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RESUMEN

En el 4rea de la interaccién alimentos-medicina se han generado novedosos enfoques acerca del
papel de los alimentos funcionales y nutracéuticos en la salud. Consumidos como componentes de
‘una dieta normal o como suplementos dietéticos, respectivamente, permiten conservar el estado de
bienestar y salud o reducir la aparicién de enfermedades.

Los hongos comestibles han devenido un componente esencial de la dieta humana y un recurso
innovador para la formulacion de alimentos funcionales, nutracéuticos y farmacos. En el presente
trabajo, se consideran las tendencias actuales y perspectivas futuras en la ciencia de los alimentos
funcionales/nutracéuticos. Se ilustran las investigaciones enfocadas a la evaluacién de los efectos
funcionales de setas Pleurotus cultivadas sobre pulpa de café en Cuba.

Se investigaron los efectos inmunomoduladores de tres preparaciones de cuerpos fructiferos: dos
extractos acuosos: HW-E y CW-E, obtenidos a altas y bajas temperaturas, respectivamente, asi
como la biomasa seca formulada como tabletas de 500 mg. La administracién de HW-E a ratones
Ofbalb (F1) durante siete dias (100 mg/kg) increment6 la celularidad de la médula 6sea y esplénica
en comparacién con los controles (p<0,05). CW-E administrado oralmente a ratones malnutridos
estimulé la inmunidad humoral y celular, en funcién de la respuesta de anticuerpos y la reaccion de
hipersensibilidad  retardada, respectivamente. El tratamiento profilactico de ratones
inmunodeprimidos con ciclofosfamida con las tabletas de Pleurotus (1000 mg/kg) evidenci6é una
inmunosupresién menos pronunciada y propicié la recuperacion hematopoyética.

Las setas Pleurotus representan un paradigma de integracion entre tradiciéon y novedad con -
aplicaciones como alimento funcional/nutracéuticos en la inmunonutricion.

INTRODUCCION

En el nuevo milenio la humanidad se enfrenta a los desafios que impone la prevalencia de las
enfermedades cronicas no transmisibles; al respecto, un anélisis de costo desarrollado recientemente
en la Universidad de Harvard sugiere que si las actuales tendencias de salud no son revertidas, los
costos por concepto de los servicios médicos asociados al céncer, diabetes, enfermedades
cardiovasculares, pulmonares obstructivas y mentales, ascenderan en el mundo a 47 trillones de
USD en los proximos 20 afios (Bloom et al:, 2010).
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En la interfase alimentos-medicina surgi6 en Japon en la década del 80 del siglo pasado el concepto
de alimentos funcionales, posteriormente ampliado en los Estados Unidos y en Europa. Dicho
concepto estd orientado a estimular la investigacion en nutricién para respaldar y validar el
desarrollo de nuevos alimentos y componentes alimentarios que promuevan la salud y disminuyan el
riesgo de enfermedades crénicas no transmisibles relacionadas con la alimentacién (Ashwell, 2004).

Los alimentos funcionales no cuentan con una definicién internacionalmente establecida por la
comunidad cientifica. No obstante, se sugiere como principales aspectos para considerar un alimento
como funcional: (a) que contenga diversos componentes -nutrientes y no nutrientes- que beneficien
una o varias funciones corporales relacionadas con el estado de bienestar y salud, la reducci6n del
riesgo de enfermedad, o ambas cosas, (b) el efecto modulador se ejerce independiente de los efectos
fisiologicos producidos por los nutrientes que contiene (Siré et al., 2008). Los alimentos funcionales
no son formas farmacéuticas o suplementos nutricionales como tabletas o capsulas, sino alimentos
componentes de la dieta y deben consumirse como parte de un régimen normal (Hasler, 2003).

Con posterioridad al surgimiento del concepto de “alimentos funcionales”, han surgido una variedad
de vocablos mas o menos relacionados con los “alimentos con beneficios especificos para la salud”
(Foods for Specific Health Use, FOSHU, Jap6n). En particular, el término nutracéutico fue acufiado
en 1989 por Stephen DeFelice, fundador y director de Foundation for Innovation in Medicine (FIM,
Cranford, NJ) a partir de los vocablos "nutrition" y "pharmaceutical". Segin DeFelice, un
nutracéutico se define como un alimento (o parte de un alimento) que proporciona beneficios
médicos o para la salud, incluidos la prevencién o el tratamiento de una enfermedad (Brower, 1998).

