores (W. Yu et al., [2024]).

Los polifenoles representan uno de los principales metabolitos secundarios semipolares presentes
en hongos comestibles y medicinales. Diversos estudios han demostrado que estos compuestos exhiben
propiedades antioxidantes y anticancerigenas, lo que los posiciona como candidatos prometedores
para el desarrollo de terapias complementarias contra el cancer (W. Yu et al., [2024). Asimismo,
una caracteristica principal de los polifenoles es su actividad antioxidante. Como antioxidantes, los
polifenoles pueden proteger los componentes celulares del dano oxidativo. Por lo tanto, pueden limitar
el riesgo de diversas enfermedades degenerativas asociadas al estrés oxidativo, como las enfermedades
cardiovasculares, la diabetes tipo 2 y el cancer. Esto lo hacen mediante la eliminacion de especies
reactivas de oxigeno o la generacién de un ambiente de estrés celular para potencial la muerte celular
(D’Archivio et al., [2008).

Entre los polifenoles fungicos més estudiados se encuentran acidos fenolicos y flavonoides, como
el acido clorogénico, el acido protocatecuico y la rutina, reportados en especies como Ganoderma
lucidum, Cantharellus cibarius y Pleurotus ostreatus. Estos compuestos han demostrado reducir la
viabilidad de células tumorales mediante la inducciéon de apoptosis, la detencion del ciclo celular y la
modulacion de rutas de senalizacion intracelular asociadas a la supervivencia celular (W. Yu et al.,
2024).
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4.5.2. Metabolitos apolares

Los metabolitos apolares a pesar de no ser el tipo de metabolito més abundante en los hon-
gos, juegan un papel importante en la senalizacion celular. Estos se caracterizan por presentar una
baja solubilidad en agua y alta solubilidad en solventes organicos como hexano, éter de petroleo
y cloroformo. Ademas, suelen presentar cadenas hidrocarbonadas o anillos en su estructura. Pue-
den acumularse en membrana o estructuras lipidicas y secretarse como compuestos volatiles que
participan en funciones importantes de defensa y sefializaciéon aérea (Trepa et al., 2024; Evidente,
2024)).

Algunos de los metabolitos apolares mas conocidos y caracterizados en los hongos incluyen ter-
penoides, esteroles, dcidos grasos y quinonas. Diversos terpenoides aislados de hongos de los géneros
Trichoderma, Aspergillus y Penicillium han demostrado inhibir la proliferacion celular mediante la
detencién del ciclo celular y la activacion de mecanismos de muerte celular programada. En parti-
cular, algunos terpenoides exhiben un efecto citostatico, limitando la capacidad proliferativa de las
células tumorales y favoreciendo su eliminacion posterior (Trepa et al., 2024)).

Asimismo, esteroles fungicos derivados del ergosterol han sido asociados con alteraciones en la
integridad de la membrana celular y con la modulacién de vias de senalizaciéon involucradas en la
supervivencia, migracion y adhesion celular, contribuyendo a su efecto anticancerigeno (Evidente,
2024]).

4.5.3. Meétodos de extraccion de metabolitos secundarios

La obtencion eficiente de metabolitos secundarios fungicos depende en gran medida de la polari-
dad del solvente empleado durante el proceso de extraccion. Los solventes polares, como el agua y el
etanol, favorecen la extracciéon de compuestos fenolicos, mientras que los solventes apolares permiten
aislar terpenoides, esteroles, acidos grasos y quinonas (Trepa et al., 2024)).

La extraccion secuencial basada en la polaridad del solvente constituye una estrategia eficaz
para separar metabolitos con distinta actividad biologica, permitiendo una caracterizaciéon maés pre-
cisa de sus efectos anticancerigenos. Posteriormente, el uso de técnicas cromatogréaficas facilita el
fraccionamiento y la purificacion de los compuestos bioactivos (W. Yu et al., [2024)).

4.5.4. Mecanismos moleculares de accién anticancerigena

Los metabolitos secundarios fiingicos ejercen su actividad anticancerigena mediante la modula-
cion integrada de miltiples rutas celulares.

Por una parte, los polifenoles pueden inhibir la proliferacion celular en neuroblastoma mediante
la modulacién de proteinas regulatorias del ciclo celular. Estos compuestos aumentan la expresion
de inhibidores como p21 y p27, activan la via de p58 y reducen los niveles de ciclinas y quinasas
dependientes de ciclina. Como consecuencia, las células tumorales entran en arresto del ciclo celular
y disminuye su capacidad de dividirse y crecer. Otro de los mecanismos principales es la induccion de
apoptosis o muerte celular programada. Los polifenoles activan predominantemente la via intrinseca
mitocondrial mediante el incremento de proteinas proapoptoticas como BAX y la disminucion de
proteinas antiapoptdticas como Bcl-2. Esto genera la liberacién de citocromo ¢ y la activacion de
caspasas, conduciendo a la eliminacion controlada de las células tumorales (W. Yu et al., 2024;
Kafoud et al., [2023).

Algunos polifenoles también inducen apoptosis a través de la activacion de calpainas, que son
proteasas dependientes de calcio. Estas enzimas participan en la degradaciéon de proteinas clave para
la supervivencia celular, promoviendo rutas apoptéticas alternativas. Este mecanismo complementa

30



la via mitocondrial y refuerza el efecto citotoxico sobre el neuroblastoma. Los polifenoles pueden
ademés generar estrés en el reticulo endoplasmico, al alterar la homeostasis del calcio y la sintesis
proteica. Este estrés activa proteinas de respuesta celular que, cuando la alteracién es sostenida, des-
encadenan sefiales proapoptoticas. Asi, el reticulo endoplasmico se convierte en una fuente adicional
de estimulos de muerte celular en tumores. Aunque tradicionalmente se consideran antioxidantes, en
células tumorales algunos polifenoles pueden generar un aumento controlado de especies reactivas
de oxigeno. Este estrés oxidativo provoca dano celular selectivo y activa rutas de apoptosis. De esta
forma, el microambiente tumoral se vuelve menos favorable para la supervivencia del neuroblas-
toma. Adicionalmente, los polifenoles interfieren con vias de senalizacion clave para la progresion
tumoral, como PI3K/Akt, MAPK y NF-xB. La inhibicién de estas rutas reduce la proliferacion, la
supervivencia celular y la resistencia a quimioterapia. Esto favorece la sensibilizacion de las células
tumorales a estimulos apoptoticos. Finalmente, diversos polifenoles pueden disminuir la capacidad
invasiva y metastasica de las células de neuroblastoma. Esto ocurre mediante la reduccion de enzimas
degradadoras de matriz extracelular y la alteracién de procesos involucrados en la migracion celular.
Como resultado, se limita la diseminacion tumoral hacia otros tejidos (Kafoud et al., .

Figura 9. Vias de apoptosis inducidas por polifenoles
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Por otro lado, los metabolitos lipofilicos de origen fungico, especialmente los terpenos y terpenoi-
des, aunque menos estudiados, han demostrado actividad antitumoral en neuroblastoma mediante
la induccién de apoptosis. Estos compuestos suelen actuar sobre la via mitocondrial, aumentando
la expresion de proteinas proapoptoticas y reduciendo proteinas antiapoptoticas, lo que favorece la
liberacion de citocromo c y la activacion de caspasas. En algunos casos, también generan un aumen-
to controlado de especies reactivas de oxigeno, que contribuyen a desestabilizar la célula tumoral y
potenciar las sefiales de muerte celular programada (Trepa et al., .

Ademés, varios terpenoides interfieren con rutas de sefializacion asociadas a la supervivencia
celular, como PI3K/Akt y MAPK/ERK. La inhibicion de estas vias reduce la proliferacion, la
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capacidad de reparaciéon celular y la resistencia a estimulos apoptoticos. Como consecuencia, las
células de neuroblastoma muestran una menor tasa de crecimiento y mayor sensibilidad al dafo
inducido por estos compuestos.

Otro mecanismo relevante es el arresto del ciclo celular. Los metabolitos lipofilicos pueden dismi-
nuir la expresion de ciclinas y quinasas dependientes de ciclina, bloqueando el progreso del ciclo en
fases como GO/G1 o G2/M. Esto limita la replicacion del ADN y la division celular, contribuyendo
a frenar la expansion tumoral. Finalmente, algunos terpenos también participan en la modulacion
de procesos asociados a la progresion tumoral, como la angiogénesis, la invasion celular y la res-
puesta inflamatoria del microambiente tumoral. La reduccion de estos procesos no solo limita el
crecimiento del tumor, sino que también podria disminuir su capacidad de diseminacién. En conjun-
to, estos mecanismos sugieren que los metabolitos lipofilicos derivados de hongos representan una

fuente prometedora de moléculas con potencial terapéutico contra el neuroblastoma (Trepa et al.,
2024]).

En conjunto, la capacidad de los metabolitos secundarios fingicos para modular el estrés oxi-
dativo y activar miltiples rutas de muerte celular programada respalda su potencial como agentes
anticancerigenos multifuncionales y como candidatos para el desarrollo de terapias complementarias
contra el cancer.
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CAPITULO b

Antecedentes

Los hongos comestibles representan una fuente rica de compuestos bioactivos con posible poten-
cial farmacolégico. Su interés nutricional y medicinal radica en la producciéon de metabolitos pri-
marios y secundarios como: polisacaridos, glicoproteinas, terpenoides, alcaloides y polifenoles (Zade
et al., |2025)). Diversos estudios han reportado que estos componentes presentan actividad antican-
cerigena, lo que resalta la importancia de su identificaciéon y aislamiento como posibles tratamientos
alternativos o complementarios a los ya existentes. El mecanismo de acciéon de estos compuestos
varfa seglin su composicion y estructura quimica, actuando generalmente mediante la induccién de
apoptosis o la modulacion de células inmunes contra el cancer (Ren et al., 2012).

Uno de los tipos de cancer con mayor relevancia médica en la poblaciéon infantil por su alto
impacto y mortalidad es el neuroblastoma. El uso de extractos de hongos como tratamiento para
esta enfermedad atin es limitado y principalmente preclinico. En general, se ha observado que ciertos
hongos ejercen efectos neuroprotectores y favorecen la diferenciacion celular, lo que podria prevenir la
formaciéon de neuroblastoma. Por ejemplo, Brandalise et al.,[2025|evaluaron un extracto etanolico de
Hericium erinaceus, en el que identificaron metabolitos bioactivos como erinacina A, hericenonas C
y D, y ergotioneina, observando su potencial como agente neuroregenerativo. En la linea celular SH-
SY5HY, este extracto redujo significativamente la proliferacion celular, aument6 el nimero de neuritas
y disminuy6 la expresion de marcadores de pluripotencialidad como PCNA y CD133, sugiriendo su
papel como inductor de diferenciacion y su posible uso sinérgico en terapias contra neuroblastoma.
De manera similar, otros compuestos naturales han mostrado efectos antitumorales a través de la
induccién de apoptosis y la inhibiciéon de la migracion celular. Un ejemplo es el extracto acuoso
de hoja de olivo, que en lineas humanas de neuroblastoma (HTLA-230, IMR-32, SH-SY5Y y SK-
N-AS) redujo la viabilidad celular de forma tiempo- y dosis-dependiente, detuvo el ciclo celular en
GO0/G1 y aumento6 la expresion de caspasas 8 y 7. Ademés, su combinaciéon con topotecan produjo
efectos sinérgicos en la mayoria de condiciones evaluadas (Morandi et al.,2021)). A pesar del impacto
demostrado por diversos productos naturales, la aplicacion de extractos y metabolitos fangicos en
neuroblastoma continda siendo limitada. Esto destaca la necesidad de identificar nuevas fracciones
o compuestos con potencial terapéutico para su evaluacién en esta patologia.

En Guatemala, especies como Cantharellus cibarius y Pleurotus djamor forman parte del grupo
de hongos comestibles que se encuentran disponibles para consumo y comercializacién a nivel local.
En primera instancia, Cantharellus cibarius, o mayormente conocido como “Anacate”’, ha sido utili-
zado como un aditivo suplementario debido a sus propiedades nutricionales y medicinales. Diversos
extractos hechos a partir de C. cibarius han demostrado tener un potencial farmacologico. El ex-
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tracto acuoso del mismo demostro6 tener un alto potencial antioxidante (41.54 y 38.72 uM TE/L) y
citotoxico contra el adenocarcinoma de mama humano MDA-MB-231 (CI = 375 ug/mL). Tras llevar
a cabo un perfil de metabolitos mediante analisis GC-MS, se determiné la presencia de compuestos
fenolicos (acido galico, protocatecuico, p -hidroxibenzoico, cafeico y ferilico), flavonoides y acidos
grasos saturados como posibles responsables de su efecto antioxidante y citotoxico (Rezi¢ Muzini¢
et al., 2023).

Especificamente, segtin anéalisis de FTIR, espectroscopia NMR y analisis GLC-MS, se determiné
que uno de los componentes principales del hongo, que le confiere beneficios adicionales para la salud,
son los polisacaridos. Segin diversos estudios, uno de los polisacaridos mas abundantes propios
de esta especie es el manano, un polisacarido compuesto de miultiples unidades de manosa. Este
polisacarido ha demostrado tener un potencial inmunomodulador y antitumoral. Por una parte, segtin
M. K. Lemieszek et al., 2019| se observo que los polisacaridos extraidos de C. cibarius influyeron en
la viabilidad y proliferacion de las células NK92 mejorando sus propiedades anticancerigenas contra
las células de céncer de pulmén y colon humanas (A549 y LS180) mediante la estimulacion de la
expresion de p38, Erk y CREB. Por otra parte, también se ha probado su actividad anticancerigena
al disminuir la proliferaciéon de células de cancer de colon LS180 mediante la inhibicion de COX-1
(43.86 %) y COX-2 (51.59 %), la atenuacion de la fosforilacion de NF-xB y la regulacion negativa
de los genes diana asociados a ¢l (BAX, BCL2, CCND1, MMP9, MYC, BIRC5). Evaluado segtn
analisis de MTT, Western Blot, qPCR y ensayos de BrdU y LDH (Nowacka-Jechalke et al., |[2018).

Otra especie comercializada en el pais es Pleurotus djamor. En un estudio realizado por Phone-
many et al., 2025, se demostro que el extracto de acetato de etilo al 50% de P. djamor presento
un alto potencial antioxidante (ICs0: 694,47 + 3,92 ug/mL para DPPH; 652,92 + 2,53 ug/mL pa-
ra ABTS), asi como una elevada citotoxicidad contra células de cancer de pulmon (A549, IC5, =
245,73 + 7,60 pg/mL) y colorrectal (SW480, IC5y = 382,03 £+ 4,55 ug/mL), y una actividad mo-
derada contra macrofagos RAW 264,7 (IC5o = 213,08 + 4,08 pg/mL). También se evidencié un
potencial antidiabético, lo que resalta su relevancia como posible aditivo alimenticio.

Entre los compuestos propuestos responsables de su actividad antioxidante se encuentran los
fenoles, flavonoides y polisacaridos. Ademés, se han realizado estudios donde se evaluo el efecto
individual de estos componentes. Por ejemplo, en un ensayo con ratones infectados subcutaneamente
con sarcoma 180, la administracién intraperitoneal de extractos de polisacaridos produjo una tasa
de inhibiciéon tumoral del 94 % (Borges et al., 2013). De igual manera, mediante técnicas de NMR,
GC/MS y cristalografia de rayos X, se aislaron derivados de esteroles (5,8-Epidioxi-ergosta-6-22-
dien-35-ol) que mostraron actividad prooxidante y citotoxica contra lineas celulares de cancer de
mama humano (MDA-MD-231) y linfoma de células T de ratéon (EL4) (Jagadeesh et al.,2020).

Dado el potencial antioxidante y citotoxico que presentan las distintas fracciones y componen-
tes extraidos de los hongos Cantharellus cibarius y Pleurotus djamor, este estudio propone aislar y
caracterizar las principales fracciones bioactivas de ambas especies mediante técnicas de extraccion
organica, caracterizacion cualitativa y cuantitativa y caracterizacién estructural mediante técnicas
de analisis instrumental (FTIR). Posteriormente, se evaluara su actividad citotoxica y anticance-
rigena mediante ensayos de MTT y analisis de la expresion de genes proapoptoticos. Este trabajo
se considera innovador, puesto que no existen reportes previos sobre el efecto de extractos acuosos,
etanolicos y lipofilicos de ambos hongos en las lineas celulares de neuroblastoma SY5Y y LAN-1
bajo los marcadores biol6gicos propuestos.
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CAPITULO ©

Alcance

El presente trabajo de graduacion tuvo como alcance evaluar el potencial anticancerigeno de
distintas fracciones de metabolitos provenientes de dos especies fungicas sobre una linea celular no
tumoral de ovario de hamster chino (CHO) y dos lineas tumorales de neuroblastoma humano (SH-
SY5Y y LAN-1). El estudio incluy6 la obtenciéon de fracciones polares, semipolares y apolares, la
evaluacion de su efecto citotoxico mediante ensayo MTT y el analisis de la expresion de genes asocia-
dos a rutas de muerte celular. Este trabajo constituye un estudio exploratorio que permite identificar
fracciones con actividad biologica y proporcionar un primer acercamiento al perfil quimico general
de los metabolitos presentes en ambas especies fungicas. No obstante, no contempla la identificacion
estructural de compuestos individuales ni la elucidacién detallada de sus mecanismos moleculares
de accién. Asimismo, debido a que los experimentos fueron realizados en modelos celulares in vitro,
los resultados no reflejan la complejidad del comportamiento biolégico en un organismo humano.Sin
embargo, los hallazgos obtenidos aportan evidencia preliminar que respalda el potencial bioactivo de
estas especies flingicas y sientan las bases para investigaciones futuras orientadas a la identificacién
de compuestos especificos y la caracterizacion detallada de sus mecanismos de accion.
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CAPITULO [

Metodologia

7.1. Sitio de estudio

La investigacion se llevd a cabo en los laboratorios de la Universidad del Valle de Guatemala,
situados en la 18 Avenida 11-95, zona 15 de la Ciudad de Guatemala, Guatemala. La preparacion
de las muestras fungicas y la caracterizacion cualitativa de los componentes bioactivos se realizaron
en los laboratorios C1-105A y C101. La extracciéon por ultrasonido y las pruebas cromatograficas
se llevaron a cabo en el laboratorio C-105A. El cultivo celular y los ensayos de citotoxicidad se
realizaron en el Laboratorio de Biologia Celular 1I-314. Finalmente, los ensayos de expresion génica
se llevaron a cabo en el Laboratorio de Biologia Molecular CIT-115.

7.2. Diseno, enfoque y tipo de investigacion

El presente estudio es de cardcter experimental con un enfoque cuantitativo y explicativo, ya
que, bajo condiciones controladas de laboratorio, se evaluara el efecto de variables independientes
(extractos acuosos, etandlicos y lipofilicos de ambos hongos) sobre variables dependientes de interés
(presencia/concentracion de compuestos bioactivos, viabilidad celular, citotoxicidad y expresion gé-
nica). La investigacion se basar4 en la recopilacion y analisis cuantitativo de datos, mediante pruebas
de hipotesis y analisis estadisticos, con el fin de generar evidencia sobre el rol de los principales com-
ponentes bioactivos de Cantharellus cibarius y Pleurotus djamor sobre la actividad anticancerigena
de los mismos, un area atn poco explorada.

7.3. Tipo y tamano de muestra

Inicialmente, se trabajo con dos especies fungicas, Cantharellus cibarius y Pleurotus djamor,
ambas de reconocido valor nutricional y bioactivo. Cada especie fue sometida a tres solventes de
extraccion: agua destilada, etanol al 50 % y éter de petroleo, con el fin de obtener fracciones ricas
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en metabolitos polares, semipolares y apolares, respectivamente.

Asimismo, se trabajé con muestras biologicas cultivadas in vitro, empleando dos lineas celulares
de neuroblastoma humano (SH-SY5Y y LAN-1) y una linea celular no tumoral de ovario de hams-
ter chino (CHO), esta tultima utilizada como modelo de control fisiologico. Cada linea celular fue
expuesta a las fracciones aisladas de ambas especies fungicas para evaluar su capacidad citotoxica y
proapoptotica.

Para los ensayos de citotoxicidad mediante MTT se realizaron dos aproximaciones experimenta-
les. En la linea celular control (CHO) se evaluaron siete concentraciones de cada fraccion fungica,
correspondientes a ambas especies, con el fin de determinar la concentracion inhibitoria media (ICsq).
Por otro lado, en las lineas celulares de neuroblastoma (SH-SY5Y y LAN-1) se aplicaron las tres
concentraciones més representativas de cada fraccion para evaluar su efecto citotoxico. Cada ensayo
se realiz6 a 24, 48 y 72 horas de exposicidn, con tres réplicas por condicién.

Finalmente, para los anélisis de expresion génica mediante RT-qPCR, se seleccion6 la concen-
tracion Optima del extracto con mayor actividad citotoxica. Se evaluaron cuatro genes asociados
a rutas de muerte celular en distintos tiempos de exposicion: CASPS y CASP9 tras 12 horas, y
CASP8 y RIPKS3 tras 24 horas de exposicion. Cada conjunto de genes fue analizado en las tres
lineas celulares (LAN-1, SH-SY5Y y CHO), utilizando dos réplicas técnicas por condicion para cada
extracto y concentraciéon seleccionada.

7.4. Variables

Para el presente trabajo de investigacion, se considerarédn cuatro variables independientes prin-
cipales, las cuales se describen en el Cuadro|[l} asi como cinco variables dependientes principales, las

cuales se muestran en el Cuadro [21

Cuadro 1. Definicién y mediciéon de las variables independientes del estudio

Variable Definicién conceptual Definiciéon operacional Naturaleza Unidad
de medida
Fraccioén fangica Grupo de metabolitos fan- Obtencion de metabolitos Cualitativa Categoria
gicos bioactivos extraidos en ba- de distinta polaridad para la de- (C. ciba-
se a la polaridad del solvente terminacion de la fracciéon bio- rius/P. dja-
utilizado. activa con mayor potencial an- mor; Acuo-

ticancerigeno.

sa/etandlica
/lipofilica)

Concentraciéon del Cantidad del extracto ad- Se aplicaran distintas con- Cuantitativa pg/mL
extracto ministrado a las distintas lineas centraciones sobre las lineas ce- continua
celulares en el experimento. lulares cancerigenas (SH-SY5Y
y LAN-1) y normales (CHO) pa-
ra evaluar la capacidad citotoxi-
ca de cada fraccion.
Linea celular Poblacion de células culti- Se cultivaran y analizaran Cualitativa Nombre

vadas, derivadas de tejidos nor-
males o cancerigenos, para su
posterior aplicaciéon en la eva-
luacién de la capacidad citoto-
xica de los extractos aislados.

distintas lineas celulares cance-
rigenas (SH-Y5Y y LAN-1) y
normales (CHO) para evaluar
la seguridad biolégica de cada
fraccioén.

de linea celu-
lar

cién

Tiempo de exposi-

Periodo durante el cual las
células estan en contacto con el
extracto.

Se evaluaran distintos tiem-
pos de incubacién de las células
junto con el extracto aislado pa-
ra determinar el tiempo minimo
requerido para que el extracto
ejerza su funcion citotoxica.

Cuantitativa 12, 24, 48
continua y 72 h
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Cuadro 2. Definicién y medicién de las variables dependientes del estudio

Variable Definiciéon conceptual Definicion operacional Naturaleza Unidad
de medida

Rendimiento de Proporcién de compuestos Se medird la cantidad de Cuantitativa % (g ex-
extracciéon obtenidos a partir de la materia extracto seco obtenido (en gra- continua tracto/g bio-

prima fangica inicial después de mos) dividido entre la cantidad masa seca)
aplicar un método de extracciéon de muestra inicial utilizada (en
determinado. gramos), expresada como por-

centaje.

Presencia/aislamiento  Perfil de compuestos bioac- Se llevard a cabo un en- Cualitativa Categoria
del compuesto de inte- tivos presentes en cada fraccién sayo preliminar mediante ensa- (presen- (-, +) Con-
rés del extracto fangico. yos colorimétricos: fenol-acido cia/ausencia) centracion

sulfarico (carbohidratos tota- y cuantitativa (%, mg/mL,
les), Biuret (proteinas), Folin- continua (con- mg Acido
Ciocalteu (polifenoles) y prueba centraciéon) galico/g  de
de Liebermann-Burchard (ter- muestra)
penoides).

Capacidad  anti- Capacidad de los metaboli- Se determinara la capaci- Cualitativa Presencia
oxidante tos presentes en las fracciones dad antioxidante de las fraccio- o ausencia

separadas por TLC para donar nes mediante la observacién de de coloracion
electrones o hidrogeno y reducir manchas amarillas sobre el fon- amarilla

el radical DPPH, indicando ac- do purpura de la placa de TLC.

tividad antioxidante.

Viabilidad celular Proporcién de células vivas Se evaluaréa la viabilidad ce- Cuantitativa Porcentaje
con respecto a la poblacion total lular tras la exposicién a las continua de células
de células. distintas fracciones fangicas me- viables a den-

diante la conversién de MTT a sidad oOptica
formazan. a 570 nm.

Expresion génica Nivel en el que un gen espe- Se cuantificara la expresion Cuantitativa Expresion
cifico es transcrito y traducido de genes asociados a apoptosis continua relativa  del
en protefnas dentro de una cé- (CASP8, CASP9, CASPS3) y gen (Calcula-
lula. necroptosis (RIPK3) en lineas da mediante

celulares tratadas con los com- el método
puestos fangicos aislados me- AACY)

diante RT-qPCR y anélisis de
"fold changerelativo.

7.5.

7.5.1.

Hipétesis

Hipotesis de investigacion

Las fracciones acuosas, etanolicas y lipofilicas obtenidas de Cantharellus cibarius y Pleurotus
djamor presentan un mayor efecto citotoxico en lineas celulares de neuroblastoma en comparaciéon
con lineas celulares no tumorales.

7.5.2. Hipétesis nula

Las fracciones acuosas, etanolicas y lipofilicas obtenidas de Cantharellus cibarius y Pleurotus
djamor no presentan diferencias significativas en el efecto citotéxico entre lineas celulares de neuro-
blastoma y lineas celulares no tumorales.

7.6. Instrumentos de medicion

Para la obtenciéon de resultados, en primer lugar se realizaran pruebas colorimétricas cualitativas
y cuantitativas, como la prueba de fenol acido sulfurico, prueba de Biuret, prueba de Liebermann-
Burchard y prueba de Folin-Ciocalteu, para la determinaciéon o cuantificaciéon de polisacaridos, pro-
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teinas, terpenoides y polifenoles respectivamente. Se determinara el rendimiento de extraccion de
cada fracciéon dividiendo el peso final obtenido sobre el peso de la materia prima fingica inicial para
conocer la composicion total de cada hongo. Posteriormente, se llevaran a cabo anélisis instrumenta-
les mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) con el fin de determinar
los grupos funcionales principales del compuesto de interés.

La capacidad antioxidante de las fracciones se determinard mediante el ensayo de DPPH en
placa TLC. El efecto citotoxico se calculara como el porcentaje de células no viables, restando el
porcentaje de viabilidad obtenido en el ensayo MTT del 100 %. Se extraera el ARN de cada muestra
obtenida, se realizara una retrotranscripcion a ADNc y se analizara la expresion de genes asociados
a apoptosis temprana (CASPS8), apoptosis tardia (CASP3, CASPY), necroptosis (RIPK3) y via
de sefializacion de Wnt/S-catenina mediante qPCR, utilizando SYBR Green para la deteccion y
empleando el método AACY.

7.7. Procedimiento

7.7.1. Preparacion del material fingico
Obtencion de muestras de especies fliingicas

De primero, se obtuvieron tnicamente extractos crudos de Cantharellus Cibarius y Pleurotus
djamor. Las muestras de Cantharellus cibarius fueron adquiridas en el Mercado La Villa, zona 10 de
la Ciudad de Guatemala, y procedian de tres regiones del pais: Totonicapan, San Martin Jilotepeque
vy Quiché. En el caso de Pleurotus djamor, estas se obtuvieron mediante el cultivo y cosecha de mice-
lios proporcionados por la distribuidora digital de hongos comestibles y medicinales “Micelio.com.gt”
(Guatemala), utilizando para su produccion el “Kit de cultivo de hongos ostra en casa DIY” suminis-
trado por la misma empresa. Tras la recoleccion, los cuerpos fructiferos se limpiaron para eliminar
residuos de sustrato como madera o tierra, se secaron y cortaron en fragmentos menores a 0.5 cm
con el fin de facilitar su procesamiento en etapas posteriores. Estos se congelaron a -80°C y se liofili-
zaron utilizando un liofilizador Harvest Right (Harvest Right, USA) bajo las siguientes condiciones:
congelamiento inicial a -17°C, tiempo de congelamiento extra de 1 hora, temperatura de secado a
51°C y tiempo de secado extra de 2 horas. Seguidamente, los cuerpos fructiferos secos se colocaron
en un pulverizador y se trituraron hasta convertirlos en un polvo fino.

7.7.2. Preparacion y aislamiento de las fracciones fiingicas
Fraccion lipofilica

Extracciéon asistida por ultrasonido

Para la obtencién de la fraccion lipofilica de ambos hongos y la eliminacion de lipidos para las
fracciones posteriores, se llevo a cabo una extraccion por ultrasonido con éter de petréleo mediante el
uso de un procesador ultrasonico UP400St (Hielscher Ultrasonics, Alemania). Para esto, se mezclaron
70 g y 65 g del polvo seco de C. cibarius y P. djamor respectivamente con éter de petroleo (J.T.
Baker, USA) en una relacion 1:10 (p/v). Se someti6 la mezcla al procesador ultrasonico durante 30
minutos, con una potencia de 20 Wh, amplitud al 100 % y en un rango de temperatura entre 30-50°C.
Se filtré al vacio la mezcla para separar el éter del sélido. Finalmente, se seco el residuo sélido en un
rotavapor a 60°C y 150 mmHg para permitir la evaporacion del solvente (D. Wang et al., [2022)).
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Aislamiento y purificacién de la fraccion lipofilica

Para caracterizar la fraccion lipofilica obtenida de ambos hongos, se realiz6 una cromatografia
en capa fina (TLC) utilizando como fase movil una mezcla de hexano:acetato de etilo (7:3) (Fisher
Scientific USA; Merck, Alemania). La placa se revel6 con una lampara UV portatil de doble longitud
de onda (254 nm y 365 nm, 6 W) con baterfa de iones de litio, modelo AI2UV20DC (AAdvance
Instruments, USA).

Tras la observacién de multiples manchas correspondientes a metabolitos individuales, se llevo
a cabo una TLC preparativa en una placa de silica gel empleando la misma fase moévil. Las bandas
separadas se revelaron nuevamente bajo UV, se marcaron y se retiraron por raspado. Cada banda
se purifico mediante filtracién con acetona. Posteriormente, se corrié una segunda TLC analitica
para confirmar la correcta obtencion y pureza del fragmento de interés. Cada fragmento obtenido se
concentré6 mediante rotavapor para eliminar el solvente y obtener un residuo seco, el cual podra ser
analizado y aplicado posteriormente a las lineas celulares.

Finalmente, cada uno de los fragmentos aislados se reveléo con DPPH (Aldrich, USA) con el fin
de evaluar su capacidad antioxidante.

