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RESUMEN
Fue evaluada la actividad de dos extractos del hongo comestible Grifola frondosa (Dicks.:Fr.) S.F. Gray, conocido
comunmente como maitake sobre el sistema inmune humano. Se estudi6 la actividad inmunomoduladora de los extractos
acuoso y etandlico obtenidos del cuerpo fructifero del hongo sobre los linfocitos por medio de un ensayo linfoproliferativo y
fueron realizados ensayos hemoliticos in vitro para probar su influencia sobre las vias cldsica y alterna del sistema de
complemento.

El ensayo de linfoproliferacién fue realizado colocando linfocitos purificados expuestos a los extractos y cultivados
para una evaluacion final colorimétrica con XTT, una sal de tetrazolio que es reducida a un compuesto coloreado y soluble por
la actividad enzimatica mitocondrial presente en células vivas.

Para la evaluacién de los extractos sobre el sistema de complemento fueron utilizados ensayos hemoliticos basados en
la ruptura de eritrocitos por el complejo de ataque a la membrana (CAM) generado tras la activacion del sistema de complemento.
La absorbancia de la hemoglobina liberada por los eritrocitos fue el pardmetro de medicién de la actividad del sistema de
complemento.

Ambos extractos de G. frondosa mostraron actividad estimuladora de la linfoproliferacion, observdandose mayor actividad
en el extracto etandlico. Los bioensayos sobre el sistema de complemento demostraron una accién inhibitoria en ambos
extractos y sobre las dos vias del complemento, cldsica y alterna.
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Deter mination of theimmunomodulatory activity of two extracts of the fungus Grifola Frondosa
(Dicks.:Fr.) S.F. Gray, Through In Vitro Assays

SUMMARY
The activity on human immune system of two extracts obtained from the edible mushroom Grifola frondosa (Dicks.:Fr.)
S.F. Gray, commonly known as maitake, was evaluated. The immunomodulative activity of both extracts, aqueous and
ethanol, obtained from the fruitful body of the mushroom over human lymphocytes was studied by a lymphoproliferation
assay and also two in vitro hemolytic assays were performed to prove their influence over complement system, both classic
and alternative pathways.

Lymphoproliferation assay was performed with purified human lymphocytes exposed to the extracts and cultured for a
final colorimetric test by XTT, a tetrazolium salt that yields a coloured soluble compound when reduced by mitochondrial
enzymes from living cells.

To evaluate the extracts over complement system hemolytic assays were performed based on red blood cells lyses by
the membrane attack complex (MAC) which is formed by triggering the complement system.

Both extracts of G. frondosa showed stimulating activity to lymphocytes and more activity was observed in ethanol
extract. Complement assays showed inhibitory activity in both extracts over classic and alternative complement pathways.

Keywords: Immunomodulatory activity; Grifola Frondosa; Extracts; In vitro
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INTRODUCCION

Los hongos han sido valorados desde hace
muchos afios por sus propiedades comestibles en
paises de Asia y Europa. En China, han sido
utilizados a través de generaciones como
suplementos alimenticios y como ténicos para el
sistema inmune, aumentando la longevidad y la
salud en general de las personas. En Japén los
hongos silvestres habitan en la parte noreste, y
también se pueden encontrar en restaurantes de
clase alta debido a su excelente textura, sabor y
aroma. En paises de Europa, los hongos son
altamente cotizados, debido a su amplia gama de
beneficios. Para los Yoruba, un grupo del noreste
de Nigeria, los hongos se han convertido en una
parte importante de su mitologia, asi como parte
de sus medicinas naturales (1).

Se conoce una gran variedad de hongos con
propiedades comestibles y terapéuticas, tales como
Lentinula edodes (shiitake), Hericium erinaceus, Au-
ricularia auricula, Flammulina velutipes, Tremella
fuciformis, Volvariella volvaceae y Grifola frondosa
(maitake), tomando este dltimo, gran relevancia en
los dltimos afios (1). En tiempos feudales, el maitake
era considerado tan valioso que se pagaba su peso
en monedas de plata. Incluso actualmente los
buscadores del hongo se reservan celosamente la

Grifola frondosa

localizacion de las dreas donde crece. El maitake es
muy buscado por los cocineros por su excelente sabor
y textura, mientras otras personas lo valoran por sus
beneficios terapéuticos (2).