El consumo de este grupo de productos con beneficios para la salud se estimula como parte de
estilos de vida necesarios. Asimismo, se promueven investigaciones y actividades de innovacion
orientadas a la evaluacién de la funcionalidad de los alimentos, incluidos aquellos considerados
tradicionalmente como no convencionales, por ejemplo, las microalgas (Morris ef al., 2007) y los
hongos comestibles (Morris et al., 2013).

En este sentido, el cultivo de los hongos comestibles-medicinales se ha incrementado
significativamente a nivel internacional durante las tltimas décadas. Su popularidad se ha expandido
debido a la facilidad de su cultivo, la posibilidad de emplear una amplia gama de sustratos, el
elevado rendimiento potencial y su alto valor nutricional. Entre los numerosos géneros existentes,
los mas conocidos son: Agaricus, Lentinula, Pleurotus, Flammulina, Grifola, Ganoderma,
Trametes, entre otros. Estas especies representan una fuente valiosa de nutrientes y contienen
también, diversos compuestos biolégicamente activos con efectos terapéuticos (Wasser, 2014;
Prasad et al., 2015).

El género Pleurotus incluye especies empleadas como alimento por diferentes civilizaciones en el
mundo y adicionalmente, por sus propiedades medicinales. Estudios recientes realizados en
diferentes especies de Pleurotus han evidenciado su potencial farmacolégico que comprende: la
modulacién del sistema inmune, la inhibicién del crecimiento tumoral y la inflamaci6n, la actividad
hipoglicemiante y antitrombdtica, la disminucién de la concentracién de lipidos séricos, la
prevencién de la hipertension arterial y la aterosclerosis, asi como los efectos antioxidantes,
antimicrobianos y antivirales, entre otros (Patel ef al., 2012; Gomes et al., 2016). Un interés especial
han recibido las propiedades inmunomoduladoras y antitumorales por la importancia cada vez
mayor del cancer, las inmunodeficiencias y las infecciones como problemas de salud (Pérez et al.,

2015).
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Si bien la mayoria de los estudios relacionados con las propiedades inmunomoduladoras de
Pleurotus spp. se han enfocado al aislamiento de los compuestos bioactivos, en particular
polisacéridos, se debe tomar en consideracion el posible efecto sinérgico de las biomoléculas
presentes en los extractos y otras preparaciones. Los suplementos dietéticos formulados a partir de
extractos refinados o parcialmente refinados, o de biomasa seca del micelio o cuerpos fructiferos de
setas comestibles capaces de estimular el sistema inmune se refieren en la literatura como
“inmunocéuticos” (Petrova ef al. 2005).

En el presente trabajo, se ilustran las investigaciones desarrolladas en Cuba enfocadas a la
caracterizacién de los efectos funcionales de los hongos comestibles-medicinales. En este contexto,
se evalian las propiedades inmunonutricionales de tres preparaciones de cuerpos fructiferos de
Pleurotus: dos extractos acuosos: HW-E y CW-E, obtenidos a altas y bajas temperaturas,
respectivamente, asi como la biomasa seca formulada como tabletas de 500 mg. Los resultados
aportan nuevas evidencias experimentales al conocimiento de las potencialidades de las setas
comestibles Pleurotus como alimento funcional/ nutracéuticos.

PARTE EXPERIMENTAL

Obtencién de los cuerpos fructiferos de Pleurotus spp.

Se utilizé la cepa Pleurotus sp. CCEBI-3024, depositada en la Coleccion de Cultivos del Centro de
Estudios de Biotecnologia Industrial (CEBI, Santiago de Cuba). Los cuerpos fructiferos fueron
obtenidos por fermentaci6n en estado sélido (FES) en bolsas de 2 kg, bajo las condiciones de cultivo
referidas por Bermudez et al. (2001). Se emple6 como sustrato pulpa de café previamente
pasteurizada.