Fracciéon acuosa

Extraccion asistida por ultrasonido

Para la extraccion de polisacaridos, se llevé a cabo un proceso de extracciéon asistida por ultra-
sonido (UAE) adaptado de Aguil6-Aguayo et al., 2017, Para esto, se mezclaron 60 g y 65 g de C.
cibarius y P. djamor respectivamente con agua destilada en una relacion 1:10 (p/v). La extraccion
se realiz6 mediante el procesador ultrasoénico UP400St (Hielscher Ultrasonics, Alemania) bajo las
siguientes condiciones: tiempo de extraccion 45 minutos, amplitud 100 %, 30 Wh de energia, potencia
total de 113 W y neta de 96 W. Una vez completada la extraccion, se filtro la mezcla con gasa y
filtracion al vacio para remover particulas grandes presentes.

Purificacion de polisacaridos fangicos

Para la eliminacion de proteinas, se evaluaron dos métodos de desproteinizacion: (1) precipitacion
acida con 4acido tricloroacético (TCA) al 10% (Merck, Alemania), y (2) precipitacién salina por
salting out utilizando sulfato de amonio al 70 % (Merck, Alemania) de saturacion.

(1) Para el primer método, se utiliz6 una alicuota de 50 mL de la fraccion acuosa obtenida de
ambos hongos y se agregaron 5.0120 g de TCA (Zeng et al., [2019).

(2) Para el segundo método, se prepar6 una solucion saturada de sulfato de amonio mezclando
30.3518 g de sulfato de amonio con 40 mL de agua (Peng et al., |2015). En tubos Falcon de 50
mL se colocaron 20 mL de cada extracto junto con 14 mL de la solucién saturada para alcanzar
una saturacion del 70 %. Los cuatro tubos se incubaron overnight (ON) a 4 °C. Posteriormente, se
centrifugaron a 7,800 rpm durante 10 minutos a 4 °C.

Para comparar la eficiencia de ambos métodos, se midié la concentracién de polisacéridos y
proteinas mediante el método de fenol-acido sulftrico y la prueba de Biuret, respectivamente.

Con base en los rendimientos obtenidos, se seleccioné el método de precipitaciéon acida con TCA
al 10 %. Para esto, se separaron 300 mL de la fraccion acuosa de cada hongo en tubos Falcon de 50
mL. Se anadieron 4 g de TCA a 40 mL de muestra para obtener una concentracion final del 10 %.
Las muestras se dejaron reposar durante 2 horas y luego se centrifugaron a 7,800 rpm durante 10
minutos a 4 °C. El sobrenadante se recolect6 en un beaker.
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Para neutralizar el acido, se prepar6 una soluciéon de NaOH 1 M. Con pipeta Pasteur, se anadio
NaOH 1 M gota a gota a cada beaker hasta alcanzar un pH de 7, el cual se verific6 con un medidor
de pH de bolsillo 0.01 pH (OHAUS, USA).

Una vez neutralizada la muestra, se realizaron lavados con agua destilada para purificar el pro-
ducto. Para ello, se mezclaron 30 mL del sobrenadante con 20 mL de agua destilada y se centrifugd
nuevamente a 7,800 rpm durante 10 minutos a 4 °C.

Precipitacion de polisacaridos fingicos

Para aislar los polisacaridos fangicos de la fraccion acuosa, se llevo a cabo una precipitacion con
etanol al 95%. Para esto, el sobrenadante del paso anterior (600 mL) se dividi6 en 2 beakers y se
anadieron 600 mL de etanol al 95 % previamente enfriado a 4 °C. Los beakers se dejaron reposando
en un refrigerador a 4 °C. Al siguiente dia, se recuper6 el precipitado por centrifugacion a 7,800 rpm
durante 15 minutos a 4 °C. Para eliminar rastros de etanol u otros compuestos organicos polares, se
realizaron lavados con etanol al 70 % (frio, 4 °C) y se centrifugé nuevamente a 7,800 rpm durante 15
minutos a 4 °C.

Los pellets obtenidos se unieron en placas Petri de vidrio y se liofilizaron utilizando un liofilizador
Harvest Right (Harvest Right, USA) bajo las siguientes condiciones: congelamiento inicial a —17 °C,
tiempo de congelamiento extra de 1 hora, temperatura de secado de 51 °C y un tiempo de secado
extra de 2 horas. Finalmente, se pesaron las muestras liofilizadas y se calculo el porcentaje de
rendimiento.

Fraccion etanolica

Tras la eliminacién de lipidos mediante la extraccién con éter de petréleo, se llevé a cabo una
extraccion por ultrasonido con etanol al 50% con un procesador ultrasonico UP400St (Hielscher
Ultrasonics, Alemania) bajo las siguientes condiciones: tiempo de extraccion 40 minutos, amplitud
66 %, 30 Wh de energia, potencia total de 113 W y neta de 96 W (Zheng et al.,|2020). Posteriormen-
te, se elimino el solvente al someter la muestra al rotavapor a 60°C y 150 mmHg para permitir la
evaporacion del solvente. Finalmente, para la obtencion de un producto sélido, se liofiliz6 la muestra
utilizando un liofilizador Harvest Right (Harvest Right, USA) bajo las siguientes condiciones: con-
gelamiento inicial a —17 °C, tiempo de congelamiento extra de 1 hora, temperatura de secado de 51
°C y un tiempo de secado extra de 2 horas.

7.7.3. Analisis posteriores

Para determinar el perfil fitoquimico de las fraccion fingicas aisladas se llevaron a cabo pruebas
colorimétricas cualitativas y cuantitativas. Asimismo, se llevo a cabo una prueba de DPPH en micro-
placa de 96 pocillos para determinar la capacidad antioxidante de las fracciones acuosa y etanolica
de ambas especies fungicas en base al protocolo planteado por (Silva et al., [2024). Para ello, inicial-
mente, se prepar6 una solucion stock de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) a una concentracion de
1 mM, a partir de la cual se elabor6 una solucién de trabajo de 100 uM. Asimismo, se prepararon
soluciones madre de cada una de las fracciones evaluadas. Para las fracciones acuosa (polisacaridos)
y etanolica liofilizadas, se pesaron 10 mg de extracto y se disolvieron en 2 mL de metanol al 70 %,
obteniéndose una concentracion de 5,000 ug/mL. A partir de esta soluciéon se prepararon diluciones
de 600, 400 y 200 pg/mL. Para el analisis colorimétrico se emple6 acido galico (100 pg/mL) como
control positivo, agua destilada con DPPH como control negativo y metanol al 70 % con DPPH
como blanco. Posteriormente, se anadieron 100 pL de cada dilucién de muestra a pozos individuales
de una microplaca de 96 pozos, junto con 100 pL de la solucion de DPPH (100 uM). La placa se
mezcld suavemente, se cubri6 con papel aluminio y se incubé durante 30 minutos a temperatura
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ambiente y en oscuridad. Debido a que no se disponfa de un lector de microplacas con longitud de
onda de 512 nm, el ensayo se evaludé de forma cualitativa, registrando el cambio de color del reactivo
de DPPH desde violeta hacia tonos rosados o amarillos como indicador de actividad antioxidante.

Ensayos cualitativos de confirmacién fitoquimica

Ensayo de cloruro férrico para fenoles

Con el fin de verificar la presencia de compuestos fenolicos en los extractos liofilizados de Pleurotus
djamor y Cantharellus cibarius, se emple6 la prueba de cloruro férrico. Para ello, se disolvieron 10
mg de cada extracto en 1 mL de agua destilada y se anadieron 2-3 gotas de cloruro férrico al 1%
(J.T.Baker, USA). La aparicion de un color azul, verde o purpura indica la presencia de fenoles.
Como control negativo se utilizdé agua destilada y como control positivo se utilizdé una solucién de
acido galico (1 mg/mL) (Fisher Scientific, USA). Se realizé cada prueba en triplicado (Gul et al.,
2017)).

Ensayo de Liebermann-Burchard para terpenoides

La deteccion de terpenoides, incluyendo triterpenos y esteroles, se llevé a cabo mediante la
reaccion de Liebermann-Burchard. Esta se basa en la formacion de compuestos coloreados al exponer
los extractos al anhidrido acético y acido sulfurico concentrado, lo cual genera un cambio de color
caracteristico que puede variar entre rosa, verde y azul. Para ello, se disolvieron 5 mg de cada extracto
en 1 mL de etanol absoluto. A dicha solucién, se anadieron 2 mL de anhidrido acético (Merck,
Alemania) y, cuidadosamente por los bordes del tubo, se agregaron 1-2 gotas de acido sulfarico
concentrado. En este caso, el ergosterol fue considerado como control positivo y el agua destilada
como control negativo, repitiendo la prueba en tres ocasiones para asegurar su reproducibilidad
(Nasri y Rafieian-Kopaei, 2014)).

Ensayo fenol-acido sulfarico para polisacaridos

La presencia de polisacaridos solubles y aztcares totales se determiné a través del método de
fenol-éacido sulfarico. La reaccion entre los azicares y el fenol en medio acido produce un color
amarillo-anaranjado, que se emplea como indicador visual. En este caso, se mezclaron 10 mg de
cada extracto con 1 mL de agua destilada. Se anadieron 50 uL de fenol al 5% y se agregaron
cuidadosamente 2.5 mL de écido sulfurico concentrado por los bordes del tubo. La mezcla se dejo
reposar durante 15 minutos a temperatura ambiente y se observé el cambio de coloracion. Para
la validaciéon de la prueba, se empled almidén (2 %) como control positivo y agua destilada como
control negativo, repitiéndose el procedimiento tres veces (DuBois et al., [1956).

Ensayo de solubilidad en NaOH al 5% para quinonas

Para determinar la presencia de quinonas en los extractos, se llevd a cabo la prueba de solubili-
dad en hidréxido de sodio. En condiciones alcalinas, las quinonas desarrollan tonalidades rojizas o
parpuras que permiten su identificacién cualitativa. Para la prueba, se disolvieron 10 mg de cada
extracto en 0.2 mL de etanol absoluto y se agregaron 0.4 mL de una solucion de NaOH al 5 %.
Se utiliz6 1,4-benzoquinona (Aldrich Company, USA) como control positivo y agua destilada como
control negativo, asegurando la confiabilidad de los resultados mediante repeticiones por triplicado
(Harborne, [1973)).
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Ensayos cuantitativos de confirmacién fitoquimica

Cuantificacion de polisacaridos mediante prueba de fenol-acido sulftirico

Para la cuantificacion de polisacaridos en la fraccion acuosa de ambos hongos, se emple6 el
método de fenol-acido sulfarico en formato de microplaca, basado en el protocolo de Masuko et al.,
2005 Para ello, se inici6 preparando un stock de glucosa a 10 mg/mL. A partir de esta, en tubos de
ensayo, se prepararon 11 estandares (0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1, 1.2, 1.4, 1.6, 1.8, 2 mg/mL) para generar
una curva de calibraciéon. Asimismo, se prepar6é una diluciéon 1:10 de la fraccion acuosa de ambos
hongos. En una placa de 96 pocillos de fondo plano se colocaron 50 uL. de cada estandar y de cada
muestra (en triplicado). En cada pocillo se agregaron 150 uL de acido sulftarico concentrado y 30
uL de fenol al 5%. La placa se mantuvo en un bafo de agua estéatico durante 5 min a 90 °C. Tras
enfriarla a temperatura ambiente durante 5 min, se secé y se midi6 la absorbancia a 490 nm con un
lector de microplacas.

Cuantificacion de proteinas mediante prueba de Biuret

Para determinar la eficiencia de los métodos de desproteinizacién aplicados, se cuantificaron las
proteinas en la fraccion acuosa de ambos hongos antes y después de la eliminacién de proteinas
mediante la prueba de Biuret. Para ello, se preparé una solucion stock de BSA a 6 mg/mL. Segui-
damente, en tubos de ensayo, se prepararon soluciones estandar (0, 0.5, 1, 1.5, 2 mg/mL) a partir
de la solucion stock para generar una curva de calibraciéon. De igual manera, se prepar6 una dilucion
1:10 de la fraccién acuosa de ambos hongos antes y después de la desproteinizacion. Finalmente, se
midi6 la absorbancia de los estandares y las muestras a 560 nm en un espectrofotémetro UV-Vis
(Thermo Scientific™ Espectrofotémetro UV-Vis GENESYS™ 180) para la determinacion de la
concentracion de proteinas (Merck, [2024)).

Cuantificacion de polifenoles mediante el método de Folin-Ciocalteu

La cuantificacion de polifenoles en la fraccién etanolica de ambos extractos de hongos se llevo
a cabo mediante la aplicacion del método de Folin-Ciocalteu en formato de microplaca. Para esto,
se agregaron 20 pL de extracto (1 mg/mL) junto con 20 pL del reactivo de Folin en cada pocillo
de la microplaca. Tras 5 minutos de reposo, se agregaron 20 L de carbonato de sodio (0.01M).
La microplaca se incub6 en condiciones controladas de luz y temperatura hasta el desarrollo de
color. La lectura de absorbancia se realizo en un espectrofotémetro de microplacas a una longitud de
onda de 630 nm. El contenido de fenoles totales se calcul6 a partir de una curva de calibraciéon con
acido galico, expresando los resultados como mg equivalentes de acido gélico por gramo de extracto
(Wong-Paz et al., |2014).

Identificacién de grupos funcionales

Para identificar los grupos funcionales presentes en las fracciones extraidas, se llevara a cabo la
técnica de ATR-FTIR (Reflectancia Total Atenuada). Para esto, se colocard una pequena porcion
del material seco directamente sobre el cristal del accesorio ATR. Se registrara el espectro en un
rango de 4000 a 400 cm™', y posteriormente se identificaran los grupos funcionales caracteristicos de
cada compuesto, comparando las bandas obtenidas con bibliografia o espectros de referencia (Meng
et al., |2021)).

43



7.7.4. Cultivo celular
Descongelacion de lineas celulares y pasajes

Para los ensayos biologicos se utilizaron diversas lineas celulares de neuroblastoma (SH-SY5Y,
LAN-1) y una linea celular de ovario de hamster chino (CHO) como control. Se inici6é preparando
el medio de cultivo necesario, en este caso, el medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
(Merck, Alemania) suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) (Gibco, USA) y 1% de
Penicillin-Streptomycin (Gibco, USA) precalentandolo a 37°C en un bano Maria. Posteriormente, el
vial criopreservado que contiene cada linea celular fue retirado del nitrégeno liquido y se colocod en
un bafio Maria a 37°C hasta que el contenido se descongelé casi por completo (1-2 minutos). Una
vez descongelado, se desinfecté el vial con etanol al 70 % y, dentro de una cabina de flujo laminar,
se transfiri6 su contenido a un tubo falcon de 15 mL que contenia aproximadamente 5 mL. de medio
de cultivo DMEM suplementado. Para la eliminacion del crioprotector, se centrifugaron las células
a 1500 rpm y 37°C durante 6 minutos. Se descart6 el sobrenadante, se resuspendieron las células en
5-10 mL de medio fresco y se transfirieron a un frasco de cultivo. Este frasco se incub6 a 37°C con
5% de COy en una atmosfera himeda. Para asegurar la viabilidad de las lineas celulares, se llevo a
cabo un conteo celular y tinciéon con azul de tripano. Para ello, se tom6 una alicuota de cultivo y se
mezcl6 con azul de tripano en proporcién 1:1 asegurando una viabilidad celular mayor al 80 % para
continuar con los siguientes cultivos (Freshney, [2022).

Pasajes y sembrado de lineas celulares

Para el mantenimiento y preparacion de las lineas celulares adherentes, se realizaron pasajes
celulares de manera periodica a fin de evitar una alta confluencia celular y asegurar su viabilidad.
En cada pasaje, se removio el medio de cultivo, se hizo un lavado con solucion PBS 1X (5 mL) para
eliminar residuos, se aplico una solucién de tripsina StableCell™ (Sigma-Aldrich, USA) (3 mL) y se
incub6 a 37°C durante aproximadamente 5 a 10 minutos, hasta observar el desprendimiento de las
células del sustrato. Pasado el tiempo de incubacién, la accién de la tripsina se neutralizé anadiendo
3 mL medio de cultivo DMEM suplementado. La suspension celular resultante se transfirié a un
tubo falcon de 15 mL y se centrifugd a 1500 rpm y 37°C durante 6 minutos. Luego, se descartd
el sobrenadante y el pellet celular se resuspendié en el medio DMEM suplementado, ajustando la
densidad celular de acuerdo con los requerimientos especificos de cada linea. La densidad celular se
determin6é mediante conteo en camara de Neubauer, como se describié con anterioridad. El estado
morfolégico de las células se monitoreé mediante microscopia invertida para verificar su integridad.
Los pasajes se realizaron cuando las células alcanzaron un 80-90 % de confluencia, lo que favorecio
un crecimiento 6ptimo y la continuidad de las condiciones experimentales (Freshney, 2022).

Viabilidad celular y citotoxicidad (MTT)

Para evaluar la viabilidad celular luego de la exposicién de las distintas lineas celulares a las
fracciones fungicas aisladas, se llevo a cabo un ensayo de citotoxicidad basado en MTT. Para ello, se
cultivaron las tres lineas celulares antes mencionadas en placas de 96 pozos. Se ajusto la concentracion
inicial a 5 x 102 células/mL y se calculd el volumen suficiente para sembrar 100 pL por pocillo. Se
sembraron las células en las columnas 2 a 10 de la placa y se incubaron a 37°C con 5% de CO-
durante una noche.

Para la adicion de cada una de las fracciones fungicas, se inicié preparando una solucién stock
y una soluciéon madre en agua destilada de cada una de las fracciones aisladas a una concentraciéon
de 50,000 ug/mL y 5,000 ug/mL respectivamente. Seguidamente, se prepararon 6 diluciones conse-
cutivas de la solucion madre (25, 50, 100, 150, 200, 250, 300 pg/mL) en medio de cultivo DMEM
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suplementado para determinar la concentracién méxima y minima inhibitoria. Pasado el tiempo de
incubacion de las células, se descarto el medio y se anadieron las soluciones previamente preparadas
en cuadruplicado. Se incubaron las células durante 24, 48 y 72 horas a 37°C en atmosfera humeda
con 5% de COs. Posteriormente, se anadieron 10 puL de MTT (5 mg/mL) a las columnas 1 a 10.
Cabe destacar que, como control negativo se utilizaron células tinicamente con medio, como control
positivo células con DMSO al 1% y como blanco se utiliz6 tnicamente medio DMEM suplementado.
La placa se dejo incubando por 4 horas a 37°C. Luego, se retir6 el medio y el MTT de todos los pozos
y se anadieron 50 pul. de DMSO a las columnas para disolver los cristales de formazéan formados. Se
leyeron las placas inmediatamente a 540 nm en el lector de microplacas usando la columna 1 como
blanco (Mosmann, {1983). A partir de los resultados obtenidos, se calculd la viabilidad celular en
relacion con el control sin tratamiento (Ecuacion .

Ecuacién 1. Porcentaje de viabilidad celular (Mosmann, 1983)

ODcélulas tratadas — ODBlanco

Viabilidad celular =

x 100 1
ODcontrol positivo — ODBlanco ( )

7.7.5. Expresion génica de genes proapoptdticos
Extraccion de ARN

Para poder llevar a cabo la extraccion de ARN celular, se inici6 cultivando las tres lineas celulares
con medio DMEM suplementado en placas de 12 pocillos hasta alcanzar una confluencia celular del
70-80 %. Una vez cultivadas, se trataron las células con cada una de las fracciones fingicas en
concentraciones previamente determinadas mediante el ensayo MTT (en duplicado) (100, 200 y 300
ug/mL) a tiempos de 12 y 24 horas. Asimismo, se trabaj6é con un grupo control que no recibio
ningdn tratamiento (negativo) y un grupo al que se le aplico peroxido de hidrogeno (positivo).
Pasados los tiempos de incubacioén, se retiré el medio de las células, se aplicé una solucién de tripsina
StableCell™ (Sigma-Aldrich, USA) (400 uL) y se incub6 a 37°C durante aproximadamente 5 a 10
minutos, hasta observar el desprendimiento de las células del sustrato. Para inactivar la enzima, se
agregaron 400 L. de medio DMEM suplementado y se recolectaron las células suspendidas en tubos
eppendorf de 1.5 mL.

La extraccion de ARN se llevo a cabo conforme a las instrucciones del kit de Sigma-Aldrich
(USA). Las muestras se centrifugaron a 1,800 rpm a 2 °C durante 5 minutos. Mientras se centrifu-
gaban las muestras, se preparé la soluciéon D mezclando 100 ul. de S-mercaptoetanol y 14 mL de
solucién desnaturalizante. Pasado el tiempo de centrifugacion, el sobrenadante fue eliminado cuida-
dosamente sin perturbar el pellet y se anadieron 25 L de la solucién D para resuspender el pellet.
Adicionalmente, se agregaron 2 uL. de acetato de sodio, 20 uL de fenol saturado con agua y 4 pL de
cloroformo:alcohol isoamilico. Se mezclaron las muestras y se dejaron reposar en hielo durante 15
minutos. Seguidamente, se centrifugaron las muestras a 11,000 rpm a 4°C durante 20 minutos. Una
vez centrifugadas las muestras, se recolectaron 60 pL de la fase acuosa en nuevos tubos eppendorf,
se anadi6 el mismo volumen de isopropanol y se dejo precipitando el ARN a -20°C durante 1 hora.
Se centrifugaron las muestras a 11,000 rpm a 4°C durante 20 minutos y se descart6 el sobrenadante.
El pellet obtenido se disolvioé en 6 uL de solucion D y se repitio la precipitacion anadiendo 6 uL
de isopropanol e incubando las muestras durante 1 hora a -20°C. Las muestras se centrifugaron a
11,000 rpm a 4°C durante 20 minutos. Se descarté el sobrenadante, se hicieron lavados con etanol al
75 % (frio) y se dejaron secar las muestras a temperatura ambiente sobre papel absorbente durante
1 hora. Finalmente, se anadieron 15 uL, de agua libre de nucleasas y se almacenaron las muestras a
-80°C. Para determinar la concentracion y pureza del ARN extraido, se utiliz6 un espectrofotome-
tro NanoDrop Thermo Scientific™ One/OneC Espectrofotometro de microvolimenes de UV-Vis,
registrando los valores de absorbancia a 260/280 nm y 260/230 nm esperando obtener valores entre
1.8-2.0 y mayores a 2.0 respectivamente.
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Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcripciéon inversa (RT-qPCR)

Para evaluar el impacto de las fracciones fingicas aisladas sobre la expresion génica en distintas
lineas celulares cancerigenas humanas, se llevd a cabo un ensayo de RT-qPCR utilizando un kit
comercial de Promega (USA). Se analiz6 la expresion de cuatro genes clave involucrados en tres
rutas principales de muerte celular: caspasa-8 (via apoptotica extrinseca), caspasa-9 (via apoptotica
intrinseca), caspasa-3 (via efectora comin) y RIPK3 (via de necroptosis). Asimismo, se evaluo la ex-
presion del gen S-actina como gen de referencia para la normalizacion de los datos. Para la realizaciéon
del ensayo, inicialmente se prepard una mezcla madre que contenia los siguientes componentes.

Cuadro 3. Volumen de reactivos necesarios para RT-qPCR

Reactivo Concentracion final Volumen 1 rxn (uL)
GoTaq qPCR Master Mix 2x 1x 10
GoScript RT Mix for 1-Step RT-qPCR 1x 0.4
Forward primer 0.2 uM 0.4
Reverse primer 0.2 uM 0.4
CXR Reference dye 500 nM 0.33
Agua 8.47
Volumen total 20

Posteriormente, se colocaron las muestras en el termociclador y se configuré el equipo Mic Real-
Time qPCR Cycler (Bio Molecular Systems, Australia) bajo las siguientes condiciones:

Cuadro 4. Condiciones para RT-qPCR

Ciclos Temperatura Tiempo

(°C)
Transcripcién inversa 1 40 15 min
Inactivacion transcriptasa inversa y activacion de GoTaq 1 95 10 min
Desnaturalizacion 40 95 10 s
Annealing 60 30s
Extension 72 30 s
Ecuacién 4. Nivel de expresion relativo del gen de interés
AAC)‘ == Act muestra AC{’ control (2)
Nivel de expresion = 27 2AC (3)

7.7.6. Plan de analisis de datos

Los datos sobre la concentraciéon de componentes bioactivos y los niveles de expresiéon génica de
las lineas de interés fueron recopilados a través del programa de Excel. Finalmente, para el disefio
de graficos representativos de los datos se utiliz6 el software GraphPad Prism 10.
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CAPITULO 8

Resultados

8.1. Rendimiento de extraccion de las fracciones flingicas

La composicion fitoquimica de los hongos depende de su medio de cultivo, los nutrientes dispo-
nibles y su ubicacion geografica. Los principales componentes bioactivos de los hongos comestibles
pueden clasificarse de acuerdo con su polaridad en compuestos polares, semipolares y apolares. Para
evaluar el potencial farmacolégico de cada clase de metabolitos, se prepararon tres fracciones prin-
cipales de Cantharellus cibarius y Pleurotus djamor mediante distintos protocolos de extraccion,
permitiendo la caracterizacion de los principales componentes fitoquimicos presentes en cada una
de ellas. Se realizo una extraccion asistida por ultrasonido utilizando agua destilada (1:10), etanol
al 50 % y éter de petroleo (1:10) para la obtenciéon de las fracciones acuosa, etanolica y lipofilica
respectivamente.

Tras el procesamiento de las tres fracciones fiingicas, se observé un mayor rendimiento de extrac-
cion para la fraccion etanolica en ambas especies, siendo P. djamor el hongo con el mayor porcentaje
de rendimiento (17.27 %) en comparacion con C. cibarius (16.56 %). Este comportamiento sugiere
una abundante presencia de metabolitos de polaridad intermedia, tales como polifenoles, glicoprotei-
nas y otros compuestos fenolicos, los cuales han sido ampliamente asociados con actividad bioldgica.

De manera subsecuente, la fraccion acuosa presenté el segundo mayor porcentaje de rendimiento,
siendo ligeramente superior en C. cibarius (9.05 %) respecto a P. djamor (8.49 %), a pesar de haber
utilizado una menor masa inicial de material seco, lo cual evidencia un perfil significativo de me-
tabolitos polares, principalmente polisacaridos, en ambas especies fingicas. Finalmente, la fraccién
lipofilica mostro6 los porcentajes de rendimiento mas bajos en ambos hongos, lo que indica una me-
nor proporcién de metabolitos apolares, como terpenoides, esteroles o quinonas, sugiriendo un papel
menos predominante de estos compuestos dentro del perfil quimico global de los hongos estudiados

(Cuadro[5).
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Cuadro 5. Rendimiento de extraccién de las fracciones polares, semi polares y lipofilicas de C.
cibarius y P. djamor

Fraccion Gramos originales secos (g) Gramos obtenidos luego de liofilizar (g) Rendimiento (%)

Cantharellus cibarius

Acuosa 60 5.4312 9.05

Etanolica 30 4.9688 16.56

Lipofilica 70 0.2850 0.41
Pleurotus djamor

Acuosa 65 5.5216 8.49

Etanolica 30 5.1818 17.27

Lipofilica 65 0.5703 0.88

Nota. Rendimiento de extraccion de las fracciones acuosas, lipofilicas y etanodlicas extraidas de los hongos Cantha-
rellus cibarius y Pleurotus djamor. Se indica la masa inicial de material seco utilizada para la extraccion, la masa
obtenida tras el proceso de liofilizaciéon y el porcentaje de rendimiento calculado en funcién del peso seco original.

8.2. Caracterizacion fitoquimica de las fracciones fangicas

8.2.1. Pruebas colorimétricas cualitativas

Una vez extraidas las principales fracciones fiingicas de ambos hongos, se llevd a cabo una caracte-
rizacion fitoquimica inicial con el fin de obtener un primer acercamiento a la composiciéon bioquimica
de cada fraccion, mediante la aplicacién de pruebas colorimétricas cualitativas.

Cuadro 6. Pruebas fitoquimicas de caracterizacion cualitativa de compuestos en extracto acuoso de
C. cibarius y P. djamor

C. cibarius  P. djamor

Prueba Control + Control - 1 2 1 2
Cloruro férrico para fenoles + - - - - _
Fenol-acido sulfurico para polisacaridos + - + + + 4
Lieberman-Burchard para terpenoides + - - - - -
Solubilidad en soluciéon de NaOH 5 % para quinonas + - - - - -

Nota. Resultados cualitativos de las pruebas fitoquimicas para la deteccion de metabolitos secundarios en el extracto
acuoso de C. cibarius y P. djamor. Se evalué la presencia de fenoles, polisacaridos, terpenoides y quinonas mediante
los reactivos indicados. Los signos “+” y “~’ representan reaccién positiva o negativa, respectivamente, en cada
réplica. Como controles positivos se emplearon acido gélico para fenoles, almidén al 2 % para polisacaridos, ergosterol
para terpenoides y 1,4-benzoquinona para quinonas. Como control negativo se emple6 agua destilada.
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Cuadro 7. Pruebas fitoquimicas de caracterizacién cualitativa de compuestos en extracto etandlico
de C. cibarius y P. djamor

C. cibarius  P. djamor

Prueba Control + Control - 1 2 1 2
Cloruro férrico para fenoles + - - - - -
Fenol-acido sulfiirico para polisacaridos + - + + + +
Lieberman-Burchard para terpenoides + - - - - -
Solubilidad en solucién de NaOH 5 % para quinonas + - - - - -

Nota. Resultados cualitativos de las pruebas fitoquimicas para la deteccion de metabolitos secundarios en el extracto
etanodlico de C. cibarius y P. djamor. Se evalué la presencia de fenoles, polisacaridos, terpenoides y quinonas
mediante los reactivos indicados. Los signos “+” y “~” representan reaccioén positiva o negativa, respectivamente, en
cada réplica. Como controles positivos se emplearon acido galico para fenoles, almidéon al 2% para polisacaridos,
ergosterol para terpenoides y 1,4-benzoquinona para quinonas. Como control negativo se emple6 agua destilada.

Cuadro 8. Evaluacion cualitativa de la actividad antioxidante mediante el ensayo de DPPH

Muestra Concentracion (pug/mL) Cambio de color Interpretacion
Polisacaridos C. ciba- 100-300 Rosa tenue Actividad leve
TIUS

Polisacaridos P. dja- 100-300 Rosa tenue Actividad leve
mor

Extracto etandlico C. 100-300 Rosa palido Actividad moderada
ctbarius

Extracto etandlico P. 100 Rosa palido Actividad moderada
djamor 200-300 Amarillo Actividad alta
Acido galico (control 50 Amarillo Actividad alta
positivo)

Control negativo — Violeta Sin actividad

Nota. Resultados cualitativos del ensayo de DPPH realizado en microplaca para las fracciones acuosa (polisacaridos)
y etandlica de C. cibarius y P. djamor. La intensidad del cambio de color desde violeta (sin actividad) hacia tonos
rosados o amarillos (mayor actividad) se utiliz6 como indicador de la capacidad antioxidante de cada fracciéon en
diferentes concentraciones. La evidencia fotografica del ensayo se incluye en el anexo correspondiente (Figura [21)).