Diversos principios activos con demostrada
actividad antineopldsica e inmunomoduladora han
sido aislados de mas de 30 especies de hongos.
Muchos de los principios activos micéticos se
relacionan quimicamente a la estructura 3-D-glucano
(polimeros de D-glucosa con otros monosacéridos) o
B-D-glucanos enlazados a proteinas (péptidos-
polisacéridos o proteoglicanos). A principios de la
década de los ochenta, el micologo japonés Hiroaki
Nanba, de la Universidad Farmacéutica de Kobe lleg6
ala conclusién que los polisacéridos del maitake tenfan
un estructura tnica y demostré que su consumo
lograba un pronunciado efecto antitumoral e
inmunomodulador, mayor que el de otros hongos
medicinales, en modelos animales. En 1984 Nanba
identific6 en el micelio y cuerpo fructifero del maitake,
una fracciéon con capacidad de estimular a los
macrofagos denominada fraccion-D. Posteriormente
se aislaron diversos compuestos activos que han
demostrado otras actividades bioldgicas, entre las que
se destacan: actividad contra la diabetes tipo 2,
hipertension arterial, hipercolesteremia y obesidad.
Sin embargo, estas propiedades todavia estan siendo
estudiadas, y hacen falta nuevos estudios que avalen
completamente las mismas (2).

Este estudio pretendié demostrar la
actividad inmunomoduladora de los extractos
etandlico y acuoso de Grifola frondosa sobre los
linfocitos humanos y el sistema de complemento a
través de un ensayo linfoproliferativo y ensayos
hemoliticos in vitro. Con esto se intenta aportar
los primeros datos experimentales en Guatemala,
que apoyen el consumo tanto comestible como
medicinal de este hongo y que proyecten la
realizacion de estudios clinicos posteriores.
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MATERIALES Y METODOS

El universo de este estudio lo constituy6
el cuerpo fructifero del hongo Grifola frondosa
del cual se obtuvieron extractos acuosos y
etanolicos.

Ensayo linfoproliferativo

Este ensayo se realizé con una lectina con
conocido efecto linfoproliferativo, como control
positivo y una solucién de linfocitos en ausencia
de lectina como control negativo. El ensayo
permitié cuantificar la linfoproliferacién,
aprovechando la capacidad que tienen las células
vivas (principalmente por accién de la actividad
enzimatica mitocondrial) de reducir la sal de
tetrazolio (XTT) a un compuesto coloreado y
soluble, cuya intensidad, proporcional a la
cantidad de células presentes, fue medida
espectrofotométricamente.

Los linfocitos fueron obtenidos a partir de
sangre periférica con anticoagulante EDTA, para
lo cual se llevaron a cabo cuatro etapas de
centrifugacion en frio, seguidas de separacion de
la capa de linfocitos y posterior re-suspension en
PBS de estas células.

Luego de este proceso, fue contado el
niimero total de linfocitos por mililitro y luego se

Separacion de linfocitos en gradiente de centrifugacién (izquierda) y
ensayo de linfoproliferacion con XTT (derecha)
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ajusté la concentracién a 5 x 10° células/ml con
RPMI-FBS. Fue utilizada una placa de
microtitulacion de 96 pozos (8 filas x 12 columnas).
En ésta se colocaron 50 uL de extracto sin diluir en
los dos primeros pozos de la primera fila, colocando
en el tercer pozo el blanco de muestra. Fueron
realizadas diluciones seriadas dobles de los tres
pozos hasta la séptima fila, usando como diluyente
RPMI—FBS. Se realiz6 este mismo procedimiento
con las demds repeticiones utilizando las columnas
4a6,7a9y 10a12. En los primeros 6 pozos de la
octava fila se colocaron controles positivos, y en
los tltimos 6 pozos de esta misma fila, se colocaron
los controles negativos. Se agregd a cada pozo 50
uL de lectina y se colocé la placa en un ambiente
de microaerofilia. Después de 4 dias de incubacién
a37°C, sereveld la placa con una solucién de XXT
y se midi6 la densidad dptica a 490 nm en un
fotémetro de placas y se calcul6 el porcentaje de
linfoproliferacion.