Productos derivados de los cuerpos fructiferos de Pleurotus sp.

Extracto acuoso obtenido a altas temperaturas (HW-E): El preparado HW-E se obtuvo mediante la
decoccion de los cuerpos fructiferos durante 10 h a la temperatura de 90-95°C con agitacion
continua a 150 rpm en zaranda. El extracto resultante se conservo a -20 °C hasta su utilizacion.

Extracto acuoso obtenido a bajas temperaturas (CW-E): Se procedi6 de forma similar a HW-E, con
la diferencia de que la extraccion se realiz6 durante 3 horas a la temperatura de 20 °C.

Tabletas de cuerpos fructiferos: Los cuerpos fructiferos fueron fragmentados en trozos pequefios,
secados 24 h a 45 °C, y a continuacién se molieron. El polvo resultante fue conservado en bolsas de
nylon, protegido de la luz y la humedad. La formulaci6n del suplemento nutricional (tabletas) se
desarroll6 en el Laboratorio Farmacéutico Oriente (BioCubaFarma, Santiago de Cuba) en base a 500
mg de biomasa seca de cuerpos fructiferos de Pleurotus sp.

Determinaciones analiticas en los productos
Se determiné la concentracién de carbohidratos totales y proteinas por los métodos de Dubois et al.
(1956) y Lowry et al. (1951), respectivamente. Los resultados se expresaron en funcién de la

materia seca.

Animales de experimentacion ‘
Se utilizaron animales procedentes del Centro Nacional para la Produccién de Animales de

Laboratorio (CENPALAB, La Habana). Se emplearon condiciones sanitarias convencionales, y se
mantuvieron a temperatura y humedad ambiental controladas. En el cuidado de los animales se
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cumplieron las normativas establecidas por la Comunidad Econémica Europea. La administracién
de los productos se efectud diariamente en las mafianas, entre las 9-10 am.

Efectos de la administracion del extracto HW-E a ratones inmunocompetentes

Se emplearon ratones Ofbalb (F1) machos de 8 semanas, con un peso corporal entre 20 y 25 g, libres
de patégenos. Los animales recibieron agua acidulada y alimento ad libitum (ratonina, CENPALAB,
La Habana) durante todo el periodo de evaluacién. Los ratones fueron distribuidos de forma
aleatorizada en dos grupos experimentales de 5 ratones cada uno. Uno de los grupos fue
administrado durante 7 dias por via intraperitoneal (i.p.) con 0,2 ml del extracto HW-E a la dosis de
100 mg/kg de peso. El grupo control comprendié ratones tratados con solucién salina fisiologica
(Laboratorio Farmacéutico Oriente, Santiago de Cuba) en sustitucion del extracto.

Celularidad de la médula ésea: Al culminar el periodo experimental, los animales fueron
sacrificados y se les retir6 el fémur de la pata trasera derecha para la extraccion de la médula dsea
con 1.5 ml de solucién de Hanks. Las células fueron contadas en camara de Neubauer al
microscopio 6ptico.

Celularidad esplénica: La suspensién de células esplénicas se prepard triturando suavemente el
bazo con solucién de Hanks helada, pasandola luego a través de una gasa antiséptica (Johnson and
Johnson Medical, TX, USA). Las células fueron contadas en cdmara de Neubauer en un microscopio
optico.

Efectos de la administracién del extracto CW-E a ratones malnutridos

Se utilizaron ratones Balb/c hembras de 8 semanas, con un peso corporal entre 18 y 20 g. Los
animales fueron distribuidos de forma aleatoria en tres grupos (n= 10). Dos de los grupos se
sometieron a un régimen de restriccion dietética hasta la pérdida del 25% del peso inicial con el
objetivo de inducir un estado de malnutricion. Estos animales fueron asignados a los grupos M-DC
y CW-E, que se alimentaron ad libitum con pienso comercial durante el periodo de replecion. A los
animales del tratamiento CW-E se les administr6 adicionalmente por via oral, 0,2 ml del extracto
CW-E, equivalente aproximadamente a una dosis de 100 mg/kg de peso. El periodo de replecion
tuvo una duracion de ocho dias en el experimento de evaluacion de la respuesta celular y de catorce
dias en el correspondiente a la inmunidad humoral. Un grupo control se alimenté con dieta
convencional durante toda la experimentacion.