Asimismo, para las fracciones acuosa (polisacaridos) y etandlica de C. cibarius y P. djamor se
llevo a cabo el ensayo de DPPH con el fin de evaluar, de manera cualitativa, su actividad antioxidante.
En este ensayo, el control negativo correspondiente Gnicamente al reactivo de DPPH mantuvo la
coloracion violeta caracteristica del radical libre, lo cual indic6é ausencia de actividad antioxidante.
En contraste, el acido galico, utilizado como control positivo, mostr6é una decoloracién evidente hacia
tonos amarillos, confirmando la validez de la prueba (Cuadro .

Las fracciones acuosas (polisacaridos) de ambas especies produjeron tinicamente una decoloracion
parcial del reactivo hacia tonos rosados, incluso a la mayor concentracion evaluada. Esto sugiere una
actividad antioxidante ausente o de menor intensidad en comparaciéon con el control positivo.

Por otro lado, en el caso de los extractos etandlicos, se observo que la fraccion etanolica de C.
citbarius produjo una leve decoloracién del medio, con una tendencia hacia tonos amarillentos, lo
cual indica la presencia de una capacidad antioxidante moderada. En cambio, la fraccién etandlica
de P. djamor presentd una decoloraciéon amarillenta claramente visible y comparable a la observada
en el control positivo, especialmente a concentraciones de 200 y 300 pg/mL, lo que sugiere una alta
capacidad antioxidante en esta fraccion.
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Cuadro 9. Pruebas fitoquimicas de caracterizaciéon cualitativa de compuestos en extracto lipofilico
de C. cibarius y P. djamor

C. cibarius  P. djamor

Prueba Control + Control - 1 2 1 2
Cloruro férrico para fenoles + - - - - -
Fenol-acido sulfurico para polisacaridos + - - - - _
Lieberman-Burchard para terpenoides + - + + + +
Solubilidad en solucién de NaOH 5 % para quinonas + - - - - -

Nota. Resultados cualitativos de las pruebas fitoquimicas para la deteccion de metabolitos secundarios en el extracto
lipofilico de C. cibarius y P. djamor. Se evalué la presencia de fenoles, polisacaridos, terpenoides y quinonas
mediante los reactivos indicados. Los signos “+” y “~” representan reaccioén positiva o negativa, respectivamente, en
cada réplica. Como controles positivos se emplearon acido galico para fenoles, almidén al 2% para polisacaridos,
ergosterol para terpenoides y 1,4-benzoquinona para quinonas. Como control negativo se emple6 agua destilada.

A partir de las pruebas realizadas, se obtuvo un panorama general de la composiciéon de cada
fraccion. En el caso de la fraccidon acuosa, uno de los principales componentes identificados fueron
los polisacaridos, macromoléculas abundantes en los hongos debido a su relevancia estructural y en
procesos de sefializacion celular (Cuadro @ De manera similar, en la fraccion etandlica, el princi-
pal componente detectado también correspondié a polisacaridos (Cuadro @ Esta similitud con la
fraccion acuosa sugiere la presencia de polisacaridos con diferentes grados de polaridad o la posible
formaciéon de complejos conjugados con proteinas o compuestos fenolicos.

Finalmente, en la fraccion lipofilica se evidencié la ausencia de polisacaridos y fenoles, lo cual
respalda la selectividad del proceso de extraccion hacia metabolitos de naturaleza apolar (Cua-
dro E[) En esta fraccion, los resultados indican que los terpenoides constituyen el principal grupo
de compuestos presentes, en concordancia con la afinidad de estos metabolitos por disolventes no
polares.

Asimismo, la obtencion de resultados similares en ambas especies de hongos sugiere la presencia de
perfiles bioquimicos generales comparables, a pesar de las diferencias observadas en los rendimientos
de extraccion. Esto podria indicar la presencia de metabolitos comunes en ambas especies, aunque
con posibles variaciones en su abundancia relativa o afinidad por los distintos disolventes empleados.

8.2.2. Pruebas colorimétricas cuantitativas

Una vez conocido el perfil bioquimico principal de cada una de las fracciones fingicas obtenidas,
se llevaron a cabo pruebas colorimétricas cuantitativas con el objetivo de determinar la concentracién
de los principales metabolitos presentes en cada fraccion.

En el caso de la fraccién acuosa, el protocolo de extraccion fue disenado para priorizar la obtencion
de polisacaridos fingicos. No obstante, otro de los componentes polares cominmente presentes en
los hongos son las proteinas. Con el fin de asegurar el aislamiento selectivo de los polisacaridos en las
muestras de interés, se compararon dos métodos principales de desproteinizacion: la precipitacion
acida mediante acido tricloroacético (TCA) al 10 % y la precipitacion salina por salting out utilizando
sulfato de amonio al 70 %, con el objetivo de optimizar la recuperaciéon de las macromoléculas de
interés.

Tras la aplicacién de ambos métodos, se determiné que la precipitacion acida con TCA al 10 %
permiti6 una menor pérdida relativa de polisacaridos y una mayor eficiencia en la remocion de
proteinas, por lo que este método fue seleccionado para la purificacion de los extractos (Cuadro .
Como resultado, se obtuvo una concentracion final de polisacaridos de 9.97 mg/mL para C. cibarius
y de 9.29 mg/mL para P. djamor. Estos valores, similares entre ambas especies, sugieren la presencia
de perfiles polisacaridicos comparables y una alta pureza relativa de los extractos obtenidos.
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Cuadro 10. Contenido total de polisacaridos y proteinas del extracto de polisacaridos de C.
cibarius y P. djamor

Especie Método Polisacaridos Pérdida de Proteinas Desproteinizacion

(mg/mL) polisacaridos (%) (mg/mL) (%)
o TCA al 10% 9.97 13.10 0.29 86.65

C. cibarius
Sulfato de amonio (70 % de saturacion) 7.56 34.17 1.59 27.19
. TCA al 10% 9.29 9.55 0.66 58.64

P. djamor
Sulfato de amonio (70 % de saturacion) 8.06 21.47 0.93 41.69

Nota. Resultados cuantitativos de las pruebas fitoquimicas para la detecciéon de polisacaridos en los extractos acuosos
de C. cibarius y P. djamor. Se determind la concentracion (%) de polisacaridos presentes en cada fraccién, al igual
que el porcentaje de proteinas residuales (en duplicado) tras llevar a cabo procesos de extraccién, precipitacion y
purificaciéon de polisacaridos. Para ello, se emple6 la prueba de fenol-acido sulfurico utilizando glucosa (10 mg/mL)
como control.

En el caso de la fraccion etanolica, uno de los grupos de metabolitos semipolares de mayor rele-
vancia por su potencial farmacolégico son los polifenoles. Para la cuantificacion de estos compuestos,
se llevo a cabo el ensayo colorimétrico de Folin—Ciocalteu. A partir de este anélisis se determiné una
concentracion de polifenoles de 1.56 4+ 0.06 mg de acido galico por gramo de muestra para C. cibarius
y 2.07 £ 0.07 mg de acido galico por gramo de muestra para P. djamor.

Cuadro 11. Cuantificacion de fenoles totales en la fraccion etanodlica de C. cibarius y P. djamor

Hongo FT (mg acido galico/g de muestra)
C. cibarius 1.56 £ 0.06
P. djamor 2.07 £ 0.07

Nota. Resultados cuantitativos de las pruebas fitoquimicas para la deteccién de compuestos fendlicos en los extractos
de C. cibarius y P. djamor. La cuantificaciéon de fenoles totales se expres6é como mg de acido galico por gramo de
muestra.

8.2.3. Caracterizaciéon preliminar de los compuestos lipofilicos

Debido a la naturaleza compleja y heterogénea de la fracciéon lipofilica, no se realizdé una cuan-
tificacion colorimétrica especifica de los compuestos lipofilicos aislados. En su lugar, se llevd a cabo
un analisis cromatografico mediante cromatografia en capa fina (TLC) con el objetivo de evaluar,
de manera preliminar, la presencia y el comportamiento cromatogréafico de los compuestos apolares
extraidos.

Cuadro 12. Rendimiento y factor de retencion (Rf) de los fragmentos lipofilicos aislados a partir de
C. cibarius y P. djamor mediante TLC

Hongo Fragmento Rendimiento (%) Factor de retencion (Rf) Actividad antioxidante
1 6.7 0.61 N
Cantharellus cibarius ©
2 35.68 0.88 Si
Pleurotus djamor 1 7.49 0.86 Si

Nota. Rendimiento (%) y factor de retencién (Rf) de los fragmentos lipofilicos aislados de Cantharellus cibarius
y Pleurotus djamor mediante cromatografia en capa fina (TLC), utilizando como fase mévil una mezcla de he-
xano:acetato de etilo (7:3). Ademaés, se muestran los resultados de la prueba de DPPH en placa TLC para evaluar
la capacidad antioxidante de cada fragmento.

La fraccién lipofilica de ambos hongos fue sometida a analisis por TLC analitica y preparativa con
el fin de identificar y separar los componentes individuales presentes en la fraccion total. En el caso de
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C. cibarius, se obtuvieron dos fragmentos con diferentes porcentajes de rendimiento, observandose
un mayor rendimiento para el fragmento 2, lo que sugiere la predominancia relativa de ciertos
metabolitos apolares sobre otros (Cuadro . Debido a la mayor cantidad de producto obtenida
para este fragmento, el fragmento 2 de C. cibarius fue seleccionado para los anélisis posteriores.

Para el fragmento seleccionado de C. cibarius, se determiné un factor de retencion (Rf) de 0.86
empleando como fase movil una mezcla de hexano:acetato de etilo (7:3). Considerando la alta pro-
porcion de hexano en el sistema de elucion y la elevada distancia recorrida por el compuesto sobre la
placa cromatografica, estos resultados sugieren que el fragmento aislado presenta un caracter mar-
cadamente apolar, compatible con la posible presencia de metabolitos lipofilicos como terpenoides o
esteroles, previamente indicados por las pruebas colorimétricas.

De manera similar, en el caso de P. djamor se aislé tnicamente un fragmento lipofilico con un
rendimiento del 7.49 %, el cual presenté un factor de retencion muy similar al de C. cibarius (Rf =
0.86), lo que sugiere la extraccion de metabolitos con una polaridad muy parecida entre si. Ademas,
a partir de la prueba de DPPH, se confirm¢ el perfil antioxidante de ambos fragmentos debido a la
aparicion de una mancha amarilla sobre la placa donde se aplicaron dichos extractos (Figura [22)).

8.2.4. Analisis FTIR

Las pruebas colorimétricas permitieron dar un acercamiento inicial para conocer la composicion
fitoquimica general de las principales fracciones aisladas. No obstante, para determinar mas a pro-
funidad los principales componentes aislados, se llevé a cabo un anélisis por FTIR para identificar
los principales enlaces o grupos funcionales de cada compuesto y asi poder intuir la naturaleza del
mismo.

Cuadro 13. Asignacion de bandas FT-IR de la fraccion de polisacaridos de C. cibarius y P. djamor

Asignacion C. cibarius (cm™1') P. djamor (cm™!) Intensidad
O-H (estiramiento) 3231.20 3220.78 Suave
Deformacion C-H 1427.92 1420.79 Suave
C-0-C/C-OH 1092.82 1096.66 Fuerte
Vibraciones de anillos, configuracion g 996.04 996.25 Suave
Vibraciones esqueléticas 446.85 406.52 Suave

Nota. Bandas principales de absorcion del espectro FTIR obtenido a partir de la fraccién acuosa de C. cibarius
y P. djamor (Figura A-B, Anexos)., con su respectiva intensidad y namero de onda del pico de absorcion
(em™1) (£0.01 cm™1).

El espectro FT-IR de la fraccién acuosa aislada presenta picos representativos de polisacaridos
fangicos, respaldando la efectividad del proceso de extraccion. Como se muestra en el Cuadro las
bandas de absorcién en el rango de 3220.78-3231.20 cm~! corresponden a la vibracién de estiramiento
caracteristica de los grupos ~OH presentes en los polisacaridos. En este caso, la intensidad suave de
esta banda (Figura [23| A-B), en comparacion con la banda intensa generalmente reportada, podria
estar asociada a la presencia de agua residual o a la formacién de extensas redes de puentes de
hidrégeno (Deveci et al., 2024; Hong et al., |2021))

Asimismo, se observaron vibraciones deformativas de grupos con simetria local, como el CHs,
evidenciadas por las bandas en el rango de 1420.79-1427.92 cm™!. Adicionalmente, la presencia de
picos en la region conocida como “huella dactilar” refuerza la posible presencia de polisacaridos,
debido a la deteccion de bandas intensas y variables asociadas a monosacaridos. Estas senales,
observadas en el intervalo de 1092.82-1096.66 cm ™!, reflejan estiramientos C-O en grupos C-OH y
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C-0-C caracteristicos de estructuras comunes de polisacaridos (Liu et al.,|2021; Hong et al., [2021)

Finalmente, las bandas de absorciéon detectadas en el rango de 996.04-996.25 cm ™! sugieren

la presencia de configuraciones [, asociadas a enlaces S-glicosidicos, lo cual es consistente con la
estructura tipica de polisacaridos fungicos (Deveci et al., [2024; Hong et al., 2021)

La alta similitud entre los espectros FT-IR y las bandas de absorcién observadas en C. cibarius y
P. djamor sugiere la presencia de un perfil de polisacaridos general comparable entre ambas especies,
con posibles diferencias en la concentraciéon relativa, tal como fue evidenciado mediante las pruebas
colorimétricas cuantitativas, y /o en la composicion especifica de monosacaridos que conforman dichas
macromoléculas.

Cuadro 14. Asignacion de bandas FT-IR de la fraccion etandlica de C. cibarius y P. djamor

Asignacion C. cibarius (cm™1!) P. djamor (cm™!) Intensidad
O-H fendlico 3242.99 3226.03 Fuerte
C-H alifatico 2935.61 2933.13 Suave
C=C 1563.27 1569.92 Fuerte
C-0 fendlico 1391.43 1396.00 Media

C-0 / C-O0-C 1077.44 / 1032.77 / 989.68 1076.18 / 1045.97 / 990.72 Media

Nota. Bandas principales de absorcion del espectro FTIR obtenido a partir de la fraccion etandélica de C. cibarius
y P. djamor (Figura C-D, Anexos), con su respectiva intensidad y nimero de onda del pico de absorcién
(em™1) (£0.01 cm™1).

La fracciéon etanolica de C. cibarius y P. djamor se caracterizé por la presencia de compuestos
semipolares, principalmente polifenoles, tal como fue evidenciado por las pruebas colorimétricas
realizadas. En consecuencia, se esperaban perfiles espectrales con bandas caracteristicas similares
entre ambas especies, particularmente asociadas a estructuras ricas en grupos hidroxilo aroméaticos.

Como se muestra en el Cuadro las bandas anchas de absorcién observadas en el rango de
3226.03-3242.99 cm~! corresponden a vibraciones de estiramiento de grupos ~OH fenélicos, carac-
teristicos de compuestos polifendlicos; o vibraciones de estiramiento de grupos C-H alifaticos de
carbonos sp3 asociados a cadenas laterales o sustituyentes (2933.13-2935.61 cm™!). Asimismo, la
presencia de polifenoles se ve reforzada por la deteccion de bandas en la region de 1563.27-1569.92
cm™!, asociadas a vibraciones de estiramiento C=C en anillos arométicos, una estructura comin en
este tipo de metabolitos. De igual manera, se identificaron bandas en el intervalo de 1391.43-1396.00
cm ™!, correspondientes a estiramientos C—~O aromaéticos, representativos de enlaces fenol y éter, ca-
racteristicos de compuestos fenolicos (Grasel et al., [2016]).

Adicionalmente, las vibraciones deformativas de grupos con simetria local, como el CHs, en
la region de 2933.13-2935.61 cm ™!, también pueden estar asociadas a la presencia de residuos de
carbohidratos u otros compuestos alifiticos, lo cual concuerda con la deteccion previa de polisacaridos
mediante la prueba de fenol-4cido sulfarico (Cuadro . En la regién conocida como “huella dactilar”,
se identificaron bandas entre 900-1080 cm ™!, correspondientes a vibraciones de estiramiento C-O
y C—0O-C, comtinmente asociadas a enlaces glucosidicos y estructuras piranoides (Puia et al.,|[2025]).

En conjunto, la presencia de bandas caracteristicas de distintos compuestos semipolares evidencia
la naturaleza mixta de la fraccién etanodlica. Asimismo, la similitud general observada entre los
espectros FT-IR de C. cibarius y P. djamor sugiere perfiles de metabolitos semipolares comparables
entre ambas especies, aunque con posibles diferencias en la composicion especifica, reflejadas por la
aparicion de bandas adicionales en la regiéon de huella dactilar.
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Cuadro 15. Asignacion de bandas FT-IR de la fraccion lipofilica de C. cibarius y P. djamor

Asignacion C. cibarius (cm™') P. djamor (cm™!) Intensidad

=C-H (alqueno) 3017.70 — Suave

C-H alifatico 2925.30 / 2854.90 2922.39 / 2853.55 Fuerte

C=0 (éster) 1742.33 1743.50 Media

CH, / CHs 1460.33 / 1377.60 1459.02 / 1377.44 Media

C-O-C (éster) 1162.65 / 1098.94 1098.48 / 1019.90 Media

C-H fuera del plano (alifatico) 754.02 795.16 / 772.47 Fuerte para C. cibarius y suave para P. djamor

Nota. Bandas principales de absorcion del espectro FTIR obtenido a partir de la fraccion lipofilica de C. cibarius
y P. djamor (Figura E-F, Anexos), con su respectiva intensidad y nimero de onda del pico de absorcién
(cm™1) (40.01 cm™1).

Finalmente, para la fraccion lipofilica de C. cibarius y P. djamor se evalud la presencia de
metabolitos de naturaleza apolar, en concordancia con la baja polaridad de los disolventes empleados
durante la extraccion y con los resultados obtenidos en las pruebas colorimétricas cualitativas, las
cuales sugirieron la posible presencia de terpenoides. En primer lugar, la ausencia de bandas intensas
asociadas a grupos polares, como la banda ancha caracteristica del estiramiento O-H ( 3500-3200
cm™ 1), evidencia un aislamiento selectivo de metabolitos lipofilicos respecto a compuestos de mayor
polaridad.

Se identificaron bandas correspondientes a estiramientos C—H alifaticos en los rangos de 2925.30 /
2854.90 cm ™! para C. cibarius y 2922.39 / 2853.55 cm ™! para P. djamor, caracteristicas de cadenas
alifaticas largas presentes en lipidos y otros metabolitos lipofilicos. Asimismo, se observaron bandas
asociadas a estiramientos C=0 propios de grupos éster, localizadas en 1742.33 cm ™! y 1743.50 cm ™1,
respectivamente, asi como bandas de deformacion CHy /CHj3 en la region de 1460.33 / 1377.60 cm ™~ y
1459.02 / 1377.44 cm™!, lo cual sugiere la presencia de cadenas hidrocarbonadas saturadas (Forfang
et al.,2017; Dzurendova et al., 2020)). Ademas, se observaron bandas en la regién 1058.67 cm ™! para
C. cibarius y 1098.48-1019.90 cm~! para P. djamor, asociadas a estiramientos C-O-C, compatibles
con la presencia de enlaces éster o éteres alifaticos. En la region conocida como “huella dactilar”, se
observaron diferencias mas marcadas entre ambas especies, reflejando variaciones en la composicion
relativa de los metabolitos lipofilicos presentes (Forfang et al.,[2017; Dzurendova et al., 2020).

Especificamente, para C. cibarius se observo una banda de alta intensidad en 754.02 cm ™1, co-

rrespondiente a vibraciones de C—H fuera del plano, la cual puede estar asociada a la presencia
de estructuras ciclicas alifaticas o insaturadas, como anillos presentes en terpenoides o compuestos
esteroideos. En contraste, P. djamor presenté bandas de menor intensidad en esta region (795.16
/ 772.47 ecm™1), lo que sugiere diferencias composicionales entre ambas especies, posiblemente re-
lacionadas con variaciones en el grado de saturaciéon o en la proporcion relativa de los metabolitos
lipofilicos presentes (Forfang et al., [2017; Dzurendova et al., [2020).

8.3. Evaluacion del potencial citotéxico de las fracciones fiin-
gicas

8.3.1. Evaluacion de citotoxicidad en células no tumorales (CHO)

Una vez conocida la composicion principal de cada fraccion fingica, se queria determinar su posi-
ble efecto citotéxico sobre las lineas celulares de interés. Previo a esto, se llevé a cabo una evaluaciéon
de la citotoxicidad de cada fraccion mediante ensayos de MTT y curvas de dosis-respuesta en lineas
celulares no tumorales para determinar la concentracion minima inhibitoria (ICsg) y asegurar la
seguridad de las fracciones utilizadas.
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Figura 10. Resultado de ensayo de viabilidad celular a diferentes concentraciones (0 — 300 pg/mL)
de los polisacaridos extraidos de C. cibarius y P. djamor sobre células de ovario de hamster chino
(CHO) incubadas por 24, 48 y 72 horas
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Nota. La viabilidad celular y la correspondiente concentracién minima inhibitoria se determinaron mediante el
ensayo de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) en cada concentracion.

En el caso de los polisacaridos fiingicos de ambas especies, se present6 una citotoxicidad inicial a
las 24 horas, siendo la concentracion de 300 pug/mL la que provoco un mayor efecto citotoxico, con
una reduccion de la viabilidad celular hasta aproximadamente el 60 % (Figura .

A las 48 horas, se observaron valores de viabilidad celular cercanos al control en la mayorfa de las
concentraciones evaluadas. Sin embargo, a las 72 horas se evidenci6 el mayor efecto citotoxico, siendo
las concentraciones de 25, 50 y 250 ug/mL las que generaron una mayor reduccion de la viabilidad
celular en el caso de C. cibarius, con valores menores al 60 %; y 150 ug/mL para P. djamor, con
una reduccion superior al 80 %. Observandose, bajo estas condiciones, una mayor disminucion de
la viabilidad celular en los tratamientos con polisacaridos de C. cibarius en comparaciéon con P.
djamor.

Debido a que no se observo una tendencia dosis—respuesta clara y al comportamiento no lineal
de la respuesta en ambas fracciones, no fue posible determinar la concentraciéon minima inhibitoria
(ICs0). No obstante, se observd una mayor citotoxicidad generalmente a concentraciones superiores
a 100 pg/mL.
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Figura 11. Resultado de ensayo de viabilidad celular a diferentes concentraciones (0 — 300 pg/mL)
de la fraccion etandlica extraida de C. cibarius y P. djamor sobre células de ovario de hamster
chino (CHO) incubadas por 24, 48 y 72 horas
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Nota. La viabilidad celular y la correspondiente concentracién minima inhibitoria se determinaron mediante el
ensayo de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) en cada concentracion.

Por otro lado, en el caso de la fraccion etandlica, se observo un comportamiento dosis—respuesta
constante y sin una tendencia marcada, evidenciando la baja citotoxicidad de la fraccién. El horario
en el que se observo el mayor efecto citotoxico fue a las 48 horas, con una disminucion de la viabilidad
celular menor al 80 % pero mayor al 70 % a concentraciones mayores a 50 ug/mL en ambas especies.
No obstante, la viabilidad celular mostré valores cercanos al control negativo a las 72 horas.

De igual manera, no se logré determinar la concentraciéon minima inhibitoria para esta fraccion,
debido a que no se observo una correlacion significativa entre la concentracion agregada y la viabilidad
celular. En conjunto, esta fracciéon mostré una menor citotoxicidad en lineas celulares no tumorales.
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Figura 12. Resultado de ensayo de viabilidad celular a diferentes concentraciones (0 — 300 pg/mL)
de la fraccion lipofilica extraida de C. cibarius y P. djamor sobre células de ovario de hamster
chino (CHO) incubadas por 24, 48 y 72 horas

24 horas 48 horas 72 horas

100-M: Bo_w

=]
3
3
3
]

@

3
1
@
3

@

3
1
@
3

a

S
1
IS
S

N
S
1

Porcentaje de viabilidad
(%)
8

Porcentaje de viabilidad
(%)
Porcentaje de viabilidad
(%)

C. cibarius

T T T T T 1
T T T T T T 1 T T T T T 1
50(: “io o 150{ |2°° L25° 300 0 5 100 150 200 250 300 0 5 100 150 200 250 300
oncentracién estimulo (ug/mL) Concentracién estimulo (ug/mL) Concentracién estimulo (ug/mL)

o

Fraccion lipofilica

P. djamor

80 80 80

60 60 60

40 40 40

20¢ 20+ 20

Porcentaje de viabilidad
(%)
Porcentaje de viabilidad
(%)
Porcentaje de viabilidad
(%)

T T T T T 1 T T T T T 1 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300

Concentracién estimulo (ug/mL) Concentracién estimulo (ug/mL) Concentracién estimulo (ug/mL)

Nota. La viabilidad celular y la correspondiente concentracién minima inhibitoria se determinaron mediante el
ensayo de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) en cada concentracion.

Finalmente, en el caso de la fraccion lipofilica de C. cibarius, se observé un comportamiento simi-
lar en las distintas concentraciones utilizadas y bajo los diferentes tiempos evaluados. Nuevamente,
se evidencié una ligera disminucion de la viabilidad celular a concentraciones mayores a 50 pug/mL;
sin embargo, en ningin caso la viabilidad celular descendi6 por debajo del 70 %. Por esta razon, no
fue posible determinar la concentraciéon minima inhibitoria para esta fraccion.

Por otro lado, en el caso de la fraccion lipofilica de P. djamor, el extracto no mostro citotoxicidad
aparente a las 24 y 48 horas. No obstante, tras 72 horas de incubacién, se observé una ligera
disminucion de la viabilidad celular, con un comportamiento similar al observado para C. cibarius.

8.3.2. Evaluacién del efecto citotoxico en lineas celulares de neuroblasto-
ma (SH-SY5Y y LAN-1)

Bajo la hipoétesis de que las fracciones aisladas presentaban un mayor efecto citotéxico sobre
lineas celulares tumorales que sobre las no tumorales, se evalué dicha capacidad mediante ensayos
de MTT en las lineas celulares de neuroblastoma SH-SY5Y y LAN-1.
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Figura 13. Resultado de ensayo de viabilidad celular a diferentes concentraciones (100 — 300
ug/mL) de los polisacaridos extraidos de C. cibarius y P. djamor sobre células de neuroblastoma
(SY5Y y LAN-1) incubadas por 24, 48 y 72 horas
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Nota. La viabilidad celular y la correspondiente concentracién minima inhibitoria se determinaron mediante el
ensayo de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) en cada concentracion. Los datos se
expresan como media + DE. El analisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA de una via seguido de la prueba post
hoc de Dunnett, comparando cada concentracion con el control positivo. *p <= 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001,
**%p < 0.0001.

Con base en los ensayos de viabilidad realizados en células CHO, se seleccionaron las concen-
traciones de 100, 200 y 300 pg/mL para los ensayos posteriores en las lineas celulares SH-SY5Y y
LAN-1, dado que en este rango se observaron variaciones en la viabilidad celular sin inducir una
citotoxicidad severa en células no tumorales (Figura .

En la linea celular SH-SY5Y, no se observo un efecto citotoxico estadisticamente significativo
a las 24 horas tras la exposicion a los polisacaridos extraidos tanto de C. cibarius como de P.
djamor (Figura [13). Sin embargo, a las 48 horas, los polisacaridos de C. cibarius generaron un
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descenso significativo en la viabilidad celular a concentraciones de 200 y 300 ug/mL (26.8% y
27.1 %, respectivamente). De forma similar, aunque con menor nivel de significancia estadistica, los
polisacaridos de P. djamor también redujeron la viabilidad celular, siendo més evidentes los efectos
a 100 y 300 pg/mL (75.4% y 76.6 %, respectivamente).

Tras 72 horas de incubacién, se observé un incremento en la viabilidad celular superior al 70 % en
los ensayos tratados con los polisacaridos de C. cibarius en las tres concentraciones evaluadas (100,
200 y 300 pg/mL), siendo 100 pg/mL la que mostro el mayor porcentaje de viabilidad (88.3 %). En
contraste, los polisacaridos de P. djamor produjeron una disminucién significativa de la viabilidad
celular a las tres concentraciones probadas, siendo 300 ug/mL la mas citotoxica (4.3 %, p < 0.0001).

Por otro lado, en la linea celular LAN-1, la exposicion a los polisacaridos de C. cibarius produjo
una ligera disminucion en la viabilidad celular a las 24 y 48 horas, siendo 100 ug/mL la concentracion
con mayor reduccion (75.4 %, p = 0.0003). No obstante, la viabilidad celular aument6 nuevamente
a las 72 horas, alcanzando valores similares al control negativo en dicha concentracion.

En el caso de los polisacaridos de P. djamor, no se observd una tendencia lineal clara en la
viabilidad celular. A las 24 horas, la viabilidad disminuy6 conforme aument6 la concentraciéon. Pos-
teriormente, a las 48 horas, se observé una ligera reduccién en las concentraciones de 200 y 300
ug/mL. Sin embargo, a diferencia de lo observado con C. cibarius, no se registré una recuperacion
de la viabilidad a las 72 horas; por el contrario, la viabilidad continué disminuyendo, siendo 300
pg/mL la concentracion con el efecto méas marcado (45.8%, p < 0.0001).
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Figura 14. Resultado de ensayo de viabilidad celular a diferentes concentraciones (50 — 200 pg/mL)
de la fraccion etanolica extraida de C. cibarius y P. djamor sobre células de cancer de mama
(SY5Y y LAN-1) incubadas por 24, 48 y 72 horas
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Nota. La viabilidad celular y la correspondiente concentracién minima inhibitoria se determinaron mediante el
ensayo de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) en cada concentracion. Los datos se
expresan como media + DE. El analisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA de una via seguido de la prueba post
hoc de Dunnett, comparando cada concentraciéon con el control positivo. *p <= 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001,
**%p < 0.0001.

Por otro lado, para la fraccion etanolica se utilizaron concentraciones entre 50-200 pg/mL, dado
que a partir de este rango se comenz6 a observar un efecto citotoxico significativo.

En la linea celular SH-SY5Y, el tratamiento con la fraccion etanoélica de C. cibarius indujo una
disminucion dependiente de la concentracion a las 24 horas, siendo 200 pg/mL la concentracion que
gener6 la mayor reduccion en la viabilidad celular (66.37 %, p = 0.0005). Sin embargo, después de 48
horas de incubacion, la viabilidad celular aumenté en los grupos tratados con las tres concentraciones
evaluadas. Esta tendencia se mantuvo a las 72 horas, momento en el cual los niveles de viabilidad
celular fueron similares a los del control negativo.
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En contraste, tras la exposicion a la fraccion etanolica de P. djamor, se observd una disminucion
significativa y dependiente de la concentracion en la viabilidad celular después de 24 horas de incu-
bacion, siendo nuevamente 200 pg/mL la concentracion que produjo la mayor reduccion (42.77 %,
p < 0.0001). A las 48 horas, se observo un ligero incremento en la viabilidad celular en los grupos
tratados con 100 y 200 pg/mL (68.93% y 59.17 %, respectivamente). No obstante, a las 72 horas
se evidencié nuevamente una disminucion significativa de la viabilidad celular, especialmente a 200
ug/mL (39.67 %, p < 0.0001).