Ensayos hemoliticos

Fueron realizados ensayos para determinar
la actividad del hongo sobre el sistema de
complemento, basado en la hemdlisis de los
eritrocitos de carnero por el CAM generado tras
la activacion del sistema de complemento, los
eritrocitos fueron los activadores y células diana;
la absorbancia de la hemoglobina liberada se
utilizé como pardmetro en la medida de la
actividad del complemento.

Determinacion hemolitica para la actividad
sobre la via clasica.

Fue preparada una suspension de
eritrocitos de carnero en solucion de Alsever
obteniéndose células empacadas después de
centrifugaciones en frio que se fueron re-
suspendidas en buffer de veronal con calcio y
magnesio (VSB*).



VOL. 5 No. 1 REVISTA CIENTIFICA
EDICION ESPECIAL ANO 2009

ISSN: 2070-8246  ISSN-e: 2224-5545

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES QUIMICAS Y BIOLOGICAS
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA
UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

Ensayo hemolitico para la evaluacion de los extractos de Grifola
frondosa

La suspensién eritrocitaria fue
sensibilizada con anticuerpos contra eritrocitos de
carnero (amboceptor) y luego del extracto fue
agregado suero humano como fuente de
complemento. En los pozos de control se us6 agua
como el 100% de hemdlisis y como control
negativo se usd suero inactivado. La placa
cubierta fue incubada a 37°C por 60 minutos y
centrifugada a 2500 rpm por dos minutos.
Finalmente fue medida la densidad 6ptica (DO) a
405 nm en un fotémetro de placas.

Determinacion hemolitica para la actividad
sobre la via alterna

El ensayo difiere del anterior, en que
esta vez son usados eritrocitos de conejo y un
buffer EGTA-VG (contiene Mg*? y acido
etilenglicol-bisp-aminoetileter-tetraacético).

La placa es preincubada a 37°C por 30 minutos
y después de agregada la suspension de
eritrocitos de conejo es incubada nuevamente
30 minutos, centrifugada y evaluada
fotométricamente a 405 nm.

Calculos

La actividad sérica fue calculada y
expresada como porcentaje de hemdlisis, asi como
la concentracion inhibitoria al 50% (CIL ). Se
realizo la grafica de % de inhibicién vrs. log de
concentracion, con la recta de regresion lineal
obtenida y se extrapol6 el valor del 50% de
inhibicién para obtener la CI .

Las respuestas medidas fueron las
siguientes: a. Positiva: si el extracto aument6
(actividad estimuladora) o disminuyd
(actividad inhibidora) en un 50% la
concentraciéon de hemoglobina comparado
frente al resultado de la actividad sérica y si la
concentracion de la muestra en estudio
necesaria para obtener un 50% de lisis
eritrocitaria (CI, ) fue menor a 25ug/mL y b.
Negativa: si la concentracién de hemoglobina
producida por el extracto quedd inalterada
comparada frente al resultado de la actividad
sérica o la CI, fue mayor a 16ug/mL.

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion Cualitativa de la Actividad
Linfoproliferativa

La primera fase de este estudio, determin6
la actividad linfoproliferativa in vitro de los
extractos etanodlico y acuoso de G. frondosa, a
diferentes concentraciones. Los resultados se
muestran en la tabla No. 1.