Evaluacion de la inmunidad humoral: Se realiz6 mediante un esquema de inmunizacién con
eritrocitos de carnero como antigeno modelo. Al término de la deplecion y a los siete dias, se le
inocul6é a ambos grupos por via intraperitoneal 0,2 ml de una solucién de eritrocitos de carnero al
25% en solucién salina fisiolégica (LABEX®). El volumen administrado de la suspension celular
equivale aproximadamente a una cantidad de 2x10° células/raton. La titulacion de los anticuerpos se
realizo a los siete y catorce dias por el método de hemaglutinacién directa (Pico et al. 1997).

Evaluacién de la inmunidad celular: Se desarroll6 a través del ensayo de hipersensibilidad retardada
(HR) segin Kim et al. (1998). El dia 0 los ratones fueron sensibilizados por la inoculacién
intradérmica (i.d) de 50 pl de una solucién de seroalbamina bovina 5 mg/ml en Adyuvante
Completo de Freund (Sigma, St. Louis, MO) en dos sitios del abdomen. A los ocho dias los
animales se retaron por via i.d. en el cojinete de la pata trasera izquierda con 20 pl de la solucién de
BSA 5 mg/ml. En el cojinete de la pata derecha se inoculé un volumen similar de solucién salina
tamponada con fosfato (SSTF). La medicién de la induracion se realizé con un micrometro
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(Mitutoyo, Japén) a las 24 h del reto. La respuesta de HR se expresé como la diferencia entre la
magnitud del edema en la pata inoculada con el antigeno y su valor en la pata inyectada con SSTF.

Efectos de la administracion de biomasa seca y pulverizada a ratones inmunodeprimidos con
ciclofosfamida

Se utilizaron ratones Balb/c machos de 8 semanas, con un peso corporal entre 18 y 25 g. Los
animales fueron distribuidos de forma aleatoria en cinco grupos (n= 5). La inmunosupresién fue
inducida mediante la administracién intraperitoneal de ciclofosfamida (CY) USP 23 para inyeccion
(JSLYP, China) a una dosis de 100 mg/kg el dia 0 en los grupos CY-Pleurotus y CY-Salina, o en el
dia 5 en los grupos Pleurotus-CY y Salina-CY. A los grupos CY-Pleurotus y Pleurotus-CY se les
suministr6 el suplemento nutricional (1 000 mg/kg) durante ocho dias por via oral en un volumen de
suspensién de 0,2 ml, preparada en solucién salina fisiolégica al momento de ser utilizada Los
animales de los grupos CY-Salina y Salina-CY fueron administrados con solucién salina fisiolégica
(SSF) en sustitucion del preparado de Pleurotus. Un grupo control fue alimentado con dieta
convencional durante toda la experimentacién.

Celularidad de la médula ésea y conteo total de leucocitos: La celularidad de la médula 6sea se
estimé segin se describi6 con anterioridad. Para el conteo total de leucocitos se tomaron 20 pl de
sangre, que se afiadieron a viales con 0,4 ml de 4cido acético al 2%. Se homogeneiz6 y se procedio
al conteo en camara de Neubauer en microscopio optico (NOVEL, China).

Analisis estadistico

El analisis de los datos se realizé con el paquete Statistical Package for Social Sciences (SPSS) para
Windows versién 12.0/2003 (SPSS Inc., 1989-2003). Se utiliz6 la prueba de Mann-Whitney para la
comparacion de las medias de los parametros estudiados durante la administracién de HW-E a
ratones inmunocompetentes. Se realizaron anélisis de varianza (ANOVA) de clasificacion simple
acoplados a la prueba de Tukey para las comparaciones miltiples de las medias de los tratamientos
en los experimentos relacionados con la administracion de CW-E a ratones malnutridos. En las
experiencias desarrolladas con los ratones inmunodeprimidos con ciclofosfamida se efectuaron
analisis de varianza (ANOVA) de clasificacion simple por rangos de Kruskal-Wallis, acoplados a la
prueba de Student-Newman-Keuls para la comparacion de las medias. En todos los casos se
consider6 un nivel de significacién de p<0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efectos de la administracion del extracto HW-E a ratones inmunocompetentes