En la linea celular LAN-1, el tratamiento con la fraccion etandlica de C. cibarius produjo una
disminucion significativa y dependiente de la concentracion en la viabilidad celular a las 24 horas,
siendo mas marcada a 200 pg/mL (43.4%, p < 0.0001). Después de 48 horas de incubacion, se
observo un aumento en la viabilidad celular en los grupos tratados con 100 y 200 pg/mL. Esta
recuperaciéon fue atin mas evidente a las 72 horas, momento en el cual todas las concentraciones
evaluadas mostraron un incremento significativo en la viabilidad, alcanzando incluso valores similares
al control negativo como observado en el grupo tratado con 50 ug/mL (99.83 %).

Por otro lado, tras la aplicacion de la fracciéon etanolica de P. djamor en LAN-1, se observo una
ligera reduccién dependiente de la concentraciéon en la viabilidad celular después de 24 y 48 horas;
sin embargo, estos cambios no fueron estadisticamente significativos. Finalmente, a las 72 horas de
incubacion si se detectd una disminucion significativa de la viabilidad celular, especialmente a 200
pg/mL (61.87 %, p = 0.0002).
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Figura 15. Resultado de ensayo de viabilidad celular a diferentes concentraciones (100 — 300
ug/mL) de la fraccion lipofilica extraida de C. cibarius y P. djamor sobre células de céncer de
mama (SH-SY5Y y LAN-1) incubadas por 24, 48 y 72 horas
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Nota. La viabilidad celular y la correspondiente concentracién minima inhibitoria se determinaron mediante el
ensayo de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) en cada concentracién. Los datos se
expresan como media + DE. El analisis estadistico se realizé mediante ANOVA de una via seguido de la prueba post
hoc de Dunnett, comparando cada concentracién con el control positivo. *p <= 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001,
k< 0.0001.

Seguidamente, al igual que en las pruebas con los polisacaridos, se realizé una prueba de citoto-
xicidad en las lineas celulares tumorales SH-SY5Y y LAN-1 utilizando la fraccién lipofilica extraida
de C. cibarius y P. djamor.

En la linea celular SH-SY5Y, la fraccién lipofilica de C. cibarius indujo una disminucién signi-
ficativa y dependiente de la concentracién en el porcentaje de viabilidad celular entre las 24 y 48
horas, siendo la concentracion de 300 pg/mL la que produjo la mayor reduccion (37.51 %). Tras 72
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horas de incubacién, se observo un aumento en la viabilidad celular en los grupos tratados con 100
y 200 pg/mL, en comparacion con los tiempos previos. Sin embargo, el tratamiento con 300 pg/mL
no siguié esta tendencia, manteniendo una reduccion significativa en la viabilidad celular (35.23 %,
p < 0.0001).

Por otro lado, la fraccion lipofilica de P. djamor también redujo significativamente la viabilidad
celular en SH-SY5Y a las 24 horas de incubacién. Posteriormente, los valores de viabilidad aumen-
taron a las 48 horas, aunque a las 72 horas se observdé nuevamente una disminucién significativa,
siendo la concentracion de 200 pg/mL la que produjo el mayor efecto citotoxico.

En la linea celular LAN-1, tras la exposicion a la fraccion lipofilica de C. cibarius, el compor-
tamiento de la viabilidad celular vari6 en funcién de la concentraciéon y el tiempo de exposicion.
A las 24 horas no se observaron cambios significativos, excepto a 200 ug/mL, donde la viabilidad
disminuy6 levemente hasta 74.39 %. A las 48 horas, se evidencié una reduccién mas marcada de
la viabilidad celular en las tres concentraciones evaluadas, nuevamente siendo 200 pug/mL la que
produjo el mayor descenso. No obstante, después de 72 horas, la viabilidad celular aumenté en los
grupos tratados con 100 y 200 ng/mL, mientras que el tratamiento con 300 pug/mL mantuvo una
tendencia a la disminucion (73.12 %).

Finalmente, tras la aplicacion de la fraccion lipofilica de P. djamor en la linea LAN-1, no se
observaron cambios significativos en la viabilidad celular a las 24 horas. Sin embargo, después de
48 horas se registroé una disminucién significativa dependiente de la concentracion, tendencia que se
mantuvo hasta las 72 horas, siendo 300 ug/mL la concentracion que gener6 la mayor reduccion de
viabilidad celular (45.88 %, p < 0.0001)

8.4. Determinaciéon del posible mecanismo de muerte celular
inducido por las fracciones fliingicas

Al haber determinado el potencial citotéxico de cada una de las fracciones aisladas, se planteo la
determinacion del mecanismo de muerte celular inducido. Esto se realizé mediante la amplificacion
de genes asociados a tres principales rutas de muerte celular principales: la ruta apoptoética intrinseca
(caspasa 9), extrinseca (caspasa 8), activacion mixta (caspasa 8) y necroptosis (RIPK3)
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Figura 16. Niveles de expresion génica de genes asociados a distintas rutas de muerte celular en las
lineas celulares tumorales SH-SY5Y y LAN-1 y en la linea celular control CHO, tratadas con

polisacéridos extraidos de C. cibarius y P. djamor a una concentracion de 200 ug/mL tras 12 y 24
horas de incubacién
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En la linea celular no tumoral CHO, tras la exposicién a los polisacaridos extraidos de C. cibarius,
se observd una marcada amplificacion del gen asociado a la caspasa-8, aproximadamente 15 veces
mayor en comparacion con el control negativo. Asimismo, se detectd6 una ligera amplificacién de
los genes de caspasa-9 y caspasa-3 (5.67 y 6.49 veces, respectivamente). La expresion de RIPKS3
se mantuvo cercana a los niveles basales. Por otro lado, la exposiciéon a los polisacaridos de P.
djamor indujo una marcada amplificacion de los genes de caspasa-8 y caspasa-9 (10.48 y 14.74
veces, respectivamente), seguida de un incremento més discreto en la expresion de caspasa-3 y
RIPKS3 (4.57 y 1.12 veces, respectivamente).

En la linea celular SH-SY5Y, la exposiciéon a los polisacaridos de C. cibarius produjo un leve
aumento en la expresion de los genes de caspasa-8, caspasa-9 y caspasa-3, siendo caspasa-9 la que
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presento6 la mayor amplificacion (5.72 veces respecto al control negativo). No se detecté un aumento
perceptible en la expresion de RIPK3. En contraste, los polisacaridos de P. djamor indujeron una
marcada amplificacion del gen de caspasa-9 (23.90 veces), seguida de caspasa-8 (7.47 veces). La
expresion de caspasa-3 mostré un aumento leve (1.71 veces), mientras que RIPKS permanecid
cercana a niveles basales.

Finalmente, en la linea celular tumoral LAN-1, los polisacaridos de C. cibarius no indujeron
cambios relevantes en la expresion de los genes evaluados, observindose tnicamente un aumento
discreto en caspasa-9 (3.04 veces). En cambio, la exposicion a los polisacaridos de P. djamor generd
una mayor amplificacion de los genes de caspasa-9 y caspasa-8 (11.86 y 13.51 veces, respectivamente),
seguida de incrementos més moderados en caspasa-8 (3.83 veces) y RIPKS3 (1.62 veces).

Figura 17. Niveles de expresion génica de genes asociados a distintas rutas de muerte celular en las
lineas celulares tumorales SH-SY5Y y LAN-1 y en la linea celular control CHO, tratadas con la
fraccion etandlica extraida de C. cibarius y P. djamor a una concentracion de 200 pg/mL tras 12 y
24 horas de incubaciéon
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Por otro lado, tras la exposiciéon a la fraccion etanolica aislada de ambas especies de hongos se
obtuvieron los siguientes resultados.

En la linea celular no tumoral CHO, no se observé una activacion evidente de los genes asociados
a las rutas de muerte celular evaluadas tras el tratamiento con la fraccion etanoélica de ninguna de
las especies, en comparaciéon con el control negativo.

En la linea celular tumoral SH-SY5Y, el tratamiento con la fracciéon etanoélica de C. cibarius
indujo una marcada amplificacién de los genes asociados a caspasa 8§ y caspasa 9, con niveles de
expresion relativa de 26 y 39.97, respectivamente. Sin embargo, no se observé una amplificacion
perceptible de caspasa 3 ni de RIPK3 (0.42 para ambas). Por otro lado, tras la exposicion a la
fraccion etanolica extraida de P. djamor, se observé una marcada amplificacién del gen asociado
a caspasa 9 (100.78), seguida de una ligera amplificacion de caspasa 8 (11.16). Nuevamente, no se
observo amplificacion detectable de caspasa 3 ni de RIPKS.

Finalmente, en la linea celular tumoral LAN-1 se observaron niveles marcadamente elevados de
expresion de genes asociados a rutas de muerte celular tras el tratamiento con la fraccién etandlica
de ambas especies. En particular, la fraccion etanolica de C. cibarius indujo una marcada expresion
de caspasa 8 (524.34), caspasa 3 (753.58) y RIPKS3 (223.49), seguida de una ligera amplificacion,
en relacion con los demas genes, de caspasa 9 (38.69). De manera similar, la fraccion etanolica de
P. djamor promovié una marcada amplificacion de caspasa 8 (389.69), caspasa 8 (613.08) y RIPK3
(135.24), seguida de una amplificaciéon menor de caspasa 9 (33.63).
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Figura 18. Niveles de expresion génica de genes asociados a distintas rutas de muerte celular en las
lineas celulares tumorales SY5Y y LAN-1 y en la linea celular control CHO, tratadas con la
fraccion lipofilica extraida de C. cibarius y P. djamor a una concentracion de 200 pg/mL tras 12 y
24 horas de incubaciéon
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Finalmente, también se evaluo la expresion de genes asociados a distintas rutas de muerte celular
tras la exposicion a la fraccion lipofilica aislada de C. cibarius y P. djamor en las lineas celulares
mencionadas.

En la linea celular no tumoral CHO, el tratamiento con la fraccién lipofilica de C. cibarius indujo
un aumento leve en la expresion de las caspasas 9 y 3, con niveles de expresion relativa de 8.64 y
9.10, respectivamente. Ademads, no se observo una activacion marcada de la caspasa 8 ni de RIPK3
en comparacion con el control negativo (0.92 para ambos).

Por otro lado, tras la aplicaciéon de la fraccion lipofilica de P. djamor, se observé una mayor
expresion del gen asociado a la caspasa 9 (15.98), seguida de un aumento leve en la expresion de
la caspasa 3 (4.81). De igual manera, no se detect6é una activacion relevante de la caspasa 8 ni de

67



RIPK3 (1.99 para ambos).

En la linea celular tumoral SH-SY5Y, la exposicion a la fraccion lipofilica de C. cibarius indujo
un aumento marcado en la expresion relativa de las caspasas 8 y 3 (27.23 y 28.60, respectivamente),
acompaniado de una menor amplificacion de la caspasa 9 (7.26) y de una ligera activacion de RIPK3
(4.10). Por otro lado, el tratamiento con la fraccion lipofilica de P. djamor gener6 una activacion
marcada tanto de RIPK3 (237.3) como de la caspasa 3 (107.76). Asimismo, se observo una expresion
elevada, aunque menor, de las caspasas 8 y 9 (32.29 y 29.07, respectivamente).

Finalmente, en la linea celular tumoral LAN-1, la exposicion a la fraccion lipofilica de C. cibarius
indujo una expresion elevada de las caspasas 8 y3 (38.24 y 27.04, respectivamente), seguida de una
menor amplificacion de la caspasa 9 (18.70). No se detect6é una activacion marcada de RIPKS3 (0.8)
en comparacion con el control negativo. Por otro lado, el tratamiento con la fraccién lipofilica de P.
djamor generd una activacion elevada de los genes asociados a las caspasas 8, 9 y 3 (36.60, 27.17 y
69.25, respectivamente), acompainada de una leve expresion de RIPK3 (1.29).
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capiTuLo 9

Discusion

9.1. Rendimiento de extraccion

Los hongos comestibles suponen una potencial fuente de compuestos bioactivos con posible activi-
dad oncologica. Estos se caracterizan por presentar una variedad de metabolitos polares, semipolares
y apolares con distintas propiedades y mecanismos de accion. La extraccion especifica de cada me-
tabolito depende del solvente utilizado y las condiciones de extraccion aplicadas. En este caso, se
aplicé una extraccion por ultrasonido ya que, a diferencia del uso individual de disolventes orgénicos,
se han reportado mayores porcentajes de rendimiento para este tipo de extraccion. Esto se debe a
que las ondas ultrasonicas generadas facilitan la ruptura de la pared fungica celular, la penetracion
del disolvente y la consiguiente liberacion de los principales metabolitos bioactivos (W. Wang et al.,
2022). No obstante, también se ha reportado que la exposicion a vibraciones excesivas puede afectar
la integridad estructural de macromoléculas como los polisacaridos y alterar su capacidad antioxi-
dante; o desintegrar polifenoles o terpenos afectando su actividad biolégica (Shen et al., 2023). Por
esta razon, durante el proceso de extraccion, se mantuvo una temperatura constante menor a 50°C
con el fin de minimizar la degradaciéon térmica de los componentes y se aplicO una potencia neta
controlada de 100 W, en lugar de una exposiciéon directa a 400 W, para reducir el impacto mecénico
y preservar la integridad estructural. De igual manera, cabe destacar la importancia de estandarizar
el protocolo de extracciéon para cada muestra a analizar y llevar a cabo métodos cromatograficos
(HPLC, GC-MS) para separar e identificar compuestos, técnicas espectroscopicas (FTIR, UV-Vis,
RMN) para confirmar la estructura y pureza, y analisis microscopico/morfologico (SEM) para ver
cambios en la estructura celular (Shen et al., 2023).

En cuanto a los porcentajes de rendimiento obtenidos, se observo que la fraccién etandlica presen-
t6 los mayores porcentajes de rendimiento para ambas especies (16.56 % para C. cibarius y 17.27%
para P. djamor, Cuadro , lo que sugiere una alta abundancia de metabolitos de naturaleza semi-
polar. El etanol es un disolvente ampliamente utilizado para la extracciéon de compuestos debido a
su amplio rango de solubilidad como solvente neutro capaz de extraer compuestos polifendlicos, fla-
vonoides y glucoconjugados, lo cual podria explicar el mayor rendimiento observado en esta fraccion
(J.-E. Lee et al., |2024).

Estudios previos han reportado porcentajes de extracciéon comparables para metabolitos semipo-
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lares en hongos comestibles y medicinales, con valores de polifenoles totales cercanos a 13.69 £+ 0.17
mg/g de extracto y flavonoides alrededor de 16.16 & 0.12 %, lo que indica que los rendimientos obte-
nidos en este estudio se encuentran dentro del rango esperado para este tipo de matrices bioldgicas
(Hu et al., 2023; Y. Wang et al., 2025).

Seguidamente, la fraccion de polisacéridos present6 el segundo mayor porcentaje de rendimiento
(9.05 % para C. cibarius y 8.49 % para P. djamor) demostrando la abundancia de esta macromolécula
en las especies fungicas estudiadas. Estos valores se encuentran dentro del rango de rendimientos
previamente reportados para la extraccion de polisacaridos utilizando agua destilada como solvente,
los cuales varian entre 4.7 % y 20.52 % (M. Wang y Yu, 2022; Aguil6-Aguayo et al., [2017).

Finalmente, la fraccion lipofilica presentd los menores porcentajes de rendimiento para ambas
especies a comparacion de las demas fracciones fungicas aisladas (0.41 % para C. cibarius y 0.88%
para P. djamor). Esto se debe a que los hongos comestibles generalmente representan un alimento
bajo en calorias con un contenido minimo de grasa (4-6 %) (Singh et al., |[2025).

Asimismo, la similitud en los porcentajes de rendimiento entre C. cibarius y P. djamor sugiere
un perfil global de metabolitos polares, semipolares y apolares comparable entre ambas especies,
aunque esto no implica necesariamente una composiciéon quimica idéntica, sino posibles diferencias
en la proporcién y naturaleza especifica de los compuestos presentes. Estas diferencias podrian influir
en la actividad biol6gica observada posteriormente, particularmente en los ensayos de citotoxicidad
y expresion génica.

9.2. Caracterizacion fitoquimica de las principales fracciones
fangicas aisladas

El perfil fitoquimico de las principales fracciones aisladas de los hongos depende tanto del sol-
vente utilizado, como del método de cultivo empleado. En el caso de la fracciéon de polisacaridos,
su presencia se confirmé mediante la prueba cualitativa y cuantitativa de fenol-acido sulftrico, ob-
teniéndose concentraciones de 9.97 y 9.29 mg/mL para C. cibarius y P. djamor, respectivamente.
La abundancia observada en las pruebas colorimétricas respalda la relevancia biolégica de estas
macromoléculas, las cuales han sido ampliamente asociadas con procesos de senalizacion celular.

En este contexto, se ha reportado la presencia de polisacaridos con actividad anticancerigena
en C. cibarius, particularmente polimeros de manano (M. K. Lemieszek et al., 2019)), asi como
polisacéaridos extracelulares de P. djamor con potencial antitumoral (Borges et al., 2013). Esto
destaca la importancia de su extraccion y refuerza la hipotesis de su uso como posible metabolito
con actividad anticancerigena.

Asimismo, los anélisis de FTIR permitieron confirmar la naturaleza de las macromoléculas aisla-
das debido a la observacién de bandas generalmente asociadas a enlaces glucosidicos, configuraciones
estructurales y grupos funcionales propios de polisacaridos. No obstante, no se logré llevar a cabo
una identificaciéon estructural definitiva dado que el espectro FTIR tnicamente permite identificar
posibles enlaces quimicos o grupos funcionales presentes. Por esta razon, se recomienda llevar a cabo
analisis quimicos méas especializados como HPLC acoplado a masas o RMN (Liu et al., [2021; Hong
et al., 2021).

Por otro lado, en la fraccion etanolica se evidenci6 la presencia de carbohidratos mediante la
prueba de fenol-acido sulfurico, lo que sugiere la posible extraccion de polisacaridos de baja pola-
ridad o de compuestos glucosilados solubles en etanol. Asimismo, se obtuvo un contenido promedio
de polifenoles de 1.56 + 0.06 mg de acido gélico/g de muestra para C. cibarius y 2.07 £ 0.07 mg de
acido galico/g de muestra para P. djamor. Para especies del género Cantharellus, se han reportado
concentraciones de polifenoles totales entre 1.2 y 2.5 mg GAE/g, dependiendo de la especie y del
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método de extraccion, lo que indica que los valores obtenidos en este estudio se encuentran dentro
del rango esperado para este tipo de matrices biologicas (Hernandez-Maranion et al., 2023)). Por otro
lado, se han realizado estudios previos en los que, tras el cultivo de Pleurotus djamor sobre una
mezcla de bagazo de agave y paja de cebada (1:1), se obtuvo una concentracion total de fenoles
de 230.27 mg GAE/g, identificAndose metabolitos como acido silicico y pirrol, siendo este ultimo
considerado un posible compuesto con actividad anticancerigena. A pesar de que en dicho estudio
se report6 un menor rendimiento de extraccion (10.629 + 0.04 %), la concentracion de polifenoles
fue significativamente mayor que en el presente trabajo (Cruz-Moreno et al., |[2023). Esta diferencia
puede atribuirse principalmente al medio de cultivo, ya que residuos industriales como el bagazo
de agave contienen compuestos organicos que favorecen la produccion de metabolitos bioactivos.
Ademas, los metabolitos secundarios, como los polifenoles, suelen sintetizarse en mayor proporcién
bajo condiciones de estrés, debido a su funciéon como mecanismos de defensa del hongo. Sin em-
bargo, al emplear un cultivo casero y aislado, no se generé un ambiente de estrés adecuado, lo que
probablemente limit6 la produccion de polifenoles. Por esta razoén, se recomienda el uso de sustratos
provenientes de residuos industriales o la aplicacién de bioestimulantes para potenciar su biosintesis.

De igual manera, a partir de los anélisis de FTIR se observo la presencia de bandas generalmente
asociadas a enlaces C—H alifaticos, enlaces C-O fenolicos y dobles enlaces C=C caracteristicos de
compuestos aromaticos. Esto respalda la posible presencia de compuestos polifenélicos. Sin embargo,
al tratarse de un extracto crudo y no de metabolitos o fracciones purificadas, estas bandas podrian
corresponder a distintos compuestos presentes en la muestra. Por ello, se recomienda complementar
estos resultados con técnicas analiticas més avanzadas, como las mencionadas con anterioridad.

No obstante, a pesar de la confirmaciéon de compuestos con capacidad reductora mediante la
prueba de Folin—Ciocalteu, se obtuvo un resultado negativo en la prueba de cloruro férrico, lo cual
puede atribuirse a la diferencia en la especificidad de ambas metodologias. Mientras que la prueba
de Folin—Ciocalteu se basa en una reaccion de transferencia de electrones entre el reactivo de Folin y
compuestos con capacidad reductora, incluyendo polifenoles, la prueba de cloruro férrico detecta de
forma selectiva compuestos con grupos orto- o para-dihidroxifenolicos. En este sentido, polifenoles
complejos, especialmente aquellos que carecen de dichos grupos o que se encuentran glicosilados,
pueden no generar una respuesta positiva detectable (Platzer et al., 2021). Este resultado se ve
reforzado por la prueba de DPPH, ya que la actividad antioxidante observada en los extractos
etanolicos confirma la presencia de compuestos con capacidad reductora, coherente con el resultado
positivo obtenido en la prueba de Folin—Ciocalteu.

Finalmente, en cuanto a la fraccion lipofilica, los resultados obtenidos sugieren una extraccion
selectiva y eficiente de metabolitos de naturaleza apolar, asi como un adecuado aislamiento respecto
a compuestos organicos polares. Esto se respalda por la ausencia de polisacaridos segin las pruebas
colorimétricas realizadas, asi como por la falta de picos caracteristicos de grupos hidroxilo, tales
como la banda ancha intensa comtnmente asociada a polisacaridos o polifenoles, en los espectros
FT-IR analizados (Figura [23| E-F).

A partir de las pruebas colorimétricas cualitativas, se evidenci6 la posible presencia de metabo-
litos de tipo terpenoide, particularmente triterpenos, debido a la obtencién de un resultado positivo
en la prueba de Liebermann—Burchard. De manera complementaria, los analisis por FT-IR permitie-
ron inferir diferencias en la composicién relativa de los metabolitos lipofilicos entre ambas especies
fangicas a partir de la observacion de bandas adicionales en la region del espectro conocida como la
huella dactilar. Estos espectros permitieron evidenciar la presencia de compuestos lipofilicos debido
a la observacion de bandas asociadas a cadenas alifaticas y grupos carbonilo. Sin embargo, al igual
que en los analisis anteriores, no se logré determinar la estructura final definitiva de los metabolitos
obtenidos.

Asimismo, es importante agregar que la prueba de DPPH demostro el perfil antioxidante de
ambos compuestos aislados. Esto refuerza su uso como posible agente citotoxico ya que, generalmente
los compuestos lipofilicos antioxidantes permiten proteger a las células del dano oxidativo y la
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peroxidacion lipidica, lo que reduce la iniciacion de mutaciones (Deveci et al., [2024)).

No obstante, es importante considerar que los hongos comestibles generalmente presentan un con-
tenido lipidico total inferior al 1%, lo cual respalda el bajo porcentaje de rendimiento obtenido para
la fraccion lipofilica en este estudio (0.41 % y 0.88 % para C. cibarius y P. djamor respectivamente)
(Cruz-Moreno et al., [2023).

En conjunto, las pruebas colorimétricas cualitativas y cuantitativas, junto con las técnicas croma-
tograficas y espectroscopicas, permitieron una caracterizacion fitoquimica integral de las fracciones
aisladas. La concordancia entre los resultados obtenidos mediante distintas metodologias respalda
la adecuada separacion de metabolitos segtin su polaridad, proporcionando una base sélida para la
interpretacion de los ensayos biologicos posteriores.

9.3. Evaluacién del potencial citotéxico de las fracciones fan-
gicas

Los resultados obtenidos mediante el ensayo MTT demuestran que el efecto citotoxico de las
fracciones fungicas no solo depende del tipo de fraccion y de la linea celular, sino también de la
especie fungica de origen. En general, Cantharellus cibarius y Pleurotus djamor presentaron perfiles
de citotoxicidad diferenciados, lo que sugiere diferencias en la composiciéon y/o concentracion de los
metabolitos bioactivos presentes en cada fracciéon. Esta variabilidad interespecifica es relevante, ya
que indica que el potencial biologico de los hongos evaluados no es uniforme y debe analizarse de
manera especifica para cada especie.

En primer lugar, tras llevar a cabo los ensayos de citotoxicidad en la linea celular no tumoral
CHO con los polisacaridos extraidos de C. cibarius y P. djamor, se obtuvieron resultados variables
entre los distintos tiempos y concentraciones evaluadas, por lo que no fue posible determinar una
concentraciéon minima o méaxima inhibitoria. Esto podria deberse a que el procedimiento de extrac-
cion empleado permitié obtener la fracciéon total de polisacaridos. Si bien el uso de agua destilada
favorece la extraccion de compuestos de alta polaridad, la fraccion recuperada probablemente incluyo
polisacéridos con distinto peso molecular, composicién de monosacéridos y conformacion estructural.

En diversos estudios se ha descrito que la actividad antitumoral de los polisacaridos puede in-
crementarse en funcién de caracteristicas estructurales como un mayor peso molecular, la presencia
de heteropolisacéaridos y la existencia de enlaces 5-(1—3) en la cadena principal, con ramificaciones
B-(1—6), entre otros (Ren et al.,|2012). Asimismo, se ha reportado que los exopolisacaridos pueden
presentar un efecto citotoxico diferente al de los polisacaridos intracelulares debido a variaciones en
su estructura y especificidad hacia diferentes lineas celulares (Do et al., [2021)).

En este sentido, la heterogeneidad estructural de la fraccion obtenida podria explicar la ausencia
de un patrén claro dosis-respuesta, dado que los polisacaridos con mayor potencial citotéxico ha-
brian compensado la baja citotoxicidad de otros componentes. De igual manera, la combinacién de
fracciones con diferente capacidad citotoxica podria estar relacionada con la marcada disminucion
en la viabilidad celular observada a las 72 horas en el caso de C. cibarius.

Por esta razon, seria recomendable realizar un fraccionamiento posterior mediante dialisis y
cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a espectrometria de masas (HPLC-MS), con el fin
de separar los polisacaridos en funcién de su estructura y evaluar de manera individual su efecto
citotoxico.

Posteriormente, los polisacaridos extraidos fueron aplicados sobre las lineas celulares de neu-
roblastoma SH-SY5Y y LAN-1. En el caso de SH-SY5Y, tras la exposiciéon a los polisacaridos de
C. cibarius se observo una disminucion significativa en la viabilidad celular (<30%) tras 48 ho-
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ras de incubacién. Sin embargo, a las 72 horas, la viabilidad aparente aument6 nuevamente. Este
comportamiento podria sugerir que, aunque los polisacaridos de C. cibarius ejercen un efecto ci-
totoxico temprano, las células serian capaces de activar mecanismos de compensacién metabdlica
o adaptacion celular que permiten restaurar parcialmente la actividad metabdlica detectada por el
ensayo.

Dicho fenémeno es consistente con lo descrito por M. K. Lemieszek et al.,[2018|, quienes demostra-
ron que las subfracciones individuales de polisacaridos de C. cibarius, obtenidas por cromatografia de
intercambio i6nico, presentan efectos biolégicos diferenciados en lineas celulares neuronales: algunas
fracciones inducen citotoxicidad, mientras que otras estimulan la actividad metaboélica mitocondrial
a través del incremento de la actividad de la deshidrogenasa. Considerando que el ensayo MTT eva-
laa la actividad metabolica mitocondrial, esta compensaciéon metabélica podria explicar el aumento
en la senal de viabilidad celular observada a las 72 horas, lo cual no necesariamente refleja una
ausencia de muerte celular. Por ello, se consider6 relevante también evaluar la expresiéon de genes
asociados a las principales vias de muerte celular.

En contraste, la exposicion a los polisacéridos de P. djamor indujo un efecto citotoxico més mar-
cado y sostenido, con porcentajes de viabilidad celular tan bajos como 4.3 %, que se mantuvieron
incluso a las 72 horas. Estas diferencias entre especies podrian atribuirse a variaciones en la compo-
sicién y estructura molecular de los polisacaridos. Esto es relevante dado que multiples estudios han
demostrado que la estructura de los polisacaridos influye directamente en su actividad citotéxica,
siendo més frecuente observar una mayor potencia biologica en aquellos con bajo grado de ramifica-
cion, naturaleza heteropolisacaridica y predominio de enlaces S-glucosidos (Ren et al.,[2012). Si bien
la presencia de polisacaridos fue confirmada mediante pruebas colorimétricas y FTIR, la estructura
especifica de estos compuestos atun no ha sido determinada. Por ello, resultaria pertinente realizar
hidrolisis acida seguida de cromatografia utilizando estandares de monosacaridos, asi como analisis
por resonancia magnética nuclear y espectrometria de masas, con el fin de caracterizar su estructura
y evaluar la relaciéon estructura—actividad biologica.

Ademas, estudios previos sugieren que los polisacaridos de C. cibarius ejercen su efecto anti-
tumoral principalmente a través de la modulacién del sistema inmune, por ejemplo mediante la
inhibicion de la via NF-xB, lo que reduce la expresiéon de genes asociados a supervivencia celular
tumoral. En este sentido, su accién anticancerigena podria depender principalmente de mecanismos
inmunomoduladores mas que de una citotoxicidad directa, lo que podria contribuir a explicar el
menor efecto observado sobre la viabilidad celular en comparacién con P. djamor. En apoyo a esta
hipoétesis, estudio previos han demostrado que los polisacaridos extraidos de P. djamor ejercen un
efecto antitumoral directo en otras lineas celulares, como MCF-7 de cancer de mama, asociado a la
sobreexpresion de reguladores clave del ciclo celular y apoptosis, incluyendo p21 y p53. Si bien estos
hallazgos no pueden extrapolarse de forma directa al neuroblastoma, sugieren que los polisacaridos
de P. djamor podrian poseer una mayor capacidad intrinseca para activar rutas de muerte celular
dependientes de caspasas (Jedinak y Sliva, 2008)).

Por otro lado, al aplicar los polisacaridos sobre la linea celular LAN-1 se observaron tendencias
similares. Los polisacaridos de C. cibarius indujeron una citotoxicidad inicial que posteriormente dis-
minuy6, mientras que los de P. djamor produjeron una reduccién sostenida de la viabilidad celular.
Sin embargo, en LAN-1 los porcentajes de viabilidad residual fueron mayores (>40%) en compa-
racion con SH-SY5Y. Esto podria relacionarse con el hecho de que LAN-1 presenta amplificacion
del oncogén MYCN, asociado a un fenotipo altamente proliferativo y metaboélicamente activo. Dado
que la sobreexpresion de MYCN favorece la actividad mitocondrial y la proliferacion celular, este
perfil podria contribuir a la mayor sefial metabolica detectada en LAN-1 tras la exposicion a los
polisacéridos (Huang et al., 2011)).