11
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Tabla No. 1: Determinacion de la actividad
linfoproliferativa in vitro de los extractos acuoso
y etandlico de G. frondosa

Concentracion Extracto Extracto
Acuoso Etandlico
x/n* x/n
1000 ug/ml 5/5%F 5/5%F
500 ug/ml 0/5 5/5%%
250 ug/ml 0/5 0/5
125 ug/ml 0/5 0/5
62.5 ug/ml 0/5 0/5
31.25 ug/ml 0/5 0/5
15.63 ug/ml 0/5 0/5

* nudmero de repeticiones con resultado positivo / total de
repeticiones realizadas
**p =0.03125

A una concentracién de 1000 pug/ml, am-
bos extractos presentaron actividad en las 5
repeticiones ensayadas. El extracto etandlico,
ademads, mostro actividad a una concentracion de
500 wg/ml, también para las 5 repeticiones
ensayadas. Todas las demds concentraciones
probadas dieron resultados negativos (por debajo
del control), lo que permite establecer una
concentracion efectiva minima de 1000 ug/ml para
el extracto acuoso y de 500 ug/ml para el etandlico.
El valor de p, en las concentraciones con actividad
para ambos extractos, fue menor que el nivel de
significancia estipulado (0.05) siguiendo una
distribucién binomial con una probabilidad de
éxito a priori de 0.5. Esto indica que la respuesta
obtenida en este ensayo es causada por los
extractos.

Determinacion del Porcentaje de
Linfoproliferacion

El porcentaje de linfoproliferacion que
present6 cada extracto fue determinado tomando
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como 100 por ciento la linfoproliferacion
producida por la fitohemaglutinina (lectina
linfoproliferativa). La tabla No. 2 presenta los
porcentajes de linfoproliferacion y los datos
estadisticos obtenidos a partir de ambos extractos
para las concentraciones que presentaron
actividad.

Tabla No. 2: Concentraciones con
actividad linfoproliferativa de los
extractos de G. frondosa

Extracto Desv
Acuoso® Media st. C.V | Max. | Min.
1000 ug/ml

124.50 | 6.55 5.26% | 138 115

500 ug/ml | 85.40 | 11.34 | 13.27%| 106 71

Extracto Desv
etanolico | Media st. C.V | Max. | Min.
1000 ug/ml

156.40 | 6.24 3.99% | 164 | 146

500 ug/ml
125.10 | 5.09 4.07% | 131 116

* Actividad tnicamente en concentracién 1000 ug/ml

En esta tabla se puede observar que a
concentraciones de 1000 ug/ml, el extracto
etandlico muestra 56 % de linfoproliferacion por
encima del control positivo, mientras que el
extracto acuoso muestra 24%. A una concentracion
de 500 nug/ml, el extracto etandlico muestra un 25
% de linfoproliferacion sobre el control positivo.
Los valores de dispersion de estos datos prueban
que para estas concentraciones el ensayo tiene
validez estadistica. Por otra parte, el extracto
acuoso, a una concentraciéon de 500 wg/ml,
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muestra un 15 % de linfoproliferacién por debajo
del control positivo, pero sus pardmetros de
dispersion son muy elevados, por lo que no se
puede validar dichos resultados

La grafica No. 1 muestra las diferencias
entre las medias de ambos extractos, a las
concentraciones descritas anteriormente.

Grafica No. 1 Medias de extractos etandlico y
acuoso, a concentraciones de 1000 y 500 g/ml.

180
160
140
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100 -
80 i - W 1000 ug/ml

B 500ug fmi

&0

% de linfoproliferacidn

Promedio Extracto Etanolico Promedio Extracto Acuoso
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Se resalta la linea base, que es la obtenida por el con-
trol positivo.

Fuente: Datos experimentales

Determinacion de actividad sobre el sistema de
complemento

Fueron realizados dos ensayos para
determinar la actividad de los extractos etandlico
y acuoso del hongo sobre la via clésica y la via
alterna del complemento. En cada una de las vias
se corrieron cuatro repeticiones utilizando 7
diluciones (1:3, 1:9, 1:27, 1:81, 1:243, 1:729 y
1:2187), con una concentracion inicial del extracto
de 500 g/mL.