La composiciéon de HW-E se caracteriz6 por la presencia mayoritaria de carbohidratos y proteinas
con valores de 29,6 y 23%, respectivamente. En estudios previos se refiri6 un contenido superior de
carbohidratos (70,4%) e inferior de proteinas (15%) en decocciones del micelio de Pleurotus sp.
utilizando la cepa CCEBI-3024 obtenido mediante fermentacion sumergida (Beltran et al. 2005).
Las diferencias en los patrones de biosintesis de los componentes moleculares indispensables para la
célula en las distintas etapas de su ciclo vital podria repercutir en la composicion bioquimica de los
productos obtenidos de las setas comestibles (He y Seleen 2004).

Los animales administrados durante 7 dias via i.p con HW-E (100 mg/kg) mostraron un incremento
estadisticamente significativo en la celularidad medular comparado con el grupo control (p< 0,05)
(Figura 1). Este resultado permite suponer un efecto modulador de los componentes presentes en
HW-E en la hemopoyesis, posiblemente a través de la estimulacion de la sintesis de factores, como
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las citocinas estimuladoras de la hematopoyesis (denominadas colectivamente, factores
estimuladores de colonias).
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Figura 1. Celularidad de la médula ésea y el bazo en ratones Ofbalb (F1) inmunocompetentes
tratados con el extracto HW-E de Pleurotus sp. Los resultados se presentan como el valor medio *
DE (n=5). Letras distintas indican diferencias significativas (Mann-Whitney p< 0,05).

La celularidad esplénica de los ratones tratados con HW-E mostré valores superiores con relacion al
grupo administrado con solucién salina (Figura 1). Los efectos identificados a nivel de la
hematopoyesis medular y la posible induccién de respuestas de fase aguda, proporcionan evidencias
que podrian sustentar potenciales aplicaciones en el tratamiento de inmunodeficiencias nutricionales
e inducidas con farmacos citostaticos.

Efectos de la administracién del extracto CW-E a ratones malnutridos

La composicién bioquimica de CW-E reflejo 43% de carbohidratos totales y 35% de proteinas. La
extraccién acuosa de los cuerpos fructiferos 3 h a 20°C preservo la integridad de las proteinas y de
las moléculas termolébiles presentes en la seta (Llaurado ez al. 2005).

Los titulos de anticuerpos anti-eritrocitos de carnero a los catorce dias en los animales
suplementados con CW-E fueron significativamente superiores respecto a los del grupo M-DC,
aunque inferiores al control (p< 0,05) (Figura 2). Las evidencias sugieren un efecto estimulador por
parte del extracto, en la cooperacion entre linfocitos T y B, asi como en la diferenciacion de los
linfocitos B en células plasmaticas en los animales malnutridos. Al respecto, Tirziu et al. (2009)
refirieron el efecto estimulante de un extracto alcohélico total de Pleurotus ostreatus administrado
a concentraciones del 5 y 15%, en la respuesta inmune humoral de gallinas ponedoras vacunadas
contra la enfermedad infecciosa de la bursa.
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Figura 2. Titulos de anticuerpos anti-eritrocitos de carnero en ratones Balb/c malnutridos y
suplementados o no con el extracto CW-E de Pleurotus sp. Los resultados se presentan como el
valor medio + DE (n= 5). Letras distintas indican diferencias significativas (ANOVA de
clasificacion simple, Tukey, p< 0,05).

Los ratones que recibieron como suplemento el extracto CW-E mostraron una respuesta de
hipersensibilidad retardada (HR) superior a la de los grupos M-DC y control a las primeras 24 horas
(Figura 3). Este resultado sugiere un efecto estimulador del extracto de Pleurotus sp sobre la
respuesta inmune mediada por células T (CD4" Thl). Paulik ef al. (1996) evaluaron el efecto en
ratones de dos glucanos extraidos de Pleurotus ostreatus y una levadura, en diferentes funciones del
sistema inmune. Ambos glucanos incrementaron la respuesta de HR respecto al control, aunque el
aislado de la seta comestible mostré una respuesta superior.