Al saber que los polisacéaridos ejercian un potencial efecto citotéxico sobre las lineas de neuro-
blastoma, también se evalu6 la actividad de la fraccion etandlica de ambos hongos. Sin embargo,
cabe destacar que, para esta fraccién, no se aislaron componentes individuales, sino que tinicamente
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se caracterizaron los principales grupos de compuestos presentes.

Inicialmente, al aplicar la fracciéon etanolica de ambas especies fingicas sobre la linea celular
CHO, se observ6 una disminucién en el porcentaje de viabilidad celular después de 24 y 48 horas de
incubacién. No obstante, la viabilidad celular volvié a aumentar a las 72 horas, lo cual sugiere que, a
pesar de ejercer una citotoxicidad inicial, las células CHO podrian activar mecanismos de adaptacion
que les permiten recuperarse. De manera similar a lo observado con la fraccion de polisacaridos, no
se evidencié un comportamiento dosis-respuesta claro que permitiera determinar una concentracién
minima o maxima inhibitoria en la linea celular control.

Esto podria deberse a que el etanol, al ser un solvente anfipético, permite la extraccion si-
multénea de distintos metabolitos. Segin Vamanu y Sultana, 2014/ y Guzman et al., 2009, en los
extractos etanolicos de estas especies o especies relacionadas se han identificado compuestos como
fenoles, carotenoides y esteroles. Generalmente, los polifenoles representan una de las fracciones més
abundantes y se han asociado con efectos anticancerigenos, razon por la cual fueron los principales
compuestos caracterizados mediante ensayos colorimétricos y analisis FT-IR. Sin embargo, debido
a la presencia de miiltiples componentes, la citotoxicidad observada podria corresponder al efecto
aditivo o sinérgico entre ellos. Asi, en cada concentracion aplicada, los compuestos con mayor po-
tencial citotéxico pudieron compensar el efecto de aquellos con menor actividad, lo cual explicaria la
ausencia de una relaciéon clara dosis-respuesta. Por esta razoén, se recomienda realizar una separacion
cromatografica y posterior analisis por espectrometria de masas con el fin de aislar los compuestos
de interés, identificarlos y evaluar su potencial citotoxico individualmente.

Al no observarse una disminuciéon de la viabilidad celular inferior al 80 % en la linea CHO,
se evalud el efecto citotoxico de la fraccion etanodlica sobre las lineas celulares de neuroblastoma
SH-SY5Y y LAN-1. En la linea SH-SY5Y, el tratamiento con la fraccién etanolica de C. cibarius
produjo una citotoxicidad significativa inicial (<70 %). Sin embargo, la viabilidad celular aumento
progresivamente tras 48 y 72 horas de incubacion, alcanzando valores cercanos a los basales. En
contraste, la fraccién etanodlica de P. djamor produjo una disminucion significativa y sostenida en
la viabilidad celular que se mantuvo incluso a las 72 horas, lo cual sugiere un mayor potencial
anticancerigeno en comparacion con la fraccion de C. cibarius.

De manera similar, en la linea celular LAN-1 se observé un comportamiento comparable al
descrito en SH-SY5Y. La fraccion etanodlica de C. cibarius produjo una citotoxicidad inicial incluso
més marcada que en SH-SY5Y, seguida de una recuperacion significativa después de 72 horas de
incubacion. Por otro lado, la fraccion etandlica de P. djamor produjo una disminucion significativa
en la viabilidad celular inicamente tras 72 horas de incubacién. No obstante, la magnitud del efecto
fue menor que la observada en SH-SY5Y, lo cual podria estar relacionado con el perfil biolégico més
agresivo de LAN-1.

En conjunto, los resultados sugieren que la fracciéon etanolica (posiblemente los polifenoles) de
P. djamor, a pesar de presentar un efecto mas tardio, ejerce un mayor y mas prolongado potencial
citotoxico sobre células de neuroblastoma. Aunque no se han encontrado estudios previos que evaliien
especificamente el efecto anticancerigeno de la fraccion etandlica de estas especies, se ha descrito
que sus extractos etanolicos y metanolicos presentan una marcada actividad antioxidante (Vamanu
y Sultana, 2014; Guzméan et al., 2009). En neuroblastoma, los compuestos antioxidantes pueden
modular la proliferacion celular mediante la neutralizacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
y la regulaciéon de vias de senalizacion asociadas al estrés oxidativo, pudiendo inducir apoptosis o
inhibicion del crecimiento tumoral (Qi et al., 2022). En concordancia con ello, la fraccion etandlica
de P. djamor demostré una mayor capacidad antioxidante en el ensayo de DPPH en comparacién
con la fraccion de C. cibarius, lo cual podria contribuir a explicar su mayor potencial citotoxico
observado en las lineas celulares de neuroblastoma.

Finalmente, se evalué el potencial citotoxico de la fraccion lipofilica de ambas especies fungicas.
Al aplicar dicha fraccion sobre la linea celular no tumoral CHO, no se observo un efecto citotoxico
significativo por parte de ninguna de las fracciones, ya que en ningun caso la viabilidad celular des-
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cendi6 por debajo del 70 %. Sin embargo, no fue posible determinar una concentracion inhibitoria
minima o méaxima, debido a la ausencia de una tendencia dosis-respuesta clara. Cabe destacar que,
debido a la naturaleza lipofilica del formazan, este puede interaccionar con lipidos u otros com-
puestos hidrofébicos, modificando su acumulacién intracelular y alterando la cinética de la reaccién
enzimatica, lo cual podria explicar la falta de una tendencia definida (Diaz et al., 2007). Por esta
razomn, serfa recomendable complementar estos resultados con otros ensayos de viabilidad celular,
como LDH o resazurina.

Posteriormente, la fraccion lipofilica fue aplicada sobre las lineas celulares de neuroblastoma
SH-SY5Y y LAN-1. En la linea SH-SY5Y, la fraccion lipofilica de C. cibarius indujo un efecto cito-
toxico significativo en las primeras 48 horas. No obstante, tras 72 horas de incubacién, se observo
un aumento en la viabilidad celular, con excepcion de la concentracion de 300 pg/mL, en la cual
la viabilidad continué disminuyendo. Esto sugiere que la fraccion lipofilica de C. cibarius no ejer-
ce un efecto citotoxico sostenido a concentraciones moderadas, observandose un efecto prolongado
dnicamente a concentraciones elevadas.

De manera similar, en la linea celular LAN-1 se observo un efecto citotéxico inicial seguido de una
recuperacion parcial de la viabilidad celular. Unicamente la concentracion de 300 pug/mL mantuvo
una disminucién progresiva en la viabilidad, lo cual indica que se requieren concentraciones elevadas
para inducir un efecto citotoxico sostenido. En general, las lineas tumorales mostraron una mayor
sensibilidad a esta fraccion que la linea no tumoral CHO, aunque la ausencia de una tendencia
dosis-respuesta clara limita la interpretaciéon biolégica de estos hallazgos.

Por otro lado, la fraccién lipofilica de P. djamor produjo una disminucién significativa y sostenida
de la viabilidad celular en la linea SH-SY5Y, manteniéndose por debajo del 60 % incluso después
de 72 horas de incubacién. De igual manera, en la linea LAN-1 se observo un efecto citotéxico
prolongado, aunque la disminucién en la viabilidad no fue evidente a las 24 horas, sugiriendo que
SH-SY5Y presenta una mayor sensibilidad inicial a esta fraccion.

El estudio de compuestos lipofilicos de origen fungico en neuroblastoma continta siendo limi-
tado. Sin embargo, diversos trabajos han sefialado que metabolitos lipofilicos, como acidos grasos
derivados de hongos, pueden ejercer efectos anticancerigenos mediante miltiples mecanismos. Estos
compuestos, debido a su caracter anfifilico, pueden integrarse en la membrana celular, alterar su flui-
dez, modular senales intracelulares, inducir detencién del ciclo celular e incluso activar la apoptosis
a través de la regulacion de ciclinas y caspasas (So et al., [2015). Aunque los mecanismos especificos
de las fracciones evaluadas en este estudio atin deben investigarse, los resultados obtenidos respaldan
su potencial efecto citotoxico sobre células de neuroblastoma.

A partir de los ensayos citotoxicos realizados, se observo que las fracciones fingicas de ambas
especies ejercen un efecto citotoxico sobre las lineas celulares de neuroblastoma en comparaciéon con la
linea celular no tumoral CHO, lo cual respalda su potencial para ser evaluadas en ensayos posteriores.
En términos generales, las fracciones fungicas extraidas de C. cibarius mostraron un efecto citotéxico
més prolongado en comparaciéon con las fracciones de P. djamor, lo que abre la posibilidad de
futuras lineas de investigacion orientadas a la evaluacién de esquemas de dosis repetidas. En este
contexto, la fraccion etanodlica destacé como la mas efectiva, al presentar un efecto citotoxico gradual
y sostenido en el tiempo. Adicionalmente, se observo que la linea celular SH-SY5Y fue generalmente
maés susceptible que la linea LAN-1, lo cual podria atribuirse al perfil agresivo de la linea LAN-1
provocado por la amplificacion del gen MYCN.
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9.4. Determinacién del posible mecanismo de muerte celular
inducido por las fracciones fliingicas

Al demostrarse que las fracciones fungicas ejercian un efecto citotoxico sobre las lineas celulares
tumorales, con una citotoxicidad limitada en células no tumorales, se busco determinar los mecanis-
mos de muerte celular inducidos por dichas fracciones. En primer lugar, en el caso de la fraccion de
polisacéridos, tras su aplicacion sobre la linea celular no tumoral CHO se observé la activaciéon de
genes asociados a caspasas iniciadoras de la apoptosis extrinseca (caspasa-8) e intrinseca (caspasa-
9), asi como de la caspasa ejecutora (caspasa-3). Este patrén sugiere que, a la concentracion de
200 pg/mL, los polisacaridos pueden activar rutas de sefializacion asociadas a muerte celular incluso
en células no tumorales; sin embargo, dicha activacion no fue suficiente para inducir una pérdida
significativa de la viabilidad metabdlica.

En efecto, los ensayos de MTT mostraron que, a esta concentracion, la viabilidad celular en CHO
se mantuvo por encima del 70 %, lo que indica que, a pesar de la activacion transcripcional de genes
proapoptoticos, la integridad metaboélica de las células no se vio gravemente comprometida. Este
fenébmeno podria explicarse por al menos dos mecanismos complementarios. Por un lado, los polisa-
céaridos podrian haber inducido una senal inicial de estrés celular capaz de activar transitoriamente
la expresion de caspasas, la cual fue posteriormente compensada por mecanismos de supervivencia
celular. En este contexto, se ha descrito que la exposicion transitoria a estimulos proapoptoticos
puede generar una activacion parcial de la caspasa-3, suficiente para inducir cambios morfologicos
asociados a apoptosis sin comprometer de manera irreversible la viabilidad celular. Este proceso,
conocido como anastasis, permite a las células revertir el programa apoptotico tras la eliminacion
del estimulo (Sun et al., |2017), lo que podria explicar la activacion de caspasas observada sin una
disminucién marcada de la actividad metabdlica.

Por otro lado, se ha demostrado que las caspasas, particularmente la caspasa-3, también pueden
cumplir funciones no apoptoéticas, incluyendo la regulacion de la proliferacion celular mediante la
escision proteolitica de proteinas clave como retinoblastoma (Rb) y p21. Asimismo, la activacion de la
caspasa-8 puede desempenar un papel regulador al inhibir la activacién aberrante de la necroptosis,
dado su efecto inhibitorio sobre RIPKS3, lo cual es consistente con la ausencia de una amplificacion
significativa de este gen en las células CHO evaluadas (Abdelghany et al.,|2024).

En este contexto, seria relevante evaluar la expresion de genes asociados a recuperacion celular
y reprogramacion fenotipica, como TGFfS y Snail, tras estimulos proapoptoticos subletales. Adicio-
nalmente, el anélisis de genes de la familia Bcl-2 permitiria determinar si la integridad mitocondrial
se vio afectada, mientras que ensayos de citometria de flujo utilizando anexina V/PI contribuirian
a confirmar la induccién de apoptosis y a establecer si las células fueron capaces de recuperarse tras
la exposiciéon a los polisacéaridos.

Por otro lado, en las lineas celulares tumorales se observo la activacion tanto de la caspasa-8
como de la caspasa-9, siendo esta ultima la que mostré una amplificaciéon dominante. La apoptosis
en células tumorales suele involucrar la activacion coordinada de multiples componentes de la ma-
quinaria apoptdtica; sin embargo, el hecho de que la expresion de caspasa-9 fuera aproximadamente
dos veces mayor que la de caspasa-8 en el caso de C. cibarius, y entre dos y dieciséis veces mayor
en el caso de P. djamor, sugiere que la via predominante de muerte celular inducida corresponde a
la apoptosis intrinseca.

Este mecanismo ha sido previamente descrito para polisacaridos fingicos en distintos modelos
tumorales. De manera general, se ha propuesto que estos compuestos son reconocidos por receptores
de senalizacién como dectina-1 o TLR4, lo que conduce a la activacion de vias intracelulares como
MAPK o PI3K/Akt. Estas rutas pueden modular la expresion de proteinas de la familia Bcl-2,
favoreciendo el aumento de proteinas proapoptéticas como Bax y Bak y la disminucién de proteinas
antiapoptoéticas como Bel-2. Este desequilibrio altera la permeabilidad de la membrana mitocondrial,
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promoviendo la liberacion de citocromo c y la subsecuente activacion de la caspasa-9 (M. Wang y
Yu, [2022).

En la apoptosis intrinseca, la caspasa-9 acttia como iniciadora del proceso; sin embargo, la ac-
tivacion de la caspasa-3 representa el punto de no retorno al ejecutar la fase final de la muerte
celular (Bertheloot et al., 2021). En este estudio, se observo una mayor activacion de la caspasa-3
en las lineas celulares expuestas a los polisacaridos de P. djamor en comparacion con C. cibarius.
Este hallazgo es consistente con los resultados de los ensayos de MTT, dado que las células tratadas
con polisacéridos de C. cibarius mostraron recuperacién metaboélica a las 72 horas, mientras que
aquellas expuestas a P. djamor no evidenciaron dicha recuperacién, lo que sugiere una activaciéon
més efectiva y sostenida de la apoptosis intrinseca.

Por otro lado, tras la aplicaciéon de la fracciéon etandlica de C. cibarius y P. djamor sobre la linea
celular no tumoral CHO, no se observo una activaciéon evidente de los genes asociados a rutas de
muerte celular. Esto sugiere que dicha fraccién no fue capaz de inducir apoptosis o necroptosis en
células no tumorales, lo cual coincide con lo observado en los ensayos de MTT, donde se registré
una viabilidad celular promedio superior al 80 % incluso tras 72 horas de incubacién.

Al aplicar la fraccion etanolica de C. cibarius sobre la linea celular SH-SY5Y, se observo una
activaciéon complementaria de las caspasas 8 y 9, lo cual sugiere la participacion tanto de la via
extrinseca como intrinseca de la apoptosis. Como se mencion6 anteriormente, la apoptosis en células
tumorales suele involucrar la activacion coordinada de miultiples componentes de la maquinaria
apoptotica, lo que podria explicar la activaciéon de ambas rutas. No obstante, dado que no se aislaron
componentes individuales de dicha fraccién, también podria tratarse de un efecto sinérgico entre
distintos metabolitos etanoélicos capaces de activar rutas complementarias de muerte celular.

Tras la aplicacion de la fraccion etandlica de P. djamor sobre la misma linea celular, se observo
una activaciéon predominante de la via apoptética intrinseca, evidenciada por una amplificacion
considerablemente mayor de la caspasa 9 en comparacién con la caspasa 8, lo cual sugiere una
activacion preferencial de dicha via.

Una caracteristica relevante de los polifenoles que potencia su posible efecto anticancerigeno es
su capacidad de modular el balance redox celular. Estos compuestos pueden actuar tanto como anti-
oxidantes, eliminando especies reactivas de oxigeno (ROS) mediante la donacion de electrones, como
prooxidantes en células tumorales, incrementando los niveles de ROS hasta un umbral incompatible
con la supervivencia celular. El aumento del estrés oxidativo puede inducir un incremento en la
relacion Baz/Bcl-2, favoreciendo la expresion de proteinas proapoptoticas y la activacion de caspa-
sas asociadas a la via intrinseca, como la caspasa 9 y posteriormente la caspasa 3 (Kafoud et al.,
2023; D’Archivio et al., [2008)). En este sentido, dado que la fraccion etandlica de P. djamor mostro
una mayor capacidad antioxidante segiin el ensayo de DPPH, esto podria contribuir a explicar la
activacion mas marcada de la caspasa 9 en comparacion con la fraccion de C. cibarius, asi como su
mayor potencial citotéxico observado en los ensayos de MTT.

Sin embargo, en ninguno de los dos tratamientos en SH-SY5Y se observé una activacion signifi-
cativa de la caspasa 3, lo cual podria indicar que las células se encontraban en fases tempranas del
proceso apoptoético, en las que la senal atn no ha sido amplificada hacia las caspasas ejecutoras, o
bien que se esté produciendo una activaciéon parcial o transitoria de la cascada apoptotica.

En contraste, tras la aplicacion de las fracciones etandlicas de ambas especies fangicas sobre la
linea celular LAN-1, se observé una amplificaciéon de los genes asociados a caspasa 8, caspasa 3 'y
RIPKS3, lo cual sugiere la activaciéon simultanea de rutas apoptéticas y necroptoticas. Si bien la
caspasa 8 suele actuar como un inhibidor de la necroptosis mediante la escision de RIPK1 o RIPKS,
en este caso se detecté una elevada expresion de ambos genes. Recientemente, se ha descrito que la
muerte celular puede involucrar la activacién coordinada de multiples rutas a través de la formacion
de complejos multiproteicos como el PANoptosoma, en los cuales pueden coexistir componentes de
la apoptosis y la necroptosis. Este tipo de mecanismos ha sido reportado en modelos tumorales
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como gliomas (Gao et al., [2024). No obstante, dado que se trata de rutas complejas y altamente
reguladas, se recomienda realizar analisis adicionales, como estudios transcriptéomicos o la evaluacion
de multiples marcadores especificos de cada via, para confirmar con mayor precisiéon el mecanismo
de muerte celular inducido.

Ademas, cabe destacar que en esta linea celular si se observo una activacion significativa de la
caspasa 8, lo cual indica que, a diferencia de lo observado en la linea celular SH-SY5Y, en este caso
la cascada apoptotica si progreso hasta la fase ejecutora. Esto sugiere que en la linea celular LAN-1
la senal de muerte celular fue amplificada de manera més eficiente tras la exposiciéon a la fraccion
etanolica de ambas especies fungicas.

Este hallazgo contrasta parcialmente con lo observado en los ensayos de MTT, donde la linea
LAN-1 mostré una menor disminuciéon en la viabilidad celular en comparacion con SH-SY5Y, lo
que podria indicar diferencias en la dindmica temporal o metabolica de la respuesta celular. Una
posible explicacion de esta mayor activaciéon de rutas de muerte celular a nivel molecular podria
estar relacionada con las caracteristicas genéticas propias de la linea LAN-1, la cual se caracteriza
por la amplificaciéon del oncogén MYCN.

La amplificacién de MYCN se ha asociado con una reprogramaciéon metabdlica que favorece
vias como la glutaminolisis y la fosforilacion oxidativa (OXPHOS), lo que conlleva a un incremento
sostenido en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS). En consecuencia, las células con
MYCN amplificado suelen mantenerse en un estado de estrés oxidativo basal elevado (Epp et al.,
2025)). Bajo estas condiciones, un incremento adicional de ROS inducido por compuestos bioactivos,
como los polifenoles presentes en la fraccion etandlica, podria superar la capacidad antioxidante
celular, desencadenando dano oxidativo y promoviendo la activacién de rutas de muerte celular.

Finalmente, tras la exposicion a la fraccion lipofilica de ambas especies fungicas sobre la linea
celular no tumoral CHO, se observo una ligera activacion de las caspasas 9 y 3, lo cual sugiere la
posible activacién de la ruta intrinseca de la apoptosis. Como se evidencié en la prueba de DPPH,
las fracciones lipofilicas aisladas presentan actividad antioxidante. Sin embargo, en ciertos contex-
tos celulares, este tipo de compuestos puede generar un desbalance redox o incluso un estado de
estrés reductivo, capaz de activar senales proapoptoéticas, como se observo previamente en la frac-
cién etanolica con actividad antioxidante. No obstante, dado que no se evidencié una reduccién de
la viabilidad celular por debajo del 70% en el ensayo de MTT, estos resultados podrian indicar
la activacion de senales tempranas de alerta celular que involucran la expresiéon de caspasas, sin
comprometer de manera significativa la integridad metabolica de las células. Para confirmar si estas
senales conducen a muerte celular o a mecanismos de adaptacion, seria necesario realizar ensayos
adicionales, como citometria de flujo o anélisis transcriptomicos.

Tras la aplicacion de la fraccion lipofilica de C. cibarius sobre la linea celular SH-SY5Y, se
observo una activaciéon predominante de las caspasas 8 y 3, lo cual es consistente con una posible
activacion de la via extrinseca de la apoptosis. Generalmente, la exposicion a compuestos lipofilicos
antioxidantes puede provocar alteraciones en la membrana celular y generar estrés celular, lo que
podria explicar la activacion simultanea, aunque leve, de la caspasa 9. Adicionalmente, la presencia
de metabolitos lipofilicos puede inducir lipotoxicidad, provocando estrés del reticulo endoplasmico.
Este tipo de estrés ha sido asociado con la induccion de la proteina C/EBP homologous protein
(CHOP), la cual puede translocarse al niicleo y aumentar la expresion de receptores de muerte como
DR5, Fas, TNFR1 y CD40 (Rojas et al., |2014)). El aumento en la expresion de estos receptores
podria haber favorecido la activacion predominante de la via extrinseca de la apoptosis.

Por otro lado, tras la aplicacion de la fraccion lipofilica de P. djamor sobre la misma linea celular,
se observo una activaciéon marcadamente elevada del gen asociado a RIPK3, alcanzando valores hasta
200 veces mayores que el control negativo, lo cual sugiere una posible activacion de la ruta de la
necroptosis. Si bien esta via no suele ser la ruta predominante de muerte celular tras la exposicién
a acidos grasos, se ha reportado su activaciéon por otros compuestos lipofilicos, como terpenoides.
La activacion diferencial de rutas de muerte celular entre especies fungicas podria estar relacionada
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con diferencias en la composicion quimica de las fracciones, lo cual es consistente con los analisis
de FTIR y el resultado positivo en la prueba de Liebermann—Burchard, indicativo de la presencia
de terpenoides. No obstante, para confirmar la identidad del metabolito responsable y la via de
muerte celular activada, seria necesario realizar anéalisis de HPLC-MS y estudios transcriptémicos
mas amplios.

Finalmente, tras la aplicacion de la fraccion lipofilica de ambas especies fingicas sobre la linea
celular LAN-1, se observo la activacion de los genes asociados a las caspasas 8, 9 y 8, siendo la
activacion de la caspasa 8 ligeramente mayor (aproximadamente 9-20 veces superior) en comparacion
con la caspasa 9, lo cual sugiere una posible activacién predominante de la via extrinseca de la
apoptosis. En este caso, podrian estar involucrados mecanismos similares a los observados en la
linea celular SH-SY5Y, relacionados con la regulacion de receptores de muerte. Sin embargo, este
tipo de respuesta depende del tipo de acido graso, del tejido y del contexto celular especifico. Por
ello, se recomienda realizar un analisis mas exhaustivo de las rutas de muerte celular involucradas
mediante estudios transcriptémicos y de senalizacién molecular.

En conjunto, estos resultados indican que Cantharellus cibarius y Pleurotus djamor constitu-
yen una fuente potencial de metabolitos polares, semipolares y apolares con actividad citotéxica
y proapoptoética. En particular, la fraccion etandlica de ambas especies fungicas se perfila como la
fraccion con mayor potencial anticancerigeno, debido a su baja citotoxicidad frente a la linea celular
no tumoral y a su capacidad de activar rutas de muerte celular en lineas celulares de neuroblasto-
ma. Especificamente, se evidencié una mayor susceptibilidad de la linea celular LAN-1 frente a esta
fraccion, lo cual sugiere una posible relaciéon con sus caracteristicas moleculares particulares. Por lo
anterior, se recomienda llevar a cabo analisis quimicos especificos, como HPLC-MS, RMN y técnicas
cromatograficas avanzadas, con el fin de aislar e identificar los metabolitos bioactivos responsables
de dicho efecto. Asimismo, se propone complementar estos hallazgos mediante anélisis de citometria
de flujo, estudios transcriptoémicos y/o protedmicos que permitan dilucidar con mayor precision los
mecanismos moleculares involucrados en su actividad antitumoral.
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capituLo 10

Conclusiones

La extraccion etanolica al 50 % resulté ser el método mas eficiente de extraccion, obteniéndose
los mayores porcentajes de rendimiento en comparacion con los demas tipos de extraccion (16.56 %
para C. cibarius y 17.27 % para P. djamor), seguida de la extraccion con agua destilada (9.05 % para
C. cibarius y 8.49 % para P. djamor) y de la extraccion con éter de petroleo (0.41 % para C. cibarius
y 0.88% para P. djamor). Estos resultados pueden atribuirse al amplio rango de solubilidad del
etanol, lo cual evidencia la prevalencia de metabolitos de naturaleza semipolar en ambos extractos
fangicos.

A partir de las pruebas colorimétricas cualitativas se demostro la presencia de polisacéridos,
polifenoles y compuestos glicosilados en las fracciones acuosa y etanolica, asi como de metabolitos
de tipo terpenoide o acidos grasos en la fraccion lipofilica. De igual manera, las pruebas cuantitativas
permitieron obtener concentraciones de polisacaridos (9.97 mg/mL para C. cibarius y 9.29 mg/mL
para P. djamor) y de polifenoles (1.56 mg de acido gélico/g de muestra para C. cibarius) comparables
con las previamente reportadas en la literatura, lo cual respalda la eficiencia del método de extraccion
aplicado. No obstante, en el caso de la fraccion lipofilica, debido a que se desconocia el perfil quimico
del metabolito lipofilico aislado, no fue posible realizar su cuantificacion.

Los anélisis de FTIR respaldaron la posible extraccion de polisacéaridos, polifenoles o compuestos
glicosilados y compuestos lipofilicos, como acidos grasos saturados y no saturados, en ambos ex-
tractos fungicos, a partir de la identificacion de enlaces y grupos funcionales caracteristicos de estos
metabolitos.

Las pruebas de citotoxicidad mediante MTT permitieron determinar la baja citotoxicidad de
las fracciones fungicas frente a la linea celular no tumoral CHO, ya que en ningin caso se observo
una reduccién de la viabilidad celular por debajo del 70 %, lo cual sugiere un perfil de seguridad
adecuado de las fracciones aisladas.

En contraste, las pruebas de citotoxicidad realizadas sobre las lineas celulares de neuroblastoma
SH-SY5Y y LAN-1 demostraron que, en general, las fracciones extraidas de P. djamor ejercieron un
efecto mas significativo y sostenido en comparacion con las fracciones de C. cibarius, evidenciado por
una disminucién progresiva de la viabilidad celular en funcion del tiempo de incubacién. Asimismo,
la linea celular SH-SY5Y mostré una mayor susceptibilidad al efecto citotéxico de las fracciones
fangicas, particularmente frente a la fracciéon etanoélica, la cual presenté una disminucién significativa
y prolongada de la viabilidad celular.
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Los resultados de qPCR indicaron que la activacion de las rutas de muerte celular depende tanto
del tipo de fraccion aislada como de la linea celular evaluada. En la linea celular no tumoral CHO,
la exposicion a las fracciones acuosa y lipofilica indujo la activacion de genes asociados a rutas
de muerte celular, lo cual podria reflejar la activacion de senales de estrés celular sin un impacto
metabolico significativo, mientras que la fraccién etandlica no indujo dicha activacion. En la linea
celular SH-SY5Y, la fraccion etanodlica de C. cibarius y P. djamor promovio la activacion tanto de
la via apoptoética intrinseca como extrinseca, con predominio de la via intrinseca. Por otra parte, en
la linea celular LAN-1 se observo la activacion simultanea de la apoptosis extrinseca y la necroptosis
tras la exposicion a ambas fracciones.

En conjunto, se concluye que la fraccion etanolica constituye la fraccion fungica con mayor
potencial citotoxico y proapoptotico, al inducir una disminucién significativa de la viabilidad celular
y la activacion de genes asociados a rutas de muerte celular con mayor especificidad sobre lineas
tumorales, lo que resalta su relevancia como una fuente prometedora de compuestos bioactivos con
posible aplicacién anticancerigena.
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Recomendaciones

El presente estudio permitié obtener un primer acercamiento al potencial anticancerigeno de las
principales fracciones bioactivas de los hongos Cantharellus cibarius y Pleurotus djamor; sin embargo,
aun existe un amplio campo de exploracion en relacion con los metabolitos especificos responsables
de la actividad observada y los mecanismos de acciéon involucrados. Con el fin de identificar el o
los compuestos bioactivos responsables de la capacidad citotéxica y proapoptoética evidenciada, se
recomienda la aplicaciéon de técnicas avanzadas de separacion y purificacién quimica, tales como
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), cromatografia de gases (GC) y sistemas acoplados
a espectrometria de masas (HPLC-MS, GC-MS), asi como técnicas de caracterizaciéon estructural
como resonancia magnética nuclear (RMN) y cristalografia de rayos X.

De igual manera, para determinar con mayor precision los mecanismos de acciéon de los compues-
tos aislados, se recomienda ampliar el analisis de las rutas de muerte celular evaluadas, considerando
vias alternas como la piroptosis o la necrosis regulada. Asimismo, se sugiere la implementacion
de estudios de transcriptémica o analisis globales de expresion génica, que permitan identificar de
manera integral las principales vias celulares alteradas tras la exposicion a las fracciones fungicas.
En particular, se recomienda prestar especial atencion a la fracciéon etanolica, debido a su mayor
potencial anticancerigeno y a su selectividad frente a lineas celulares tumorales.
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ANEXO A

Cuantificacién de proteinas y polisacaridos

Figura 19. Curva de calibracion para la cuantificacién de polisacaridos mediante el método de
fenol-acido sulfarico
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Nota. Se muestra la relacion entre la concentraciéon conocida de glucosa (ug/mL) y la absorbancia medida a 490 nm.
La recta de regresion obtenida se utilizé6 como referencia para determinar la concentracién de polisacaridos en las

muestras analizadas.
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Figura 20. Curva de calibracién para la cuantificacién de proteinas mediante el método de Biuret.
Se muestra la relacion entre la concentracion conocida de BSA (mg/mL) y la absorbancia medida a
490 nm
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Nota. La recta de regresion obtenida se utilizé como referencia para determinar la concentraciéon de proteinas en las
muestras analizadas.
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ANEXO B

Evaluacion de la actividad antioxidante

Figura 21. Ensayo de actividad antioxidante por DPPH realizado en microplaca

Nota. En la fila A se incluyeron los controles del ensayo: A1-A2, blanco; A3—A4, control negativo (agua destilada);
A5-A6, control negativo (medio de cultivo suplementado); A7-A8, control positivo (4cido galico 10 mg/mL). En las
filas B-E se colocaron las fracciones fangicas evaluadas a distintas concentraciones: B1-B2, fraccion acuosa de C.
cibarius (100 pg/mL); B3-B4 (200 pg/mL); B5-B6 (300 pg/mL). C1-C2, fraccién acuosa de P. djamor (100
pug/mL); C3—-C4 (200 pg/mL); C5-C6 (300 pg/mL). D1-D2, fraccién etanélica de C. cibarius (100 pug/mL); D3-D4

(200 pg/mL); D5-D6 (300 pg/mL). E1-E2, fraccion etanoélica de P. djamor (100 pg/mL); E3-E4 (200 pg/mL);
E5-E6 (300 pg/mL).
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Figura 22. Placa de TLC analitica en silica gel de las fracciones lipofilicas de (1) C. cibarius y (2)
P. djamor, eluida con hexano:acetato de etilo (7:3)

A. B.

Nota. La placa se observé bajo luz UV a 365 nm (A) y posteriormente se reveld con el reactivo de DPPH (B).
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aNExo C

Caracterizacion estructural por FTIR

Figura 23.