El porcentaje de hemolisis de los
eritrocitos en la via clasica del complemento no
alcanz6 el 50% para ninguno de los dos extractos

en sus distintas diluciones. En ambos extractos
se observo que la actividad hemolitica aument6
conforme fue disminuyendo la concentracion del
hongo. Para la via clasica la actividad hemolitica
del suero sin la adicién del extracto etandlico fue
de 51.3%, y para el extracto acuoso fue de 35.6%
(Tablas No.3 y 4)

Tabla No.3

Ensayo hemolitico de la via clasica del complemento
Porcentaje de hemolisis de los eritrocitos en presencia del extracto
etanolico del hongo Grifola frondosa

Dil Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 4
1:3 13,45 8,34 12,60 17,88
1:9 24,01 26,39 26,73 24,01
1:27 30,48 32,86 29,11 27,24
1:81 33,03 36,61 36,78 34,22
1:243 38,14 38,48 40,52 37,63
1:729 38,65 36,44 37,46 35,93
1:2187 43,76 41,03 39,33 35,93

Fuente: Datos experimentales

Tabla No.4

Ensayo hemolitico de la via clasica del complemento
Porcentaje de hemolisis de los eritrocitos en presencia del extracto
acuoso del hongo Grifola frondosa

Dil Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 4
1:3 18,21 17,90 16,82 18,83
1:9 27,16 28,70 23,77 24,23
1:27 28,86 29,78 30,25 31,33
1:81 32,72 31,33 31,48 31,33
1:243 35,96 36,42 36,27 36,11
1:729 34,72 37,96 36,88 35,96
1:2187 39.20 3549 39.04 34.88

Fuente: Datos experimentales

En la via alterna los resultados fueron
parecidos, aunque en ésta el porcentaje de
hemolisis del suero activo en presencia del hongo
superé el 50%, no duplicé el porcentaje de
actividad del suero sin el hongo. Para la via alterna
la actividad hemolitica del suero sin la adicién del
extracto etandlico fue de 56.9%, y para el extracto
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acuoso fue de 61.1%. Las tablas No.5 y 6,
muestran que la actividad del suero aumenta
conforme se reduce la concentraciéon del hongo
en ambas vias.

Muchas investigaciones han reportado que G.
frondosa y sus extractos poseen una remarcada
actividad antitumoral por activacién del sistema
inmune. En esta investigacion se demostro el
efecto in vitro de los extractos sobre los linfocitos
humanos y sobre el sistema de complemento.
Ambos extractos indujeron la proliferacion de
linfocitos e inhibieron la actividad hemolitica del
complemento.

Tabla No.5

Ensayo hemolitico de la via alterna del complemento
Porcentaje de hemolisis con el extracto etandlico de G. frondosa

Dilucién Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 4
1:3 59,73 58,36 55,89 62,88
1:9 61,78 62,19 63,29 68,77
1:27 64,93 64,11 64,25 71,51
1:81 65,75 66,58 66,99 72,88
1:243 68,77 68,36 69,86 75,34
1:729 70,41 72,05 74,47 76,03
1:2187 75,75 78,36 79,73 81,92
Tabla No. 6

Ensayo hemolitico de la via alterna del complemento
Porcentaje de hemolisis de los eritrocitos en presencia del
extracto acuoso del hongo Grifola frondosa

Dilucién Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 4
1:3 51,10 52,61 53,12 54,76
1:9 55,14 57,42 55,78 60,08
1:27 62,10 61,72 61,72 66,27
1:81 64,00 66,15 64,50 66,02
1:243 69,18 71,21 69,06 71,59
1:729 72,34 73,99 73,10 75,13
1:2187 78,41 78,04 75,51 80,56

Fuente: Datos experimentales

Los resultados aqui expuestos, concuerdan con
una serie de hallazgos publicados por otros
investigadores. En los estudios realizados con
animales por Hishida y colaboradores, y por
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Yamada y colaboradores, se demostré que la
fraccion D posee actividad antitumoral debido al
aumento en la concentracion de IL-1, asi como
por el incremento en la produccién de macréfagos,
linfocitos T que exhiben citotoxicidad especifica
contra antigeno y células NK. Por otra parte, en
este estudio se observd un detrimento en la
respuesta hipersensible, la cual fue asociada a la
supresion del crecimiento tumoral (3, 4).