(24 h)
0.6 a

0,5

0.4

0,3

(mm)

0,2

Edema inflamatorio

0,1

Control M-DC CW-E

Figura 3. Respuesta de hipersensibilidad retardada (HR) en ratones Balb/c malnutridos y
suplementados o no con el extracto CW-E de Pleurotus sp. .

Los resultados se presentan como el valor medio DE (n= 5). Letras distintas indican diferencias
significativas (ANOVA de clasificacion simple, Tukey, p< 0,05).
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Efectos de la administracién de biomasa seca y pulverizada a ratones inmunodeprimidos con
ciclofosfamida

La composicion de la preparacion seca y pulverizada de cuerpos fructiferos se caracteriz6 por la
presencia mayoritaria de carbohidratos y proteina verdadera, con valores de 55% y 20%,
respectivamente. Estos resultados se corresponden con los referidos en la literatura para diferentes
especies y cepas de Pleurotus (Garcia 2008).

Los resultados del conteo de células en la médula ésea mostraron un efecto potenciador de la
actividad hematopoyética cuando el suplemento fue administrado de forma profilactica
(9,89x10%fémur), valor estadisticamente similar al de los animales inmunocompetentes utilizados
como control (p< 0,05) (Figura 4). En cuanto a su administraciéon en régimen terapéutico, no
present6 diferencias significativas respecto a los grupos controles tratados con solucion salina. En
estudios anteriores se informé el efecto estimulador sobre la médula 6sea de un extracto crudo,
obtenido del micelio de Pleurotus sp. por fermentacién en estado sélido (FES), en ratones con
inmunodeficiencia adquirida, como resultado del tratamiento con ciclofosfamida (Morris et al.
2003).

Uno de los parametros mas afectados en estados de inmunodeficiencias inducidas con citostaticos es
el conteo total de leucocitos. Se aprecié una recuperacion de esta poblacién celular en los animales
tratados profilacticamente con el suplemento de Pleurotus, con niveles similares al control (p< 0,05)
(Figura 4). Los valores estuvieron comprendidos dentro del intervalo considerado como normal para
la especie (6-17x10%/L). Sin embargo, los ratones administrados con el producto una vez inducido el
estado de inmunodepresion no mostraron una recuperacién en los conteos leucocitarios en sangre
periférica.
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Figura 4. Celularidad de la médula osea y conteo de leucocitos en ratones Balb/c inmunodept:imi-dos
con ciclofosfamida y tratados o no con las tabletas de Pleurotus sp. Letras distintas indican
diferencias significativas (Kruskal-Wallis, Student-Neuman-Keuls p< 0,05).

Meerovich et al. (2005) informaron la inhibicion in vivo del crecimiento tumoral en ratones por un
extracto del micelio de P. ostreatus, administrado sélo o en combinacién con la ciclofosfamida. El
extracto micelial resulté efectivo en la disminuci6n de la severidad de la leucopenia causada por el

farmaco citostatico.
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CONCLUSIONES

La integracion entre las diversas disciplinas implicadas en la ciencia y tecnologia de los alimentos y
la nutricién resulta esencial en las actividades de investigacion-desarrollo-innovacion en el 4rea de
los alimentos funcionales.

Los conocimientos actuales sobre el papel de los productos obtenidos de Pleurotus en la profilaxis y
tratamiento de diversas enfermedades se encuentran aln en gran medida a un nivel empirico. Los
resultados obtenidos en la evaluacién de los efectos inmunomoduladores de los extractos HW-E,
CW-E y de una preparacion seca y pulverizada en diferentes biomodelos experimentales apuntan a
que su consumo podria ser un factor importante en el mantenimiento y/o recuperacién de la
integridad funcional del organismo.

El progreso en la comprensién de los aspectos metabdlicos y funcionales de los alimentos
funcionales y nutracéuticos derivados de los hongos comestibles-medicinales resolvera
controversias sobre su papel en la inmunonutricién y proporcionard las bases para establecer
recomendaciones sobre su utilizacion terapéutica.
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