>

isacaridos
%T

.

Pol,

o7

Fraccion etanolica

%T

%T

o7

Fraccion lipofilica

Espectros FTIR de la fraccion acuosa, etandlica y lipofilica extraidas de los hongos C.
cibarius y P. djamor

C. cibarius

.
. \

: \/

B

1

pof 3500 3000 2500 2000 1500 1000

2| 22aseiom

. 7B 1
aes2sgemt

1037701
40 158327cm-1

20/ 1077.44em-1 ’“

3000

1500

1000

et
500400

dpagzom

500400

ES h 1 bsserem efessem

2500

3500 3000 2000 1500 1000
cm-1

ast0som

101

%T

%T

8

2

3

60
50
0!
30
20
16
4o

102
100

o

85

75

70

P. djamor

2207801 1620750m.1
ao8520m1
agsom
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500400
cm-1
1569526 1 ‘ol
1045976m1
1076 180m 1
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500400
cm-1
888.190m-1
It 05801
Tooasdent  7e2dTemy
1a3s0em 1477 aserh P42
1480.020m1
2e5550m1 oo
2054 56em1
2222901
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500400



ANEXO D

Evaluacién de la citotoxicidad en células CHO y determinacion del |Csg

Cuadro 16. Valores de ICsy obtenidos para la fraccion acuosa de C. cibarius y P. djamor sobre la
linea celular no tumoral CHO

Tiempo (h)  Conc. (ug/mL)  Abs. blanco  Abs. control neg.  Abs. muestra

C. cibarius

24 0 0.08875 1.09065 1.09065
24 0 0.08875 1.09065 1.09065
24 0 0.08875 1.09065 1.09065
24 25 0.08875 1.09065 1.377
24 25 0.08875 1.09065 1.244
24 25 0.08875 1.09065 1.215
24 50 0.08875 1.09065 1.468
24 50 0.08875 1.09065 1.284
24 50 0.08875 1.09065 1.6
24 100 0.08875 1.09065 0.907
24 100 0.08875 1.09065 1.101
24 100 0.08875 1.09065 0.983
24 150 0.08875 1.09065 1.304
24 150 0.08875 1.09065 1.341
24 150 0.08875 1.09065 1.376
24 200 0.08875 1.09065 1.009
24 200 0.08875 1.09065 1.125
24 200 0.08875 1.09065 0.92
24 250 0.08875 1.09065 1.138
24 250 0.08875 1.09065 1.234
24 250 0.08875 1.09065 0.851
24 300 0.08875 1.09065 0.768
24 300 0.08875 1.09065 0.762
24 300 0.08875 1.09065 0.748
24 Control positivo 0.08875 1.09065 0.107
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Tiempo (h)  Conc. (ug/mL)  Abs. blanco Abs. control neg. Abs. muestra
24 Control positivo 0.08875 1.09065 0.102
24 Control positivo 0.08875 1.09065 0.099
48 0 0.101625 0.2685 0.2685
48 0 0.101625 0.2685 0.2685
48 0 0.101625 0.2685 0.2685
48 25 0.101625 0.2685 0.322
48 25 0.101625 0.2685 0.327
48 25 0.101625 0.2685 0.338
48 50 0.101625 0.2685 0.34
48 50 0.101625 0.2685 0.306
48 50 0.101625 0.2685 0.294
48 100 0.101625 0.2685 0.341
48 100 0.101625 0.2685 0.308
48 100 0.101625 0.2685 0.337
48 150 0.101625 0.2685 0.28
48 150 0.101625 0.2685 0.308
48 150 0.101625 0.2685 0.322
48 200 0.101625 0.2685 0.362
48 200 0.101625 0.2685 0.333
48 200 0.101625 0.2685 0.33
48 250 0.101625 0.2685 0.361
48 250 0.101625 0.2685 0.365
48 250 0.101625 0.2685 0.315
48 300 0.101625 0.2685 0.426
48 300 0.101625 0.2685 0.416
48 300 0.101625 0.2685 0.412
48 Control positivo 0.101625 0.2685 0.113
48 Control positivo 0.101625 0.2685 0.112
48 Control positivo 0.101625 0.2685 0.111
72 0 0.113 0.594428571 0.594428571
72 0 0.113 0.594428571 0.594428571
72 0 0.113 0.594428571 0.594428571
72 25 0.113 0.594428571 0.424
72 25 0.113 0.594428571 0.367
72 25 0.113 0.594428571 0.451
72 50 0.113 0.594428571 0.456
72 50 0.113 0.594428571 0.377
72 50 0.113 0.594428571 0.412
72 100 0.113 0.594428571 0.511
72 100 0.113 0.594428571 0.505
72 100 0.113 0.594428571 0.38
72 150 0.113 0.594428571 0.453
72 150 0.113 0.594428571 0.666
72 150 0.113 0.594428571 0.693
72 200 0.113 0.594428571 0.504
72 200 0.113 0.594428571 0.388
72 200 0.113 0.594428571 0.614
72 250 0.113 0.594428571 0.358
72 250 0.113 0.594428571 0.388
72 250 0.113 0.594428571 0.356
72 300 0.113 0.594428571 0.398
72 300 0.113 0.594428571 0.665
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Tiempo (h)  Conc. (ug/mL)  Abs. blanco Abs. control neg. Abs. muestra

72 300 0.113 0.594428571 0.654
72 Control positivo 0.113 0.594428571 0.14
72 Control positivo 0.113 0.594428571 0.16
72 Control positivo 0.113 0.594428571 0.119
P. djamor

24 0 0 0.08875 0.08875
24 0 0 0.08875 0.08875
24 0 0 0.08875 0.08875
24 25 0.08875 1.09065 1.676
24 25 0.08875 1.09065 1.252
24 25 0.08875 1.09065 1.406
24 50 0.08875 1.09065 1.363
24 50 0.08875 1.09065 1.363
24 50 0.08875 1.09065 1.386
24 100 0.08875 1.09065 1.07
24 100 0.08875 1.09065 1.09
24 100 0.08875 1.09065 1.178
24 150 0.08875 1.09065 1.442
24 150 0.08875 1.09065 1.26
24 150 0.08875 1.09065 1.408
24 200 0.08875 1.09065 1.211
24 200 0.08875 1.09065 1.551
24 200 0.08875 1.09065 1.405
24 250 0.08875 1.09065 1.007
24 250 0.08875 1.09065 1.082
24 250 0.08875 1.09065 0.888
24 300 0.08875 1.09065 0.803
24 300 0.08875 1.09065 0.668
24 300 0.08875 1.09065 0.957
24 Control positivo 0.08875 1.09065 0.087
24 Control positivo 0.08875 1.09065 0.092
24 Control positivo 0.08875 1.09065 0.089
48 0 0.101625 0.2685 0.2685
48 0 0.101625 0.2685 0.2685
48 0 0.101625 0.2685 0.2685
48 25 0.101625 0.2685 0.311
48 25 0.101625 0.2685 0.321
48 25 0.101625 0.2685 0.265
48 50 0.101625 0.2685 0.307
48 50 0.101625 0.2685 0.298
48 50 0.101625 0.2685 0.277
48 100 0.101625 0.2685 0.268
48 100 0.101625 0.2685 0.263
48 100 0.101625 0.2685 0.258
48 150 0.101625 0.2685 0.243
48 150 0.101625 0.2685 0.237
48 150 0.101625 0.2685 0.241
48 200 0.101625 0.2685 0.3
48 200 0.101625 0.2685 0.293
48 200 0.101625 0.2685 0.295
48 250 0.101625 0.2685 0.286
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Tiempo (h)  Conc. (ug/mL)  Abs. blanco Abs. control neg. Abs. muestra
48 250 0.101625 0.2685 0.276
48 250 0.101625 0.2685 0.358
48 300 0.101625 0.2685 0.333
48 300 0.101625 0.2685 0.332
48 300 0.101625 0.2685 0.349
48 Control positivo 0.101625 0.2685 0.105
48 Control positivo 0.101625 0.2685 0.107
48 Control positivo 0.101625 0.2685 0.103
72 0 0.113 0.594428571 0.594428571
72 0 0.113 0.594428571 0.594428571
72 0 0.113 0.594428571 0.594428571
72 25 0.113 0.594428571 0.59
72 25 0.113 0.594428571 0.621
72 25 0.113 0.594428571 0.558
72 50 0.113 0.594428571 0.514
72 50 0.113 0.594428571 0.585
72 50 0.113 0.594428571 0.503
72 100 0.113 0.594428571 0.547
72 100 0.113 0.594428571 0.534
72 100 0.113 0.594428571 0.545
72 150 0.113 0.594428571 0.528
72 150 0.113 0.594428571 0.417
72 150 0.113 0.594428571 0.48
72 200 0.113 0.594428571 0.471
72 200 0.113 0.594428571 0.6
72 200 0.113 0.594428571 0.479
72 250 0.113 0.594428571 0.556
72 250 0.113 0.594428571 0.541
72 250 0.113 0.594428571 0.528
72 300 0.113 0.594428571 0.652
72 300 0.113 0.594428571 0.743
72 300 0.113 0.594428571 0.846
72 Control positivo 0.113 0.594428571 0.14
72 Control positivo 0.113 0.594428571 0.16
72 Control positivo 0.113 0.594428571 0.119

Cuadro 17. Valores de IC5( obtenidos para la fraccion etandlica de C. cibarius y P. djamor sobre
la linea celular no tumoral CHO

Tiempo (h) Conc. (ug/mL)  Abs. blanco Abs. control neg. Abs. muestra
C. cibarius
24 0 0,0995 0,759 0,759
24 0 0,0995 0,759 0,759
24 0 0,0995 0,759 0,759
24 25 0,0995 0,759 0,618
24 25 0,0995 0,759 0,629
24 25 0,0995 0,759 0,665
24 50 0,0891 0,693 0,588
24 50 0,0891 0,693 0,518
24 50 0,0891 0,693 0,613
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Tiempo (h)  Conc. (ug/mL)  Abs. blanco Abs. control neg. Abs. muestra

24 100 0,0891 0,693 0,582
24 100 0,0891 0,693 0,568
24 100 0,0891 0,693 0,561
24 150 0,0891 0,693 0,563
24 150 0,0891 0,693 0,574
24 150 0,0891 0,693 0,547
24 200 0,0995 0,759 0,492
24 200 0,0995 0,759 0,506
24 200 0,0995 0,759 0,503
24 250 0,0995 0,759 0,483
24 250 0,0995 0,759 0,471
24 250 0,0995 0,759 0,469
24 300 0,0995 0,759 0,421
24 300 0,0995 0,759 0,464
24 300 0,0995 0,759 0,514
24 Control positivo 0,0891 0,693 0,123
24 Control positivo 0,0891 0,693 0,149
24 Control positivo 0,0891 0,693 0,122
48 0 0,0844 0,916 0,916
48 0 0,0844 0,916 0,916
48 0 0,0844 0,916 0,916
48 25 0,0844 0,916 0,922
48 25 0,0844 0,916 0,905
48 25 0,0844 0,916 0,926
48 50 0,0844 0,916 0,977
48 50 0,0844 0,916 0,899
48 50 0,0844 0,916 0,858
48 100 0,0844 0,916 0,864
48 100 0,0844 0,916 0,879
48 100 0,0844 0,916 0,863
48 150 0,0844 0,916 0,859
48 150 0,0844 0,916 0,849
48 150 0,0844 0,916 0,847
48 200 0,0844 0,916 0,863
48 200 0,0844 0,916 0,794
48 200 0,0844 0,916 0,796
48 250 0,0844 0,916 0,810
48 250 0,0844 0,916 0,817
48 250 0,0844 0,916 0,808
48 300 0,0844 0,916 0,811
48 300 0,0844 0,916 0,805
48 300 0,0844 0,916 0,801
48 Control positivo 0,0844 0,916 0,124
48 Control positivo 0,0844 0,916 0,118
48 Control positivo 0,0844 0,916 0,127
72 0 0,0891 0,897 0,897
72 0 0,0891 0,897 0,897
72 0 0,0891 0,897 0,897
72 25 0,0891 0,897 0,895
72 25 0,0891 0,897 0,960
72 25 0,0891 0,897 0,907
72 50 0,0891 0,897 0,902
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Tiempo (h)  Conc. (ug/mL)  Abs. blanco Abs. control neg. Abs. muestra

72 50 0,0891 0,897 0,894
72 50 0,0891 0,897 0,338
72 100 0,0891 0,897 0,830
72 100 0,0891 0,897 0,893
72 100 0,0891 0,897 0,768
72 150 0,0891 0,897 0,847
72 150 0,0891 0,897 0,881
72 150 0,0891 0,897 0,802
72 200 0,0891 0,897 0,773
72 200 0,0891 0,897 0,794
72 200 0,0891 0,897 0,886
72 250 0,0891 0,897 0,810
72 250 0,0891 0,897 0,817
72 250 0,0891 0,897 0,808
72 300 0,0891 0,897 0,820
72 300 0,0891 0,897 0,757
72 300 0,0891 0,897 0,822
72 Control positivo 0,0891 0,897 0,124
72 Control positivo 0,0891 0,897 0,129
72 Control positivo 0,0891 0,897 0,094
P. djamor

24 0 0,115 0,937 0,937
24 0 0,115 0,937 0,937
24 0 0,115 0,937 0,937
24 25 0,115 0,937 0,918
24 25 0,115 0,937 1,01

24 25 0,115 0,937 0,927
24 50 0,115 0,937 0,839
24 50 0,115 0,937 0,868
24 50 0,115 0,937 0,833
24 100 0,115 0,937 0,793
24 100 0,115 0,937 0,814
24 100 0,115 0,937 0,778
24 150 0,115 0,937 0,746
24 150 0,115 0,937 0,754
24 150 0,115 0,937 0,842
24 200 0,115 0,937 0,790
24 200 0,115 0,937 0,743
24 200 0,115 0,937 0,728
24 250 0,115 0,937 0,774
24 250 0,115 0,937 0,762
24 250 0,115 0,937 0,692
24 300 0,115 0,937 0,617
24 300 0,115 0,937 0,621
24 300 0,115 0,937 0,624
24 Control positivo 0,115 0,937 0,0840
24 Control positivo 0,115 0,937 0,0910
24 Control positivo 0,115 0,937 0,0920
48 0 0,142 1,08 1,08

48 0 0,142 1,08 1,08

48 0 0,142 1,08 1,08
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Tiempo (h)  Conc. (ug/mL)  Abs. blanco Abs. control neg. Abs. muestra

48 25 0,142 1,08 1,10
48 25 0,142 1,08 1,03
48 25 0,142 1,08 1,10
48 50 0,142 1,08 1,03
48 50 0,142 1,08 1,01
48 50 0,142 1,08 1,00
48 100 0,142 1,08 1,03
48 100 0,142 1,08 0,975
48 100 0,142 1,08 0,854
48 150 0,142 1,08 0,838
48 150 0,142 1,08 0,862
48 150 0,142 1,08 0,802
48 200 0,142 1,08 0,733
48 200 0,142 1,08 0,735
48 200 0,142 1,08 0,747
48 250 0,142 1,08 0,762
48 250 0,142 1,08 0,719
48 250 0,142 1,08 0,727
48 300 0,142 1,08 0,707
48 300 0,142 1,08 0,686
48 300 0,142 1,08 0,681
48 Control positivo 0,142 1,08 0,163
48 Control positivo 0,142 1,08 0,163
48 Control positivo 0,142 1,08 0,154
72 0 0,0984 1,52 1,52
72 0 0,0984 1,52 1,52
72 0 0,0984 1,52 1,52
72 25 0,0984 1,52 1,43
72 25 0,0984 1,52 1,52
72 25 0,0984 1,52 1,40
72 50 0,0984 1,52 1,48
72 50 0,0984 1,52 1,47
72 50 0,0984 1,52 1,44
72 100 0,0984 1,52 1,45
72 100 0,0984 1,52 1,41
72 100 0,0984 1,52 1,44
72 150 0,0984 1,52 1,42
72 150 0,0984 1,52 1,40
72 150 0,0984 1,52 1,44
72 200 0,0984 1,52 1,38
72 200 0,0984 1,52 1,31
72 200 0,0984 1,52 1,34
72 250 0,0984 1,52 1,25
72 250 0,0984 1,52 1,35
72 250 0,0984 1,52 1,32
72 300 0,0984 1,52 1,18
72 300 0,0984 1,52 1,26
72 300 0,0984 1,52 1,43
72 Control positivo 0,0984 1,52 0,105
72 Control positivo 0,0984 1,52 0,120
72 Control positivo 0,0984 1,52 0,105
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Cuadro 18. Valores de IC5g obtenidos para la fraccién lipofilica de C. cibarius y P. djamor sobre la
linea celular no tumoral CHO

Tiempo (h)  Conc. (ug/mL)  Abs. blanco Abs. control neg. Abs. muestra

C. cibarius

24 0 0.0471 0.841125 0.841125
24 0 0.0471 0.841125 0.841125
24 0 0.0471 0.841125 0.841125
24 25 0.0471 0.841125 0.836
24 25 0.0471 0.841125 0.757
24 25 0.0471 0.841125 0.807
24 50 0.0471 0.841125 0.745
24 50 0.0471 0.841125 0.838
24 50 0.0471 0.841125 0.832
24 100 0.0471 0.841125 0.854
24 100 0.0471 0.841125 0.824
24 100 0.0471 0.841125 0.888
24 150 0.0471 0.841125 0.724
24 150 0.0471 0.841125 0.902
24 150 0.0471 0.841125 0.944
24 200 0.0471 0.841125 0.786
24 200 0.0471 0.841125 0.898
24 200 0.0471 0.841125 0.882
24 250 0.0471 0.841125 0.765
24 250 0.0471 0.841125 0.787
24 250 0.0471 0.841125 0.888
24 300 0.0471 0.841125 0.689
24 300 0.0471 0.841125 0.652
24 300 0.0471 0.841125 0.744
24 Control positivo 0.0471 0.841125 0.091
24 Control positivo 0.0471 0.841125 0.086
24 Control positivo 0.0471 0.841125 0.091
48 0 0.08775 0.368625 0.368625
48 0 0.08775 0.368625 0.368625
48 0 0.08775 0.368625 0.368625
48 25 0.08775 0.368625 0.336
48 25 0.08775 0.368625 0.358
48 25 0.08775 0.368625 0.323
48 50 0.08775 0.368625 0.323
48 50 0.08775 0.368625 0.323
48 50 0.08775 0.368625 0.325
48 100 0.08775 0.368625 0.412
48 100 0.08775 0.368625 0.462
48 100 0.08775 0.368625 0.448
48 150 0.08775 0.368625 0.333
48 150 0.08775 0.368625 0.353
48 150 0.08775 0.368625 0.339
48 200 0.08775 0.368625 0.344
48 200 0.08775 0.368625 0.308
48 200 0.08775 0.368625 0.306
48 250 0.08775 0.368625 0.327
48 250 0.08775 0.368625 0.322
48 250 0.08775 0.368625 0.335
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Tiempo (h)  Conc. (ug/mL)  Abs. blanco Abs. control neg. Abs. muestra

48 300 0.08775 0.368625 0.358
48 300 0.08775 0.368625 0.317
48 300 0.08775 0.368625 0.309
48 Control positivo 0.08775 0.368625 0.092
48 Control positivo 0.08775 0.368625 0.098
48 Control positivo 0.08775 0.368625 0.094
72 0 0.08225 0.464 0.464
72 0 0.08225 0.464 0.464
72 0 0.08225 0.464 0.464
72 25 0.08225 0.464 0.471
72 25 0.08225 0.464 0.481
72 25 0.08225 0.464 0.5
72 50 0.08225 0.464 0.462
72 50 0.08225 0.464 0.442
72 50 0.08225 0.464 0.433
72 100 0.08225 0.464 0.483
72 100 0.08225 0.464 0.474
72 100 0.08225 0.464 0.415
72 150 0.08225 0.464 0.46
72 150 0.08225 0.464 0.417
72 150 0.08225 0.464 0.377
72 200 0.08225 0.464 0.453
72 200 0.08225 0.464 0.412
72 200 0.08225 0.464 0.397
72 250 0.08225 0.464 0.399
72 250 0.08225 0.464 0.354
72 250 0.08225 0.464 0.375
72 300 0.08225 0.464 0.409
72 300 0.08225 0.464 0.404
72 300 0.08225 0.464 0.397
72 Control positivo 0.08225 0.464 0.093
72 Control positivo 0.08225 0.464 0.09
72 Control positivo 0.08225 0.464 0.094
P. djamor

24 0 0.0471 0.841125 0.841125
24 0 0.0471 0.841125 0.841125
24 0 0.0471 0.841125 0.841125
24 25 0.0471 0.841125 0.799
24 25 0.0471 0.841125 0.824
24 25 0.0471 0.841125 0.87
24 50 0.0471 0.841125 1.062
24 50 0.0471 0.841125 1.102
24 50 0.0471 0.841125 1.05
24 100 0.0471 0.841125 0.973
24 100 0.0471 0.841125 0.868
24 100 0.0471 0.841125 0.955
24 150 0.0471 0.841125 0.922
24 150 0.0471 0.841125 0.983
24 150 0.0471 0.841125 0.999
24 200 0.0471 0.841125 0.856
24 200 0.0471 0.841125 0.883
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Tiempo (h)  Conc. (ug/mL)  Abs. blanco Abs. control neg. Abs. muestra

24 200 0.0471 0.841125 0.821
24 250 0.0471 0.841125 0.859
24 250 0.0471 0.841125 0.991
24 250 0.0471 0.841125 0.948
24 300 0.0471 0.841125 0.709
24 300 0.0471 0.841125 0.946
24 300 0.0471 0.841125 0.875
24 Control positivo 0.0471 0.841125 0.07
24 Control positivo 0.0471 0.841125 0.114
24 Control positivo 0.0471 0.841125 0.098
48 0 0.08775 0.368625 0.368625
48 0 0.08775 0.368625 0.368625
48 0 0.08775 0.368625 0.368625
48 25 0.08775 0.368625 0.391
48 25 0.08775 0.368625 0.432
48 25 0.08775 0.368625 0.472
48 50 0.08775 0.368625 0.53
48 50 0.08775 0.368625 0.519
48 50 0.08775 0.368625 0.502
48 100 0.08775 0.368625 0.452
48 100 0.08775 0.368625 0.437
48 100 0.08775 0.368625 0.454
48 150 0.08775 0.368625 0.488
48 150 0.08775 0.368625 0.516
48 150 0.08775 0.368625 0.435
48 200 0.08775 0.368625 0.405
48 200 0.08775 0.368625 0.39
48 200 0.08775 0.368625 0.414
48 250 0.08775 0.368625 0.428
48 250 0.08775 0.368625 0.488
48 250 0.08775 0.368625 0.447
48 300 0.08775 0.368625 0.411
48 300 0.08775 0.368625 0.427
48 300 0.08775 0.368625 0.479
48 Control positivo 0.08775 0.368625 0.094
48 Control positivo 0.08775 0.368625 0.092
48 Control positivo 0.08775 0.368625 0.093
72 0 0.08225 0.464 0.464
72 0 0.08225 0.464 0.464
72 0 0.08225 0.464 0.464
72 25 0.08225 0.464 0.457
72 25 0.08225 0.464 0.398
72 25 0.08225 0.464 0.392
72 50 0.08225 0.464 0.494
72 50 0.08225 0.464 0.498
72 50 0.08225 0.464 0.509
72 100 0.08225 0.464 0.445
72 100 0.08225 0.464 0.469
72 100 0.08225 0.464 0.492
72 150 0.08225 0.464 0.372
72 150 0.08225 0.464 0.429
72 150 0.08225 0.464 0.426
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Tiempo (h)  Conc. (ug/mL)  Abs. blanco Abs. control neg. Abs. muestra

72 200 0.08225 0.464 0.411
72 200 0.08225 0.464 0.427
72 200 0.08225 0.464 0.417
72 250 0.08225 0.464 0.469
72 250 0.08225 0.464 0.081
72 250 0.08225 0.464 0.58
72 300 0.08225 0.464 0.474
72 300 0.08225 0.464 0.538
72 300 0.08225 0.464 0.535
72 Control positivo 0.08225 0.464 0.098
72 Control positivo 0.08225 0.464 0.093
72 Control positivo 0.08225 0.464 0.095
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ANEXO E

Evaluacién de la citotoxicidad en lineas celulares de neuroblastoma
SH-SY5Y y LAN-1

Cuadro 19. Viabilidad celular determinada mediante el ensayo MTT tras la exposicion a la fraccion
acuosa de C. cibarius y P. djamor en la linea de neuroblastoma SH-SY5Y

Linea celular Tiempo (h) Conc. (ug/mL)  Abs. blanco Abs. control neg. Abs. muestra

C. cibarius

SH-SY5Y 24 Control positivo 0.086125 0.117675 0.087
SH-SY5Y 24 Control positivo 0.086125 0.117675 0.088
SH-SY5Y 24 Control positivo 0.086125 0.117675 0.088
SH-SY5Y 24 0 0.086125 0.117675 0.117675
SH-SY5Y 24 0 0.086125 0.117675 0.117675
SH-SY5Y 24 0 0.086125 0.117675 0.117675
SH-SY5Y 24 100 0.086125 0.117675 0.138
SH-SY5Y 24 100 0.086125 0.117675 0.129
SH-SY5Y 24 100 0.086125 0.117675 0.134
SH-SY5Y 24 200 0.086125 0.117675 0.127
SH-SY5Y 24 200 0.086125 0.117675 0.128
SH-SY5Y 24 200 0.086125 0.117675 0.119
SH-SY5Y 24 300 0.086125 0.117675 0.124
SH-SY5Y 24 300 0.086125 0.117675 0.128
SH-SY5Y 24 300 0.086125 0.117675 0.119
SH-SY5Y 48 Control positivo 0.038125 0.25025 0.043
SH-SY5Y 48 Control positivo 0.038125 0.25025 0.040
SH-SY5Y 48 Control positivo 0.038125 0.25025 0.041
SH-SY5Y 48 0 0.038125 0.25025 0.25025
SH-SY5Y 48 0 0.038125 0.25025 0.25025
SH-SY5Y 48 0 0.038125 0.25025 0.25025
SH-SY5Y 48 100 0.038125 0.25025 0.227
SH-SY5Y 48 100 0.038125 0.25025 0.193
SH-SY5Y 48 100 0.038125 0.25025 0.195
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Linea celular Tiempo (h) Conc. (ug/mL)  Abs. blanco Abs. control neg. Abs. muestra
SH-SY5Y 48 200 0.038125 0.25025 0.099
SH-SY5Y 48 200 0.038125 0.25025 0.091
SH-SY5Y 48 200 0.038125 0.25025 0.095
SH-SY5Y 48 300 0.038125 0.25025 0.096
SH-SY5Y 48 300 0.038125 0.25025 0.096
SH-SY5Y 48 300 0.038125 0.25025 0.095
SH-SY5Y 72 Control positivo 0.0757 0.33875 0.086
SH-SY5Y 72 Control positivo 0.0757 0.33875 0.089
SH-SY5Y 72 Control positivo 0.0757 0.33875 0.083
SH-SY5Y 72 0 0.0757 0.33875 0.33875
SH-SY5Y 72 0 0.0757 0.33875 0.33875
SH-SY5Y 72 0 0.0757 0.33875 0.33875
SH-SY5Y 72 100 0.0757 0.33875 0.338
SH-SY5Y 72 100 0.0757 0.33875 0.283
SH-SY5Y 72 100 0.0757 0.33875 0.303
SH-SY5Y 72 200 0.0757 0.33875 0.305
SH-SY5Y 72 200 0.0757 0.33875 0.257
SH-SY5Y 72 200 0.0757 0.33875 0.270
SH-SY5Y 72 300 0.0757 0.33875 0.275
SH-SY5Y 72 300 0.0757 0.33875 0.270
SH-SY5Y 72 300 0.0757 0.33875 0.242

P. djamor
SH-SY5Y 24 Control positivo ~ 0.086125 0.117675 0.087
SH-SY5Y 24 Control positivo 0.086125 0.117675 0.088
SH-SY5Y 24 Control positivo 0.086125 0.117675 0.088
SH-SY5Y 24 0 0.086125 0.117675 0.117675
SH-SY5Y 24 0 0.086125 0.117675 0.117675
SH-SY5Y 24 0 0.086125 0.117675 0.117675
SH-SY5Y 24 100 0.086125 0.117675 0.115
SH-SY5Y 24 100 0.086125 0.117675 0.118
SH-SY5Y 24 100 0.086125 0.117675 0.131
SH-SY5Y 24 200 0.086125 0.117675 0.118
SH-SY5Y 24 200 0.086125 0.117675 0.121
SH-SY5Y 24 200 0.086125 0.117675 0.123
SH-SY5Y 24 300 0.086125 0.117675 0.109
SH-SY5Y 24 300 0.086125 0.117675 0.113
SH-SY5Y 24 300 0.086125 0.117675 0.112
SH-SY5Y 48 Control positivo 0.038125 0.25025 0.043
SH-SY5Y 48 Control positivo 0.038125 0.25025 0.040
SH-SY5Y 48 Control positivo 0.038125 0.25025 0.041
SH-SY5Y 48 0 0.038125 0.25025 0.25025
SH-SY5Y 48 0 0.038125 0.25025 0.25025
SH-SY5Y 48 0 0.038125 0.25025 0.25025
SH-SY5Y 48 100 0.038125 0.25025 0.096
SH-SY5Y 48 100 0.038125 0.25025 0.093
SH-SY5Y 48 100 0.038125 0.25025 0.093
SH-SY5Y 48 200 0.038125 0.25025 0.094
SH-SY5Y 48 200 0.038125 0.25025 0.090
SH-SY5Y 48 200 0.038125 0.25025 0.092
SH-SY5Y 48 300 0.038125 0.25025 0.092
SH-SY5Y 48 300 0.038125 0.25025 0.088
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Linea celular Tiempo (h) Conc. (ug/mL)  Abs. blanco Abs. control neg. Abs. muestra