Adachi y colaboradores realizaron
investigaciones sobre como uno de los compuestos
extraidos a partir del cuerpo fructifero de este
hongo, una glucoproteina denominada MT — 2,
aumenta la actividad de células del sistema inmune
enratones. Estos investigadores descubrieron que
la administracién intraperitoneal de dicho
compuesto incremento entre 50% y 80% la
cantidad de linfocitos T, y de un 80 % a un 200 %
la cantidad de células NK (5).

Se publicé que la fraccidén D, al ser
administrada por via oral a pacientes con SIDA,
indujo a un incremento en las células T, mientras
que en otros se interrumpio la disminucidn de estas
células. Shidima y colaboradores usaron la
fraccion D como terapia complementaria para
perros con cédncer tratados con cirugia y/o
quimioterapia. En este estudio, la fraccion D
condujo, en el 59 % de los casos, al incremento
de la fraccion linfocitica en sangre periférica,
induciendo la produccién de citokinas
relacionadas a la activacion de la respuesta inmune
celular. En 85% de los casos con un incremento
en la fraccidn linfocitica, no se observo recurrencia
durante un periodo de 10 meses de observacion.
En contraste, en los casos sin aumento de la
fraccion linfocitica, en la mayoria se observo
recidivas (6, 7).

Este estudio logré determinar que los
extractos de G. frondosa aumentan la proliferacion
de linfocitos in vitro, entre 1.2 y 1.6 veces. Esto
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concuerda con los datos reportados por Namba y
colaboradores en 2000, en un estudio realizado
para evaluar el efecto de la fraccion D en pacientes
con VIH. A pacientes confirmados con VIH se
les monitored el conteo de CD4, medicion de
carga viral, sintomas de infecciéon por VIH,
estatus de enfermedades oportunistas, y
sensacion de bienestar. Después de administrar
fracciéon D por 360 dias, se reporté en 20
pacientes un incremento en el conteo de CD4 de
entre 1.4 y 1.8 veces, asi mismo, se reporto en
10 pacientes un descenso en la carga viral. En
adicion, el 85% de los pacientes reportaron un
incremento en su sensacion de bienestar, con
respecto a varios sintomas y enfermedades
secundarias causados por el VIH (8).

Nosotros encontramos una diferencia
estadisticamente significativa entre la actividad de
ambos extractos, siendo el extracto etandlico el que
mostré mayor actividad. Varios investigadores, como
Kato en 1983, Ohno en 1986, Suzuki en 1984, Iino en
1985 y Mizuno en 1986, utilizaron diferentes solventes
orgdnicos para extraer los polisacaridos contenidos en
el cuerpo fructifero de G. frondosa, logrando purificar
varios tipos de compuestos con actividad antitumoral
e inmunomoduladora (2).

En cuanto a su actividad sobre el sistema de
complemento, los resultados demuestran que la
presencia del hongo Grifola frondosa esta
fuertemente ligada a una accién inhibitoria del en
ambas vias (cldsica y alterna). Debido a que ambas
vias del complejo de ataque a la membrana (CAM)
se ven inhibidas, es posible que la regulacién del
complemento ocurra a partir del complejo C3 comtin
para ambas vias. La accién reguladora del hongo
puede estar relacionada con la activacién de la
proteina de unién C4 (C4bp) y el factor I, encargados
de la regulacién de C4b o bien, otro punto de
regulacion puede estar relacionado con la activacion
de las proteinas vitronectina, clusterina o el factor J,
que interactdan con el complejo C5b67 evitando su

unién a las membranas bioldgicas, inhibiendo la lisis
de los eritrocitos. Sin embargo para demostrar esto
debe hacerse evaluaciones por medio de otro tipo de
ensayo (9).

Reconociendo la limitante de que se trabajo
con extractos crudos, el presente trabajo aporta datos
suficientes para justificar investigaciones posteriores
dirigidos por un lado a determinar los principios
activos y sus mecanismos de accion, y por otro realizar
ensayos in vivo necesarios para establecer la
actividad del hongo en modelos animales, asi como
el disefio de ensayos clinicos.
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