SH-SY5Y 48 300 0.038125 0.25025 0.091
SH-SY5Y 72 Control positivo 0.0757 0.33875 0.086
SH-SY5Y 72 Control positivo 0.0757 0.33875 0.089
SH-SY5Y 72 Control positivo 0.0757 0.33875 0.083
SH-SY5Y 72 0 0.0757 0.33875 0.33875
SH-SY5Y 72 0 0.0757 0.33875 0.33875
SH-SY5Y 72 0 0.0757 0.33875 0.33875
SH-SY5Y 72 100 0.0757 0.33875 0.189
SH-SY5Y 72 100 0.0757 0.33875 0.162
SH-SY5Y 72 100 0.0757 0.33875 0.179
SH-SY5Y 72 200 0.0757 0.33875 0.290
SH-SY5Y 72 200 0.0757 0.33875 0.254
SH-SY5Y 72 200 0.0757 0.33875 0.276
SH-SY5Y 72 300 0.0757 0.33875 0.087
SH-SY5Y 72 300 0.0757 0.33875 0.085
SH-SY5Y 72 300 0.0757 0.33875 0.106

Cuadro 20. Viabilidad celular determinada mediante el ensayo MTT tras la exposicion a la fraccion
acuosa de C. cibarius y P. djamor en la linea de neuroblastoma LAN-1

Linea celular Tiempo (h) Conc. (ug/mL)  Abs. blanco Abs. control neg. Abs. muestra

C. cibarius

LAN-1 24 Control positivo 0.084 0.0935 0.0843
LAN-1 24 Control positivo 0.084 0.0935 0.0843
LAN-1 24 Control positivo 0.084 0.0935 0.0844
LAN-1 24 0 0.084 0.0935 0.0935
LAN-1 24 0 0.084 0.0935 0.0935
LAN-1 24 0 0.084 0.0935 0.0935
LAN-1 24 100 0.084 0.0935 0.091
LAN-1 24 100 0.084 0.0935 0.092
LAN-1 24 100 0.084 0.0935 0.090
LAN-1 24 200 0.084 0.0935 0.098
LAN-1 24 200 0.084 0.0935 0.097
LAN-1 24 200 0.084 0.0935 0.098
LAN-1 24 300 0.084 0.0935 0.092
LAN-1 24 300 0.084 0.0935 0.092
LAN-1 24 300 0.084 0.0935 0.090
LAN-1 48 Control positivo 0.038125 0.148 0.042
LAN-1 48 Control positivo 0.038125 0.148 0.040
LAN-1 48 Control positivo 0.038125 0.148 0.041
LAN-1 48 0 0.038125 0.148 0.148
LAN-1 48 0 0.038125 0.148 0.148
LAN-1 48 0 0.038125 0.148 0.148
LAN-1 48 100 0.038125 0.148 0.124
LAN-1 48 100 0.038125 0.148 0.125
LAN-1 48 100 0.038125 0.148 0.114
LAN-1 48 200 0.038125 0.148 0.138
LAN-1 48 200 0.038125 0.148 0.129
LAN-1 48 200 0.038125 0.148 0.131
LAN-1 48 300 0.038125 0.148 0.122
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Linea celular Tiempo (h) Conc. (ug/mL)  Abs. blanco Abs. control neg. Abs. muestra

LAN-1 48 300 0.038125 0.148 0.128
LAN-1 48 300 0.038125 0.148 0.117
LAN-1 72 Control positivo 0.0757 0.171 0.080
LAN-1 72 Control positivo 0.0757 0.171 0.082
LAN-1 72 Control positivo 0.0757 0.171 0.083
LAN-1 72 0 0.0757 0.171 0.171
LAN-1 72 0 0.0757 0.171 0.171
LAN-1 72 0 0.0757 0.171 0.171
LAN-1 72 100 0.0757 0.171 0.166
LAN-1 72 100 0.0757 0.171 0.172
LAN-1 72 100 0.0757 0.171 0.174
LAN-1 72 200 0.0757 0.171 0.164
LAN-1 72 200 0.0757 0.171 0.161
LAN-1 72 200 0.0757 0.171 0.153
LAN-1 72 300 0.0757 0.171 0.158
LAN-1 72 300 0.0757 0.171 0.155
LAN-1 72 300 0.0757 0.171 0.141
P. djamor
LAN-1 24 Control positivo 0.084 0.0935 0.0843
LAN-1 24 Control positivo 0.084 0.0935 0.0843
LAN-1 24 Control positivo 0.084 0.0935 0.0844
LAN-1 24 0 0.084 0.0935 0.0935
LAN-1 24 0 0.084 0.0935 0.0935
LAN-1 24 0 0.084 0.0935 0.0935
LAN-1 24 100 0.084 0.0935 0.091
LAN-1 24 100 0.084 0.0935 0.094
LAN-1 24 100 0.084 0.0935 0.092
LAN-1 24 200 0.084 0.0935 0.090
LAN-1 24 200 0.084 0.0935 0.091
LAN-1 24 200 0.084 0.0935 0.092
LAN-1 24 300 0.084 0.0935 0.090
LAN-1 24 300 0.084 0.0935 0.092
LAN-1 24 300 0.084 0.0935 0.091
LAN-1 48 Control positivo 0.038125 0.148 0.042
LAN-1 48 Control positivo 0.038125 0.148 0.040
LAN-1 48 Control positivo 0.038125 0.148 0.041
LAN-1 48 0 0.038125 0.148 0.148
LAN-1 48 0 0.038125 0.148 0.148
LAN-1 48 0 0.038125 0.148 0.148
LAN-1 48 100 0.038125 0.148 0.118
LAN-1 48 100 0.038125 0.148 0.118
LAN-1 48 100 0.038125 0.148 0.125
LAN-1 48 200 0.038125 0.148 0.128
LAN-1 48 200 0.038125 0.148 0.132
LAN-1 48 200 0.038125 0.148 0.132
LAN-1 48 300 0.038125 0.148 0.109
LAN-1 48 300 0.038125 0.148 0.123
LAN-1 48 300 0.038125 0.148 0.131
LAN-1 72 Control positivo 0.0757 0.171 0.080
LAN-1 72 Control positivo 0.0757 0.171 0.082
LAN-1 72 Control positivo 0.0757 0.171 0.083
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Linea celular Tiempo (h) Conc. (ug/mL)  Abs. blanco Abs. control neg. Abs. muestra

LAN-1 72 0 0.0757 0.171 0.171
LAN-1 72 0 0.0757 0.171 0.171
LAN-1 72 0 0.0757 0.171 0.171
LAN-1 72 100 0.0757 0.171 0.147
LAN-1 72 100 0.0757 0.171 0.147
LAN-1 72 100 0.0757 0.171 0.162
LAN-1 72 200 0.0757 0.171 0.129
LAN-1 72 200 0.0757 0.171 0.138
LAN-1 72 200 0.0757 0.171 0.130
LAN-1 72 300 0.0757 0.171 0.117
LAN-1 72 300 0.0757 0.171 0.128
LAN-1 72 300 0.0757 0.171 0.113

Cuadro 21. Viabilidad celular determinada mediante el ensayo MTT tras la exposicion a la fraccion
etandlica de C. cibarius y P. djamor en la linea de neuroblastoma SH-SY5Y

Linea celular Tiempo (h) Conec. (ug/mL)  Abs. blanco Abs. control neg. Abs. muestra

C. cibarius

SH-SY5Y 24 Control positivo 0,0973 0,411 40,000
SH-SY5Y 24 Control positivo 0,0973 0,411 0,0890
SH-SY5Y 24 Control positivo 0,0973 0,411 0,0960
SH-SY5Y 24 0 0,0973 0,411 0,411
SH-SY5Y 24 0 0,0973 0,411 0,411
SH-SY5Y 24 0 0,0973 0,411 0,411
SH-SY5Y 24 100 0,0973 0,411 0,350
SH-SY5Y 24 100 0,0973 0,411 0,371
SH-SY5Y 24 100 0,0973 0,411 0,471
SH-SY5Y 24 200 0,0973 0,411 0,330
SH-SY5Y 24 200 0,0973 0,411 0,350
SH-SY5Y 24 200 0,0973 0,411 0,356
SH-SY5Y 24 300 0,0973 0,411 0,289
SH-SY5Y 24 300 0,0973 0,411 0,329
SH-SY5Y 24 300 0,0973 0,411 0,298
SH-SY5Y 48 Control positivo 0,101 0,436 0,0820
SH-SY5Y 48 Control positivo 0,101 0,436 0,0860
SH-SY5Y 48 Control positivo 0,101 0,436 0,0830
SH-SY5Y 48 0 0,101 0,436 0,436
SH-SY5Y 48 0 0,101 0,436 0,436
SH-SY5Y 48 0 0,101 0,436 0,436
SH-SY5Y 48 100 0,101 0,436 0,427
SH-SY5Y 48 100 0,101 0,436 0,443
SH-SY5Y 48 100 0,101 0,436 0,394
SH-SY5Y 48 200 0,101 0,436 0,414
SH-SY5Y 48 200 0,101 0,436 0,388
SH-SY5Y 48 200 0,101 0,436 0,433
SH-SY5Y 48 300 0,101 0,436 0,393
SH-SY5Y 48 300 0,101 0,436 0,353
SH-SY5Y 48 300 0,101 0,436 0,384
SH-SY5Y 72 Control positivo 0,092 0,59825 0,105
SH-SY5Y 72 Control positivo 0,092 0,59825 0,105
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Linea celular Tiempo (h) Conc. (ug/mL)  Abs. blanco Abs. control neg. Abs. muestra

SH-SY5Y 72 Control positivo 0,092 0,59825 0,113
SH-SY5Y 72 0 0,092 0,59825 0,59825
SH-SY5Y 72 0 0,092 0,59825 0,59825
SH-SY5Y 72 0 0,092 0,59825 0,59825
SH-SY5Y 72 100 0,092 0,59825 0,707
SH-SY5Y 72 100 0,092 0,59825 0,727
SH-SY5Y 72 100 0,092 0,59825 0,665
SH-SY5Y 72 200 0,092 0,59825 0,714
SH-SY5Y 72 200 0,092 0,59825 0,567
SH-SY5Y 72 200 0,092 0,59825 0,586
SH-SY5Y 72 300 0,092 0,59825 0,565
SH-SY5Y 72 300 0,092 0,59825 0,553
SH-SY5Y 72 300 0,092 0,59825 0,605
P. djamor
SH-SY5Y 24 Control positivo 0,0973 0,411 40,000
SH-SY5Y 24 Control positivo 0,0973 0,411 0,0890
SH-SY5Y 24 Control positivo 0,0973 0,411 0,0960
SH-SY5Y 24 0 0,0973 0,411 0,411
SH-SY5Y 24 0 0,0973 0,411 0,411
SH-SY5Y 24 0 0,0973 0,411 0,411
SH-SY5Y 24 100 0,110 0,211 0,209
SH-SY5Y 24 100 0,110 0,211 0,197
SH-SY5Y 24 100 0,110 0,211 0,203
SH-SY5Y 24 200 0,110 0,211 0,166
SH-SY5Y 24 200 0,110 0,211 0,169
SH-SY5Y 24 200 0,110 0,211 0,158
SH-SY5Y 24 300 0,110 0,211 0,147
SH-SY5Y 24 300 0,110 0,211 0,155
SH-SY5Y 24 300 0,110 0,211 0,158
SH-SY5Y 48 Control positivo 0,101 0,436 0,0820
SH-SY5Y 48 Control positivo 0,101 0,436 0,0860
SH-SY5Y 48 Control positivo 0,101 0,436 0,0830
SH-SY5Y 48 0 0,101 0,436 0,436
SH-SY5Y 48 0 0,101 0,436 0,436
SH-SY5Y 48 0 0,101 0,436 0,436
SH-SY5Y 48 100 0,109 0,300 0,267
SH-SY5Y 48 100 0,109 0,300 0,276
SH-SY5Y 48 100 0,109 0,300 0,264
SH-SY5Y 48 200 0,109 0,300 0,226
SH-SY5Y 48 200 0,109 0,300 0,254
SH-SY5Y 48 200 0,109 0,300 0,241
SH-SY5Y 48 300 0,109 0,300 0,225
SH-SY5Y 48 300 0,109 0,300 0,211
SH-SY5Y 48 300 0,109 0,300 0,229
SH-SY5Y 72 Control positivo 0,092 0,59825 0,105
SH-SY5Y 72 Control positivo 0,092 0,59825 0,105
SH-SY5Y 72 Control positivo 0,092 0,59825 0,113
SH-SY5Y 72 0 0,092 0,59825 0,59825
SH-SY5Y 72 0 0,092 0,59825 0,59825
SH-SY5Y 72 0 0,092 0,59825 0,59825
SH-SY5Y 72 100 0,124 0,645 0,415
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Linea celular Tiempo (h) Conc. (ug/mL)  Abs. blanco Abs. control neg. Abs. muestra

SH-SY5Y 72 100 0,124 0,645 0,411
SH-SY5Y 72 100 0,124 0,645 0,417
SH-SY5Y 72 200 0,124 0,645 0,390
SH-SY5Y 72 200 0,124 0,645 0,403
SH-SY5Y 72 200 0,124 0,645 0,424
SH-SY5Y 72 300 0,124 0,645 0,328
SH-SY5Y 72 300 0,124 0,645 0,339
SH-SY5Y 72 300 0,124 0,645 0,326

Cuadro 22. Viabilidad celular determinada mediante el ensayo MTT tras la exposicién a la fraccion
etanolica de C. cibarius y P. djamor en la linea de neuroblastoma LAN-1

Linea celular Tiempo (h) Conc. (ug/mL)  Abs. blanco Abs. control neg.  Abs. muestra

C. cibarius

LAN-1 24 Control positivo 0,0880 0,333 0,0900
LAN-1 24 Control positivo 0,0880 0,333 0,0790
LAN-1 24 Control positivo 0,0880 0,333 0,0830
LAN-1 24 0 0.088 0.333 0.333
LAN-1 24 0 0.088 0.333 0.333
LAN-1 24 0 0.088 0.333 0.333
LAN-1 24 100 0.088 0.333 0.287
LAN-1 24 100 0.088 0.333 0.374
LAN-1 24 100 0.088 0.333 0.456
LAN-1 24 200 0.088 0.333 0.249
LAN-1 24 200 0.088 0.333 0.234
LAN-1 24 200 0.088 0.333 0.275
LAN-1 24 300 0.088 0.333 0.196
LAN-1 24 300 0.088 0.333 0.190
LAN-1 24 300 0.088 0.333 0.197
LAN-1 48 Control positivo 0,0978 0,487 0,0970
LAN-1 48 Control positivo 0,0978 0,487 0,100
LAN-1 48 Control positivo 0,0978 0,487 0,0970
LAN-1 48 0 0,0978 0,487 0,487
LAN-1 48 0 0,0978 0,487 0,487
LAN-1 48 0 0,0978 0,487 0,487
LAN-1 48 100 0,0978 0,487 0,499
LAN-1 48 100 0,0978 0,487 0,441
LAN-1 48 100 0,0978 0,487 0,446
LAN-1 48 200 0,0978 0,487 0,415
LAN-1 48 200 0,0978 0,487 0,406
LAN-1 48 200 0,0978 0,487 0,445
LAN-1 48 300 0,0978 0,487 0,342
LAN-1 48 300 0,0978 0,487 0,334
LAN-1 48 300 0,0978 0,487 0,372
LAN-1 72 Control positivo 0,0760 0,651 0,0820
LAN-1 72 Control positivo 0,0760 0,651 0,0860
LAN-1 72 Control positivo 0,0760 0,651 0,0840
LAN-1 72 0 0,0760 0,651 0,651
LAN-1 72 0 0,0760 0,651 0,651
LAN-1 72 0 0,0760 0,651 0,651
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Linea celular Tiempo (h) Conc. (ug/mL)  Abs. blanco Abs. control neg. Abs. muestra
LAN-1 72 100 0,0760 0,651 0,648
LAN-1 72 100 0,0760 0,651 0,676
LAN-1 72 100 0,0760 0,651 0,662
LAN-1 72 200 0,0760 0,651 0,680
LAN-1 72 200 0,0760 0,651 0,613
LAN-1 72 200 0,0760 0,651 0,614
LAN-1 72 300 0,0760 0,651 0,564
LAN-1 72 300 0,0760 0,651 0,486
LAN-1 72 300 0,0760 0,651 0,534

P. djamor

LAN-1 24 Control positivo 0,0880 0,333 0,0900
LAN-1 24 Control positivo 0,0880 0,333 0,0790
LAN-1 24 Control positivo 0,0880 0,333 0,0830
LAN-1 24 0 0.088 0.333 0.333
LAN-1 24 0 0.088 0.333 0.333
LAN-1 24 0 0.088 0.333 0.333
LAN-1 24 100 0,0973 0,427 0,505
LAN-1 24 100 0,0973 0,427 0,443
LAN-1 24 100 0,0973 0,427 0,661
LAN-1 24 200 0,0973 0,427 0,418
LAN-1 24 200 0,0973 0,427 0,434
LAN-1 24 200 0,0973 0,427 0,513
LAN-1 24 300 0,0973 0,427 0,400
LAN-1 24 300 0,0973 0,427 0,367
LAN-1 24 300 0,0973 0,427 0,419
LAN-1 48 Control positivo 0,0978 0,487 0,0970
LAN-1 48 Control positivo 0,0978 0,487 0,100
LAN-1 48 Control positivo 0,0978 0,487 0,0970
LAN-1 48 0 0,0978 0,487 0,487
LAN-1 48 0 0,0978 0,487 0,487
LAN-1 48 0 0,0978 0,487 0,487
LAN-1 48 100 0,0741 0,817 0,813
LAN-1 48 100 0,0741 0,817 0,849
LAN-1 48 100 0,0741 0,817 0,803
LAN-1 48 200 0,0741 0,817 0,712
LAN-1 48 200 0,0741 0,817 0,998
LAN-1 48 200 0,0741 0,817 1,05

LAN-1 48 300 0,0741 0,817 0,695
LAN-1 48 300 0,0741 0,817 0,731
LAN-1 48 300 0,0741 0,817 0,811
LAN-1 72 Control positivo 0,0760 0,651 0,0820
LAN-1 72 Control positivo 0,0760 0,651 0,0860
LAN-1 72 Control positivo 0,0760 0,651 0,0840
LAN-1 72 0 0,0760 0,651 0,651
LAN-1 72 0 0,0760 0,651 0,651
LAN-1 72 0 0,0760 0,651 0,651
LAN-1 72 100 0,148 1,19 1,20

LAN-1 72 100 0,148 1,19 1,88

LAN-1 72 100 0,148 1,19 1,02

LAN-1 72 200 0,148 1,19 0,777
LAN-1 72 200 0,148 1,19 0,879
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Linea celular Tiempo (h) Conc. (ug/mL)  Abs. blanco Abs. control neg. Abs. muestra
LAN-1 72 200 0,148 1,19 0,915
LAN-1 72 300 0,148 1,19 0,760
LAN-1 72 300 0,148 1,19 0,851
LAN-1 72 300 0,148 1,19 0,759

Cuadro 23. Viabilidad celular determinada mediante el ensayo MTT tras la exposiciéon a la fraccion
lipofilica de C. cibarius y P. djamor en la linea de neuroblastoma SH-SY5Y

Linea celular Tiempo (h) Conc. (ug/mL)  Abs. blanco Abs. control neg. Abs. muestra
C. cibarius
SH-SY5Y 24 Control positivo 0.085875 0.093625 0.0863
SH-SY5Y 24 Control positivo 0.085875 0.093625 0.0862
SH-SY5Y 24 Control positivo 0.085875 0.093625 0.0862
SH-SY5Y 24 0 0.085875 0.093625 0.093625
SH-SY5Y 24 0 0.085875 0.093625 0.093625
SH-SY5Y 24 0 0.085875 0.093625 0.093625
SH-SY5Y 24 100 0.085875 0.093625 0.100
SH-SY5Y 24 100 0.085875 0.093625 0.098
SH-SY5Y 24 100 0.085875 0.093625 0.0986
SH-SY5Y 24 200 0.085875 0.093625 0.093
SH-SY5Y 24 200 0.085875 0.093625 0.092
SH-SY5Y 24 200 0.085875 0.093625 0.0928
SH-SY5Y 24 300 0.085875 0.093625 0.092
SH-SY5Y 24 300 0.085875 0.093625 0.092
SH-SY5Y 24 300 0.085875 0.093625 0.090
SH-SY5Y 48 Control positivo 0.07 0.09275 0.0715
SH-SY5Y 48 Control positivo 0.07 0.09275 0.0714
SH-SY5Y 48 Control positivo 0.07 0.09275 0.0711
SH-SY5Y 48 0 0.07 0.09275 0.09275
SH-SY5Y 48 0 0.07 0.09275 0.09275
SH-SY5Y 48 0 0.07 0.09275 0.09275
SH-SY5Y 48 100 0.07 0.09275 0.085
SH-SY5Y 48 100 0.07 0.09275 0.082
SH-SY5Y 48 100 0.07 0.09275 0.081
SH-SY5Y 48 200 0.07 0.09275 0.082
SH-SY5Y 48 200 0.07 0.09275 0.084
SH-SY5Y 48 200 0.07 0.09275 0.082
SH-SY5Y 48 300 0.07 0.09275 0.0787
SH-SY5Y 48 300 0.07 0.09275 0.0782
SH-SY5Y 48 300 0.07 0.09275 0.0787
SH-SY5Y 72 Control positivo 0.08125 0.10325 0.082
SH-SY5Y 72 Control positivo 0.08125 0.10325 0.083
SH-SY5Y 72 Control positivo 0.08125 0.10325 0.082
SH-SY5Y 72 0 0.08125 0.10325 0.10325
SH-SY5Y 72 0 0.08125 0.10325 0.10325
SH-SY5Y 72 0 0.08125 0.10325 0.10325
SH-SY5Y 72 100 0.08125 0.10325 0.110
SH-SY5Y 72 100 0.08125 0.10325 0.102
SH-SY5Y 72 100 0.08125 0.10325 0.105
SH-SY5Y 72 200 0.08125 0.10325 0.095
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Linea celular Tiempo (h) Conc. (ug/mL)  Abs. blanco Abs. control neg. Abs. muestra
SH-SY5Y 72 200 0.08125 0.10325 0.099
SH-SY5Y 72 200 0.08125 0.10325 0.095
SH-SY5Y 72 300 0.08125 0.10325 0.091
SH-SY5Y 72 300 0.08125 0.10325 0.088
SH-SY5Y 72 300 0.08125 0.10325 0.088

P. djamor
SH-SY5Y 24 Control positivo 0.085875 0.093625 0.0863
SH-SY5Y 24 Control positivo 0.085875 0.093625 0.0862
SH-SY5Y 24 Control positivo 0.085875 0.093625 0.0862
SH-SY5Y 24 0 0.085875 0.093625 0.093625
SH-SY5Y 24 0 0.085875 0.093625 0.093625
SH-SY5Y 24 0 0.085875 0.093625 0.093625
SH-SY5Y 24 100 0.085875 0.093625 0.0895
SH-SY5Y 24 100 0.085875 0.093625 0.0893
SH-SY5Y 24 100 0.085875 0.093625 0.0890
SH-SY5Y 24 200 0.085875 0.093625 0.091
SH-SY5Y 24 200 0.085875 0.093625 0.090
SH-SY5Y 24 200 0.085875 0.093625 0.089
SH-SY5Y 24 300 0.085875 0.093625 0.088
SH-SY5Y 24 300 0.085875 0.093625 0.0878
SH-SY5Y 24 300 0.085875 0.093625 0.0879
SH-SY5Y 48 Control positivo 0.07 0.09275 0.0715
SH-SY5Y 48 Control positivo 0.07 0.09275 0.0714
SH-SY5Y 48 Control positivo 0.07 0.09275 0.0711
SH-SY5Y 48 0 0.07 0.09275 0.09275
SH-SY5Y 48 0 0.07 0.09275 0.09275
SH-SY5Y 48 0 0.07 0.09275 0.09275
SH-SY5Y 48 100 0.07 0.09275 0.083
SH-SY5Y 48 100 0.07 0.09275 0.083
SH-SY5Y 48 100 0.07 0.09275 0.085
SH-SY5Y 48 200 0.07 0.09275 0.083
SH-SY5Y 48 200 0.07 0.09275 0.084
SH-SY5Y 48 200 0.07 0.09275 0.083
SH-SY5Y 48 300 0.07 0.09275 0.095
SH-SY5Y 48 300 0.07 0.09275 0.0886
SH-SY5Y 48 300 0.07 0.09275 0.094
SH-SY5Y 72 Control positivo 0.08125 0.10325 0.082
SH-SY5Y 72 Control positivo 0.08125 0.10325 0.083
SH-SY5Y 72 Control positivo 0.08125 0.10325 0.082
SH-SY5Y 72 0 0.08125 0.10325 0.10325
SH-SY5Y 72 0 0.08125 0.10325 0.10325
SH-SY5Y 72 0 0.08125 0.10325 0.10325
SH-SY5Y 72 100 0.08125 0.10325 0.099
SH-SY5Y 72 100 0.08125 0.10325 0.095
SH-SY5Y 72 100 0.08125 0.10325 0.095
SH-SY5Y 72 200 0.08125 0.10325 0.089
SH-SY5Y 72 200 0.08125 0.10325 0.091
SH-SY5Y 72 200 0.08125 0.10325 0.091
SH-SY5Y 72 300 0.08125 0.10325 0.095
SH-SY5Y 72 300 0.08125 0.10325 0.092
SH-SY5Y 72 300 0.08125 0.10325 0.091
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Cuadro 24. Viabilidad celular determinada mediante el ensayo MTT tras la exposicion a la fraccion
lipofilica de C. cibarius y P. djamor en la linea de neuroblastoma LAN-1

Linea celular Tiempo (h) Conc. (ug/mL)  Abs. blanco Abs. control neg. Abs. muestra

C. cibarius

LAN-1 24 Control positivo 0.084 0.0935 0.0845
LAN-1 24 Control positivo 0.084 0.0935 0.0843
LAN-1 24 Control positivo 0.084 0.0935 0.0843
LAN-1 24 0 0.084 0.0935 0.0935
LAN-1 24 0 0.084 0.0935 0.0935
LAN-1 24 0 0.084 0.0935 0.0935
LAN-1 24 100 0.084 0.0935 0.101
LAN-1 24 100 0.084 0.0935 0.1011
LAN-1 24 100 0.084 0.0935 0.102
LAN-1 24 200 0.084 0.0935 0.0903
LAN-1 24 200 0.084 0.0935 0.091
LAN-1 24 200 0.084 0.0935 0.0919
LAN-1 24 300 0.084 0.0935 0.098
LAN-1 24 300 0.084 0.0935 0.097
LAN-1 24 300 0.084 0.0935 0.0975
LAN-1 48 Control positivo 0.06825 0.10775 0.071
LAN-1 48 Control positivo 0.06825 0.10775 0.07
LAN-1 48 Control positivo 0.06825 0.10775 0.0711
LAN-1 48 0 0.06825 0.10775 0.10775
LAN-1 48 0 0.06825 0.10775 0.10775
LAN-1 48 0 0.06825 0.10775 0.10775
LAN-1 48 100 0.06825 0.10775 0.095
LAN-1 48 100 0.06825 0.10775 0.098
LAN-1 48 100 0.06825 0.10775 0.098
LAN-1 48 200 0.06825 0.10775 0.099
LAN-1 48 200 0.06825 0.10775 0.094
LAN-1 48 200 0.06825 0.10775 0.089
LAN-1 48 300 0.06825 0.10775 0.103
LAN-1 48 300 0.06825 0.10775 0.104
LAN-1 48 300 0.06825 0.10775 0.099
LAN-1 72 Control positivo 0.085 0.10825 0.086
LAN-1 72 Control positivo 0.085 0.10825 0.086
LAN-1 72 Control positivo 0.085 0.10825 0.087
LAN-1 72 0 0.085 0.10825 0.10825
LAN-1 72 0 0.085 0.10825 0.10825
LAN-1 72 0 0.085 0.10825 0.10825
LAN-1 72 100 0.085 0.10825 0.102
LAN-1 72 100 0.085 0.10825 0.103
LAN-1 72 100 0.085 0.10825 0.103
LAN-1 72 200 0.085 0.10825 0.111
LAN-1 72 200 0.085 0.10825 0.107
LAN-1 72 200 0.085 0.10825 0.105
LAN-1 72 300 0.085 0.10825 0.102
LAN-1 72 300 0.085 0.10825 0.102
LAN-1 72 300 0.085 0.10825 0.102
P. djamor
LAN-1 24 Control positivo 0.084 0.0935 0.0845
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Linea celular Tiempo (h) Conc. (ug/mL)  Abs. blanco Abs. control neg. Abs. muestra
LAN-1 24 Control positivo 0.084 0.0935 0.0843
LAN-1 24 Control positivo 0.084 0.0935 0.0843
LAN-1 24 0 0.084 0.0935 0.0935
LAN-1 24 0 0.084 0.0935 0.0935
LAN-1 24 0 0.084 0.0935 0.0935
LAN-1 24 100 0.084 0.0935 0.098
LAN-1 24 100 0.084 0.0935 0.099
LAN-1 24 100 0.084 0.0935 0.1
LAN-1 24 200 0.084 0.0935 0.103
LAN-1 24 200 0.084 0.0935 0.1
LAN-1 24 200 0.084 0.0935 0.102
LAN-1 24 300 0.084 0.0935 0.099
LAN-1 24 300 0.084 0.0935 0.098
LAN-1 24 300 0.084 0.0935 0.1
LAN-1 48 Control positivo 0.06825 0.10775 0.071
LAN-1 48 Control positivo 0.06825 0.10775 0.07
LAN-1 48 Control positivo 0.06825 0.10775 0.0711
LAN-1 48 0 0.06825 0.10775 0.10775
LAN-1 48 0 0.06825 0.10775 0.10775
LAN-1 48 0 0.06825 0.10775 0.10775
LAN-1 48 100 0.06825 0.10775 0.1
LAN-1 48 100 0.06825 0.10775 0.101
LAN-1 48 100 0.06825 0.10775 0.097
LAN-1 48 200 0.06825 0.10775 0.096
LAN-1 48 200 0.06825 0.10775 0.092
LAN-1 48 200 0.06825 0.10775 0.093
LAN-1 48 300 0.06825 0.10775 0.092
LAN-1 48 300 0.06825 0.10775 0.091
LAN-1 48 300 0.06825 0.10775 0.09
LAN-1 72 Control positivo 0.085 0.10825 0.086
LAN-1 72 Control positivo 0.085 0.10825 0.086
LAN-1 72 Control positivo 0.085 0.10825 0.087
LAN-1 72 0 0.085 0.10825 0.10825
LAN-1 72 0 0.085 0.10825 0.10825
LAN-1 72 0 0.085 0.10825 0.10825
LAN-1 72 100 0.085 0.10825 0.104
LAN-1 72 100 0.085 0.10825 0.1
LAN-1 72 100 0.085 0.10825 0.099
LAN-1 72 200 0.085 0.10825 0.097
LAN-1 72 200 0.085 0.10825 0.096
LAN-1 72 200 0.085 0.10825 0.096
LAN-1 72 300 0.085 0.10825 0.095
LAN-1 72 300 0.085 0.10825 0.098
LAN-1 72 300 0.085 0.10825 0.094
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ANEXO F

Resultados cuantificacion ARN

Cuadro 25. Concentracion y pureza de ARN extraido de lineas celulares tratadas con extractos

fangicos

Linea celular ~ Extracto fungico  Especie fungica  Tiempo (h) Conc. ARN (pug/ml)  A260/280 A260,/230
CHO Control + 12 1019.9 1.80 0.91
CHO Control - 12 550.4 1.69 0.16
CHO Acuosa C. cibarius 12 591.4 1.70 0.57
CHO Acuosa P. djamor 12 498.5 1.66 0.32
CHO Etanolica C. cibarius 12 867.1 1.71 0.26
CHO Etanolica P. djamor 12 1272.1 1.83 0.31
CHO Lipofilico C. cibarius 12 637.2 1.71 1.17
CHO Lipofilico P. djamor 12 669.6 1.71 0.29
CHO Control + 24 491.0 2.31 1.20
CHO Control - 24 262.1 1.85 0.96
CHO Acuosa C. cibarius 24 447.5 2.29 2.60
CHO Acuosa P. djamor 24 472.3 2.33 7.06
CHO Etanodlica C. cibarius 24 1552.7 1.92 0.38
CHO Etanolica P. djamor 24 893.5 1.56 0.35
CHO Lipofilico C. cibarius 24 1064.1 1.98 0.31
CHO Lipofilico P. djamor 24 1344.2 2.10 0.37
SY5Y Control + 12 11174 1.84 0.28
SY5Y Control - 12 471.8 2.11 2.72
SY5Y Acuosa C. cibarius 12 1584.3 1.97 0.45
SY5Y Acuosa P. djamor 12 1208.8 1.85 0.28
SY5Y Etanolica C. cibarius 12 2092.0 2.26 0.78
SY5Y Etanolica P. djamor 12 3150.1 2.00 0.40
SY5Y Lipofilico C. cibarius 12 66.9 1.96 35.88
SY5Y Lipofilico P. djamor 12 111.7 1.93 -4.22
SY5Y Control + 24 1003.4 1.96 0.32
SY5Y Control - 24 427.6 2.29 1.05
SY5Y Acuosa C. cibarius 24 588.6 1.82 0.15
SY5Y Acuosa P. djamor 24 987.8 1.96 0.28
SY5Y Etanolica C. cibarius 24 1794.5 2.19 0.42
SY5Y Etanolica P. djamor 24 4216.0 2.26 0.56
SY5Y Lipofilico C. cibarius 24 382.0 2.20 1.91
SY5Y Lipofilico P. djamor 24 95.9 1.83 0.12
LAN-1 Control + 12 650.7 1.72 0.17
LAN-1 Control - 12 469.0 2.13 4.13
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Linea celular  Extracto fungico  Especie fungica  Tiempo (h) Conc. ARN (ug/ml)  A260/280 A260,/230
LAN-1 Acuosa C. cibarius 12 314.1 1.93 0.99
LAN-1 Acuosa P. djamor 12 255.3 1.81 0.38
LAN-1 Etanolica C. cibarius 12 1091.5 1.67 0.28
LAN-1 Etanolica P. djamor 12 913.0 1.65 0.23
LAN-1 Lipofilico C. cibarius 12 283.5 1.89 1.31
LAN-1 Lipofilico P. djamor 12 401.9 2.03 0.85
LAN-1 Control + 24 240.5 2.01 0.50
LAN-1 Control - 24 102.1 1.68 0.19
LAN-1 Acuosa C. cibarius 24 257.8 2.06 2.32
LAN-1 Acuosa P. djamor 24 424.7 1.97 1.06
LAN-1 Etanolica C. cibarius 24 857.3 1.57 0.24
LAN-1 Etanolica P. djamor 24 898.3 1.43 0.27
LAN-1 Lipofilico C. cibarius 24 273.9 1.87 0.73
LAN-1 Lipofilico P. djamor 24 432.6 2.30 1.93
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ANEXO G

Resultados de amplificacion génica mediante RT-qgPCR

Cuadro 26. Secuencias de cebadores utilizados para la amplificaciéon de genes relacionados con
apoptosis y necroptosis mediante RT-qPCR

Gen Secuencia Cebador Forward Secuencia Cebador Reverse T° alineamiento Referencia

CASP8 5-AGAAGAGGGTCATCCT 5-TCAGGACTTCCTTCAA 60 °C Bala et al., 2022
GGGAGA-3 GGCTGC-3’

CASP9 5-GTTTGAGGACCTTCGA 5-CAACGTACCAGGAGCC 60 °C Bala et al., 2022
CCAGCT-3 ACTCTT-3’

CASP3  5-GGAAGCGAATCAATGG 5-GCATCGACATCTGTAC 60 °C Bala et al., 2022
ACTCTGG-3 CAGACC-3’

RIPK3 5-CAAGGAGGGACAGAAA 5-TTGTGGAACCTGCTCC 60 °C Khorsandi et al., 2017
TGGA-3’ TCTT-3’

B-ACT 5-ACAGAGCCTCGCCTTT 5-CGCGGCGAATCATCAT 60 °C Réacz et al., 2021

GC-3’

CCA-3’

Cuadro 27. Valores de Ct del gen caspasa-8 determinados por RT-qPCR en lineas celulares
tratadas con extractos acuosos, etandlicos y lipofilicos de C. cibarius y P. djamor

Linea celular  Fracciéon fungica  Tipo de muestra Cts Gen Cts B-actina
CHO Acuosa Negativo (0 ug/ml) 28.71 21.55
CHO Acuosa Negativo (0 ug/ml) 28.63 21.55
CHO Acuosa Control positivo 31.91 30.22
CHO Acuosa Control positivo 31.91 30.09
CHO Acuosa C. cibarius (200 pg/ml) 28.21 25.07
CHO Acuosa C. cibarius (200 pg/ml) 28.24 25.14
CHO Acuosa P. djamor (200 ug/ml) 30.71 27.09
CHO Acuosa P. djamor (200 ug/ml) 30.71 26.86
SH-SY5Y Acuosa Negativo (0 ug/ml) 28.33 22.22
SH-SY5Y Acuosa Negativo (0 ug/ml) 28.26 21.89
SH-SY5Y Acuosa Control positivo 33.54 35.13
SH-SY5Y Acuosa Control positivo 34.57 35.13
SH-SY5Y Acuosa C. cibarius (200 pg/ml) 30.31 26.09
SH-SY5Y Acuosa C. cibarius (200 pg/ml) 31.37 26.13
SH-SY5Y Acuosa P. djamor (200 ug/ml) 32.02 28.62
SH-SY5Y Acuosa P. djamor (200 ug/ml) 31.94 28.66
LAN-1 Acuosa Negativo (0 ug/ml) 29.18 22.65
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Linea celular  Fracciéon fangica  Tipo de muestra Cts Gen  Cts B-actina

LAN-1 Acuosa Negativo (0 ug/ml) 29.38 22.66
LAN-1 Acuosa Control positivo 33.45 34.42
LAN-1 Acuosa Control positivo 34.02 34.42
LAN-1 Acuosa C. cibarius (200 pg/ml) 29.65 23.28
LAN-1 Acuosa C. cibarius (200 pg/ml) 29.78 23.33
LAN-1 Acuosa P. djamor (200 ug/ml) 30.54 25.81
LAN-1 Acuosa P. djamor (200 ug/ml) 30.43 25.78
CHO Etanolica Negativo (0 ug/ml) 39.84 25.11
CHO Etanolica Negativo (0 ug/ml) 38.50 25.12
CHO Etanolica Control positivo 37.07 26.61
CHO Etanolica Control positivo 34.98 27.18
CHO Etanolica C. cibarius (200 pg/ml) 0.00 25.40
CHO Etanolica C. cibarius (200 pg/ml) 0.00 25.07
CHO Etanolica P. djamor (200 ug/ml) 0.00 24.97
CHO Etanolica P. djamor (200 ug/ml) 0.00 24.83
SH-SY5Y Etanolica Negativo (0 ug/ml) 38.23 34.61
SH-SY5Y Etanolica Negativo (0 ug/ml) 39.03 35.95
SH-SY5Y Etanolica Control positivo 37.07 37.87
SH-SY5Y Etanolica Control positivo 39.01 38.19
SH-SY5Y Etanolica C. cibarius (200 pg/ml) 35.60 37.03
SH-SY5Y Etanolica C. cibarius (200 pg/ml) 35.35 36.61
SH-SY5Y Etanolica P. djamor (200 ug/ml) 36.01 33.58
SH-SY5Y Etanolica P. djamor (200 ug/ml) 37.07 38.07
LAN-1 Etanolica Negativo (0 ug/ml) 38.36 24.73
LAN-1 Etanolica Negativo (0 ug/ml) 38.01 24.67
LAN-1 Etanolica Control positivo 37.07 25.01
LAN-1 Etanolica Control positivo 37.01 25.03
LAN-1 Etanolica C. cibarius (200 pg/ml) 35.56 31.12
LAN-1 Etanolica C. cibarius (200 pg/ml) 35.58 31.12
LAN-1 Etanolica P. djamor (200 ug/ml) 36.22 31.51
LAN-1 Etanolica P. djamor (200 ug/ml) 37.38 32.30
CHO Lipofilica Negativo (0 ug/ml) 30.63 21.29
CHO Lipofilica Negativo (0 ug/ml) 30.02 21.29
CHO Lipofilica Control positivo 31.85 30.02
CHO Lipofilica Control positivo 31.57 29.90
CHO Lipofilica C. cibarius (200 pg/ml) 31.10 24.20
CHO Lipofilica C. cibarius (200 pg/ml) 30.68 24.18
CHO Lipofilica P. djamor (200 ug/ml) 31.48 26.42
CHO Lipofilica P. djamor (200 ug/ml) 31.85 26.10
SH-SY5Y Lipofilica Negativo (0 ug/ml) 28.16 21.49
SH-SY5Y Lipofilica Negativo (0 ug/ml) 28.07 21.49
SH-SY5Y Lipofilica Control positivo 32.40 33.29
SH-SY5Y Lipofilica Control positivo 32.37 33.29
SH-SY5Y Lipofilica C. cibarius (200 pg/ml) 27.97 26.13
SH-SY5Y Lipofilica C. cibarius (200 pg/ml) 28.01 26.11
SH-SY5Y Lipofilica P. djamor (200 ug/ml)  29.58 27.94
SH-SY5Y Lipofilica P. djamor (200 ug/ml) 29.76 28.16
LAN-1 Lipofilica Negativo (0 ug/ml) 28.97 22.45
LAN-1 Lipofilica Negativo (0 ug/ml) 28.93 22.48
LAN-1 Lipofilica Control positivo 31.91 33.27
LAN-1 Lipofilica Control positivo 32.29 33.22
LAN-1 Lipofilica C. cibarius (200 pg/ml) 28.88 27.39
LAN-1 Lipofilica C. cibarius (200 pg/ml) 28.45 27.44
LAN-1 Lipofilica P. djamor (200 ug/ml) 30.13 28.91
LAN-1 Lipofilica P. djamor (200 ug/ml) 29.88 28.52

Cuadro 28. Valores de Ct obtenidos mediante RT-qPCR para la expresion de caspasa-9 en
diferentes lineas celulares tratadas con fracciones fungicas

Linea celular  Fraccion fungica  Tipo de muestra Ct Gen Ct [B-actina
CHO Acuosa Negativo (0 pg/ml) 32.0653 21.55
CHO Acuosa Negativo (0 pg/ml) 32.9159 21.55
CHO Acuosa Control positivo 34.0998 30.22
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Linea celular  Fracciéon fangica  Tipo de muestra Ct Gen  Ct [-actina
CHO Acuosa Control positivo 33.7799 30.09
CHO Acuosa C. cibarius (200 ng/ml) 33.5419 25.07
CHO Acuosa C. cibarius (200 pg/ml) 33.5440 25.14
CHO Acuosa Pol P. djamor (200 pg/ml)  34.0389 27.09
CHO Acuosa Pol P. djamor (200 pg/ml)  34.0389 26.86
SH-SY5Y Acuosa Negativo (0 pg/ml) 32.3643 22.22
SH-SY5Y Acuosa Negativo (0 pg/ml) 31.4638 21.89
SH-SY5Y Acuosa Control positivo 34.4401 35.13
SH-SY5Y Acuosa Control positivo 33.5187 35.13
SH-SY5Y Acuosa C. cibarius (200 pg/ml) 33.3471 26.09
SH-SY5Y Acuosa C. cibarius (200 pg/ml) 33.5624 26.13
SH-SY5Y Acuosa P. djamor (200 pg/ml) 33.4698 28.62
SH-SY5Y Acuosa P. djamor (200 pg/ml) 34.5567 28.66
LAN-1 Acuosa Negativo (0 pg/ml) 34.0203 22.65
LAN-1 Acuosa Negativo (0 pg/ml) 33.1498 22.66
LAN-1 Acuosa Control positivo 33.8067 34.42
LAN-1 Acuosa Control positivo 34.2880 34.42
LAN-1 Acuosa C. cibarius (200 png/ml) 32.5958 23.28
LAN-1 Acuosa C. cibarius (200 pg/ml) 32.6666 23.33
LAN-1 Acuosa P. djamor (200 pg/ml) 32.6305 25.81
LAN-1 Acuosa P. djamor (200 pg/ml) 34.0185 25.78
CHO Etanolica Negativo (0 pg/ml) 38.7896 25.11
CHO Etanolica Negativo (0 pg/ml) 39.0023 25.11
CHO Etanolica Control positivo 37.3426 26.61
CHO Etanolica Control positivo 37.9847 27.18
CHO Etanolica C. cibarius (200 pg/ml) 0.0000 25.40
CHO Etanolica C. cibarius (200 pg/ml) 0.0000 25.07
CHO Etanolica P. djamor (200 pg/ml) 0.0000 24.97
CHO Etanolica P. djamor (200 pg/ml) 0.0000 24.83
SH-SY5Y Etanolica Negativo (0 pg/ml) 38.7600 34.61
SH-SY5Y Etanolica Negativo (0 pg/ml) 39.0000 35.95
SH-SY5Y Etanolica Control positivo 38.1015 37.87
SH-SY5Y Etanolica Control positivo 38.3728 38.19
SH-SY5Y Etanolica C. cibarius (200 png/ml) 35.1002 37.03
SH-SY5Y Etanolica C. cibarius (200 pg/ml) 35.1350 36.61
SH-SY5Y Etanolica P. djamor (200 pg/ml) 34.9800 38.07
SH-SY5Y Etanolica P. djamor (200 pg/ml) 35.0545 38.07
LAN-1 Etanolica Negativo (0 pg/ml) 34.2152 24.73
LAN-1 Etanolica Negativo (0 pg/ml) 34.4413 24.67
LAN-1 Etanolica Control positivo 33.4163 25.01
LAN-1 Etanolica Control positivo 33.3291 25.03
LAN-1 Etanolica C. cibarius (200 pg/ml) 36.0776 32.10
LAN-1 Etanolica C. cibarius (200 pg/ml) 35.9800 31.12
LAN-1 Etanolica P. djamor (200 pg/ml) 36.4901 31.51
LAN-1 Etanolica P. djamor (200 pg/ml) 36.5343 32.30
CHO Lipofilica Negativo (0 pg/ml) 33.5058 21.29
CHO Lipofilica Negativo (0 pg/ml) 33.5164 21.29
CHO Lipofilica Control positivo 33.9613 30.02
CHO Lipofilica Control positivo 33.7587 29.90
CHO Lipofilica C. cibarius (200 pg/ml) 34.1854 24.20
CHO Lipofilica C. cibarius (200 pg/ml) 32.7457 24.18
CHO Lipofilica P. djamor (200 pg/ml) 34.3192 26.10
CHO Lipofilica P. djamor (200 pg/ml) 34.3192 26.10
SH-SY5Y Lipofilica Negativo (0 pg/ml) 32.1924 21.49
SH-SY5Y Lipofilica Negativo (0 pg/ml) 32.1924 21.49
SH-SY5Y Lipofilica Control positivo 34.5080 33.29
SH-SY5Y Lipofilica Control positivo 34.5080 33.29
SH-SY5Y Lipofilica C. cibarius (200 pg/ml) 34.0502 26.13
SH-SY5Y Lipofilica C. cibarius (200 pg/ml) 33.8920 26.11
SH-SY5Y Lipofilica P. djamor (200 pg/ml) 33.6597 27.94
SH-SY5Y Lipofilica P. djamor (200 pg/ml) 34.1464 28.16
LAN-1 Lipofilica Negativo (0 pg/ml) 33.0129 22.45
LAN-1 Lipofilica Negativo (0 pg/ml) 33.0129 22.48
LAN-1 Lipofilica Control positivo 33.7971 33.27
LAN-1 Lipofilica Control positivo 33.7971 33.22
LAN-1 Lipofilica C. cibarius (200 pg/ml) 33.3178 27.39
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Linea celular  Fracciéon fangica  Tipo de muestra Ct Gen  Ct [-actina
LAN-1 Lipofilica C. cibarius (200 ng/ml) 34.3079 27.44
LAN-1 Lipofilica P. djamor (200 pg/ml) 34.6581 28.91
LAN-1 Lipofilica P. djamor (200 pg/ml) 34.3369 28.52

Cuadro 29. Valores de Ct obtenidos mediante RT-qPCR para la expresion del gen de la
normalizado con S-actina en diferentes lineas celulares tratadas con fracciones fingicas

caspasa-3

Linea celular  Fraccion fingica  Tipo de muestra Ct Gen Ct [B-actina
CHO Acuosa Negativo (0 pg/ml) 24.1020568 23.24077875
CHO Acuosa Negativo (0 pg/ml) 24.1020568  23.24077875
CHO Acuosa Control positivo 23.7237978 29.48529078
CHO Acuosa Control positivo 23.7237978 29.48529078
CHO Acuosa C. cibarius (200 pg/ml)  26.42362177  27.90493054
CHO Acuosa C. cibarius (200 pg/ml)  25.78244986  27.90493054
CHO Acuosa P. djamor (200 pg/ml)  27.37017058  28.15126268
CHO Acuosa P. djamor (200 pg/ml)  26.42362177  28.15126268
SH-SY5Y Acuosa Negativo (0 pg/ml) 24.2280952 27.5025175
SH-SY5Y Acuosa Negativo (0 pg/ml) 24.2280952 27.5025175
SH-SY5Y Acuosa Control positivo 23.9220745 30.0908231
SH-SY5Y Acuosa Control positivo 23.9220745 30.0908231
SH-SY5Y Acuosa C. cibarius (200 pg/ml)  23.9805992  27.37017058
SH-SY5Y Acuosa C. cibarius (200 pg/ml) 23.9805992 27.37017058
SH-SY5Y Acuosa P. djamor (200 pg/ml) 23.7381822  27.78746044
SH-SY5Y Acuosa P. djamor (200 pg/ml) 23.7381822  27.78746044
LAN-1 Acuosa Negativo (0 pg/ml) 23.5423802  22.62007728
LAN-1 Acuosa Negativo (0 pg/ml) 23.5423802  22.62007728
LAN-1 Acuosa Control positivo 23.8542898  28.71325135
LAN-1 Acuosa Control positivo 23.8542898 28.71325135
LAN-1 Acuosa C. cibarius (200 ng/ml)  23.8175883 24.4357372
LAN-1 Acuosa C. cibarius (200 pg/ml)  23.8175883 24.4357372
LAN-1 Acuosa P. djamor (200 pg/ml) 23.5899267  26.42362177
LAN-1 Acuosa P. djamor (200 pg/ml) 23.5899267 26.42362177
CHO Etanolica Negativo (0 pg/ml) 32.50560232  29.15222072
CHO Etanolica Negativo (0 pg/ml) 34.21727659  29.32692991
CHO Etanolica Control positivo 30.27426087  23.22637791
CHO Etanolica Control positivo 30.90666673 23.3653577
CHO Etanolica C. cibarius (200 pg/ml)  34.58290648  25.3495311
CHO Etanclica C. cibarius (200 pg/ml)  32.38210713  24.84834443
CHO Etanolica P. djamor (200 pg/ml) 31.01542323  22.36870407
CHO Etanolica P. djamor (200 pg/ml)  31.71036627  22.05264459
SH-SY5Y Etanolica Negativo (0 pg/ml) 38.31988732  36.61612166
SH-SY5Y Etanolica Negativo (0 pg/ml) 38.23863437 36.263368

SH-SY5Y Etanolica Control positivo 34.29104294  38.24923692
SH-SY5Y Etanolica Control positivo 34.2145298 38.64182805
SH-SY5Y Etanolica C. cibarius (200 pg/ml) 36.74 32.45453774
SH-SY5Y Etandlica C. cibarius (200 pg/ml) 36.98 34.53165395
SH-SY5Y Etanolica P. djamor (200 pg/ml)  33.16614629  29.98210078
SH-SY5Y Etanolica P. djamor (200 pg/ml) 33.10721583  31.71625834
LAN-1 Etanolica Negativo (0 pg/ml) 38.32203066  28.4779946
LAN-1 Etanolica Negativo (0 pg/ml) 38.90508929  28.18049267
LAN-1 Etanolica Control positivo 33.41632872  33.23088988
LAN-1 Etanoélica Control positivo 33.32912347  33.23088988
LAN-1 Etanolica C. cibarius (200 pg/ml)  34.15490151  33.20136039
LAN-1 Etanolica C. cibarius (200 pg/ml)  33.73210148  33.20136039
LAN-1 Etanolica P. djamor (200 pg/ml) 34.13638574 33.1046455
LAN-1 Etanolica P. djamor (200 pg/ml)  34.12169301  33.1046455
CHO Lipofilica Negativo (0 pg/ml) 24.1020568  21.29279811
CHO Lipofilica Negativo (0 pg/ml) 24.1020568  21.28703448
CHO Lipofilica Control positivo 23.7237978 30.0163807
CHO Lipofilica Control positivo 23.7237978 29.89606675
CHO Lipofilica C. cibarius (200 ng/ml)  23.8128274  24.19839772
CHO Lipofilica C. cibarius (200 pg/ml)  23.8128274  24.17694419
CHO Lipofilica P. djamor (200 pg/ml)  26.13110626  26.09614943
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Linea celular  Fraccién fangica  Tipo de muestra Ct Gen Ct SB-actina

CHO Lipofilica P. djamor (200 pg/ml)  27.44052966  26.09614943
SH-SY5Y Lipofilica Negativo (0 pg/ml) 24.2280952  21.48527197
SH-SY5Y Lipofilica Negativo (0 pg/ml) 24.2280952  21.48527197
SH-SY5Y Lipofilica Control positivo 23.9220745 33.29259104
SH-SY5Y Lipofilica Control positivo 23.9220745 33.29259104
SH-SY5Y Lipofilica C. cibarius (200 pg/ml) 24.0269852 26.13110626
SH-SY5Y Lipofilica C. cibarius (200 pg/ml) 24.0269852 26.11338917
SH-SY5Y Lipofilica P. djamor (200 pg/ml) 24.0467566  27.93923011
SH-SY5Y Lipofilica P. djamor (200 pg/ml) 24.0467566 28.16330626
LAN-1 Lipofilica Negativo (0 pg/ml) 23.5423802  22.45462378
LAN-1 Lipofilica Negativo (0 pg/ml) 23.5423802  22.47921431
LAN-1 Lipofilica Control positivo 23.8542898 33.27088577
LAN-1 Lipofilica Control positivo 23.8542898 33.22246076
LAN-1 Lipofilica C. cibarius (200 pg/ml) 23.7349763 27.39260395
LAN-1 Lipofilica C. cibarius (200 pg/ml) 23.7349763 27.44052966
LAN-1 Lipofilica P. djamor (200 pg/ml) 23.6903586 28.91303268
LAN-1 Lipofilica P. djamor (200 pg/ml) 23.6903586  28.51729136

Cuadro 30. Valores de Ct obtenidos mediante RT-qPCR para la expresion del gen RIPKS3 en lineas
celulares tratadas con extractos de C. cibarius y P. djamor

Linea celular  Fraccién fangica  Tipo de muestra Ct Gen Ct B-actina
CHO Acuosa Negativo (0 pg/ml) 27.02531774  23.24077875
CHO Acuosa Negativo (0 png/ml) 27.02531774  23.24077875
CHO Acuosa Control positivo 31.00215992  29.48529078
CHO Acuosa Control positivo 31.00215992  29.48529078
CHO Acuosa C. cibarius (200 pg/ml)  32.86125591  27.90493054
CHO Acuosa C. cibarius (200 pg/ml)  32.86125591  27.90493054
CHO Acuosa P. djamor (200 pg/ml)  31.77266374  28.15126268
CHO Acuosa P. djamor (200 pg/ml)  31.77266374  28.15126268
SH-SY5Y Acuosa Negativo (0 pg/ml) 30.51683913  27.5025175
SH-SY5Y Acuosa Negativo (0 pg/ml) 30.51683913 27.5025175
SH-SY5Y Acuosa Control positivo 33.45718208 30.0908231
SH-SY5Y Acuosa Control positivo 33.45718208 30.0908231
SH-SY5Y Acuosa C. cibarius (200 pg/ml)  31.72165414  27.37017058
SH-SY5Y Acuosa C. cibarius (200 pg/ml)  31.72165414  27.37017058
SH-SY5Y Acuosa P. djamor (200 pg/ml) 31.42324009  27.78746044
SH-SY5Y Acuosa P. djamor (200 pg/ml)  31.42324009  27.78746044
LAN-1 Acuosa Negativo (0 pg/ml) 25.78244986  22.62007728
LAN-1 Acuosa Negativo (0 pg/ml) 25.78244986  22.62007728
LAN-1 Acuosa Control positivo 29.80658202  28.71325135
LAN-1 Acuosa Control positivo 29.80658202  28.71325135
LAN-1 Acuosa C. cibarius (200 pg/ml)  27.24192636  24.4357372
LAN-1 Acuosa C. cibarius (200 pg/ml)  27.24192636  24.4357372
LAN-1 Acuosa P. djamor (200 pg/ml)  28.89114502  26.42362177
LAN-1 Acuosa P. djamor (200 pg/ml) 28.89114502  26.42362177
CHO Etanolica Negativo (0 png/ml) 29.05 29.15222072
CHO Etandlica Negativo (0 pg/ml) 28.33 29.32692991
CHO Etanolica Control positivo 27.18018129  23.22637791
CHO Etanolica Control positivo 27.378954 23.3653577
CHO Etanolica C. cibarius (200 pg/ml)  31.16671102  25.3495311
CHO Etanolica C. cibarius (200 pg/ml)  33.1136847  24.84834443
CHO Etanolica P. djamor (200 pg/ml) 0 22.36870407
CHO Etanolica P. djamor (200 pg/ml) 0 22.05264459
SH-SY5Y Etanolica Negativo (0 pg/ml) 38.31988732  36.61612166
SH-SY5Y Etanolica Negativo (0 pg/ml) 38.23863437 36.263368

SH-SY5Y Etanolica Control positivo 34.29104294  38.24923692
SH-SY5Y Etanolica Control positivo 34.2145298 38.64182805
SH-SY5Y Etanolica C. cibarius (200 pg/ml) 36.74 32.45453774
SH-SY5Y Etanolica C. cibarius (200 pg/ml) 36.98 34.53165395
SH-SY5Y Etanolica P. djamor (200 pg/ml)  33.16614629  29.98210078
SH-SY5Y Etanolica P. djamor (200 pg/ml) 33.10721583  31.71625834
LAN-1 Etanolica Negativo (0 png/ml) 38.32203066  28.4779946
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Linea celular

Fraccion fangica

Tipo de muestra

Ct Gen

Ct SB-actina

LAN-1
LAN-1
LAN-1
LAN-1
LAN-1
LAN-1
LAN-1
CHO
CHO
CHO
CHO
CHO
CHO
CHO
CHO
SH-SY5Y
SH-SY5Y
SH-SY5Y
SH-SY5Y
SH-SY5Y
SH-SY5Y
SH-SY5Y
SH-SY5Y
LAN-1
LAN-1
LAN-1
LAN-1
LAN-1
LAN-1
LAN-1
LAN-1

Etanolica
Etanolica
Etanolica
Etanolica
Etanolica
Etanolica
Etanolica
Lipofilica
Lipofilica
Lipofilica
Lipofilica
Lipofilica
Lipofilica
Lipofilica
Lipofilica
Lipofilica
Lipofilica
Lipofilica
Lipofilica
Lipofilica
Lipofilica
Lipofilica
Lipofilica
Lipofilica
Lipofilica
Lipofilica
Lipofilica
Lipofilica
Lipofilica
Lipofilica
Lipofilica

Negativo (0 png/ml)
Control positivo
Control positivo

C. cibarius (200 pg/ml)
C. cibarius (200 pg/ml)
P. djamor (200 pg/ml)
P. djamor (200 pg/ml)
Negativo (0 png/ml)
Negativo (0 pg/ml)
Control positivo
Control positivo

C. cibarius (200 pg/ml)
C. cibarius (200 pg/ml)
P. djamor (200 pg/ml)
P. djamor (200 pg/ml)
Negativo (0 pg/ml)
Negativo (0 pg/ml)
Control positivo
Control positivo

C. cibarius (200 pg/ml)
C. cibarius (200 pg/ml)
P. djamor (200 pg/ml)
P. djamor (200 pg/ml)
Negativo (0 png/ml)
Negativo (0 pg/ml)
Control positivo
Control positivo

C. cibarius (200 pg/ml)
C. cibarius (200 pg/ml)
P. djamor (200 pg/ml)
P. djamor (200 pg/ml)

38.90508929
34.77272508
35.18018129
35.72026071
35.64399225
36.482947
36.390284
27.02531774
27.02531774
31.00215992
31.00215992
30.04047545
30.04047545
31.00760373
31.00760373
30.51683913
30.51683913
33.45718208
33.45718208
33.11717023
33.11717023
29.19664236
29.19664236
25.78244986
25.78244986
29.80658202
29.80658202
31.052954
31.052954
31.67532764
31.67532764

28.18049267
33.23088988
33.23088988
33.20136039
33.20136039
33.23088988
33.23088988
21.29279811
21.28703448

30.0163807
29.89606675
24.19839772
24.17694419
26.42198007
26.09614943
21.48527197
21.48527197
33.29259104
33.29259104
26.13110626
26.11338917
27.93923011
28.16330626
22.45462378
22.47921431
33.27088577
33.22246076
27.39260395
27.44052966
28.91303268
28.51729136
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ANExO H

Mecanismos celulares propuestos del potencial anticancerigeno

Figura 24. Mecanismo celular propuesto del potencial anticancerigeno de la fracciéon acuosa de C.
cibarius y P. djamor sobre lineas celulares de neuroblastoma SH-SY5Y y LAN-1
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Nota. Elaboracién propia.
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Figura 25. Mecanismo celular propuesto del potencial anticancerigeno de la fraccion etanolica de
C. cibarius y P. djamor sobre la linea celular de neuroblastoma SH-SY5Y
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Nota. Elaboracién propia.

Figura 26. Mecanismo celular propuesto del potencial anticancerigeno de la fraccion etanolica de
C. cibarius y P. djamor sobre la linea celular de neuroblastoma LAN-1
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Figura 27. Mecanismo celular propuesto del potencial anticancerigeno de la fraccion etanolica de
C. cibarius y P. djamor sobre la linea celular de neuroblastoma SH-SY5Y
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Figura 28. Mecanismo celular propuesto del potencial anticancerigeno de la fraccion etanoélica de
C. cibarius y P. djamor sobre la linea celular de neuroblastoma LAN-1
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