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1. Resumen

Se ha demostrado que el sobrenadante del cultivo sumergido del hongo
basidiomiceto Humphreya coffeata (Porras-Arboleda, 2007), presenta actividad
antitumoral y antioxidante. Este hongo tiene potencial para producir productos
farmacéuticos de origen natural que puedan ser utilizados como una terapia para el
tratamiento de cancer mas segura que los medicamentos que se utilizan

actualmente.

Como se hace con otros hongos Polyporales, como los que comprenden el género
Ganodermay especificamente G. lucidum, se extraen metabolitos del sobrenadante
y del cuerpo fructifero de los hongos en cultivo sumergido para evaluarlos. Entre los
metabolitos presentes en el sobrenadante de estos hongos se ha encontrado que
los acidos triterpenoides y los exopolisacaridos (EPS) son los metabolitos
responsables de la actividad antitumoral, siendo los acidos triterpenoides los
responsables de la apoptosis celular y los EPS responsables de una respuesta

inmunomodulatoria (Garcia-Garcia, 2014).

Para el caso de H. coffeata, los EPS ya han sido estudiados y se determin6 que
tienen una actividad antitumoral sobre la linea celular de leucemia mieloide cronica
K562 al utilizar una concentracién de 9.5 pg/mL de su liofilizado (Garcia-Garcia,
2014). Sin embargo, no se ha estudiado la produccion de los acidos triterpenoides
ni el efecto antitumoral que puedan presentar, asi como el efecto de diferentes
geometrias de matraces en la produccion de ellos en un cultivo sumergido. Debido
a esto es importante conocer cuales son las condiciones de cultivo sumergido
adecuadas para la produccién de estos acidos por H. coffeata que permitan

caracterizar la produccion de los mismos y su actividad antitumoral.

En este trabajo se realizaron las cinéticas de crecimiento de H. coffeata y se observo
que el cultivo donde se obtuvo una mayor cantidad de biomasa fue en el realizado
con lactosa en matraces bafleados (21.2 g/L), la menor velocidad especifica de

crecimiento (0.47 + 0.02 dias™") y el mayor tiempo de duplicacién (1.46 + 0.04 dias),



asi como el mayor rendimiento de biomasa/sustrato (425.0 mgx/gs). Sin embargo, el
mayor rendimiento acidos triterpenoides/biomasa tanto para micelio como
sobrenadante se encontro en la cinética con glucosa en matraces convencionales

(1 335.2 pgp/gx y 19 093.0 pgp/gx, respectivamente).

Se identificaron los acidos triterpenoides en cada uno de los extractos a través de
placas de TLC (Thin Layer Chromatography; Cromatografia en Capa Fina) y se
encontraron 3 familias de ellos en los extractos con glucosa y en el extracto con
lactosa en matraces bafleados, mientras que en el extracto con lactosa en matraces
convencionales se encontraron 4 familias de acidos triterpenoides. Estas familias
de acidos triterpenoides no se lograron separar en cada uno de sus componentes,

por lo que cada una de ellas se evalu6 en conjunto.

A las familias de acidos triterpenoides se les evalué la citotoxicidad, encontrando
que el extracto del cultivo con glucosa y cada una de sus fracciones de acidos tienen
una citotoxicidad mayor que el extracto del cultivo con lactosa y cada una de sus
fracciones de acidos, donde las fracciones 1 y 3 del extrato con glucosa tienen la
mayor concentracion inhibitoria media siendo de 27.9 + 4.4 uyg/mL y 40.8 + 3.8

Mg/mL respectivamente.

Se realizaron ensayos con monocitos de sangre periférica (MSP) para comparar el
efecto de los acidos triterpenoides sobre células sanas contra el efecto sobre lineas
celulares de leucemia, y se observo que para tener una citotoxicidad similar a la
obtenida con las lineas celulares de leucemia se necesita una concetracién mayor
a 100 veces de las fracciones 1 y 3 extracto de glucosa, donde se alcanza una
citotoxicidad estadisticamente significativa del 9% + 1%, y del 7% % 2%,

respectivamente.

Se recomienda realizar la purificacion de cada una de las fracciones encontradas
por HPLC (High Performance Liquid Chromatography; Cromatografia de Liquidos

de Alta Resolucion) utilizando diferentes mezclas de disolventes formando la fase
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movil para tratar de separar cada una de las moléculas en cada familia de acidos y
poder identificarlas para determinar las moléculas que componen las fracciones 1y
3 del extracto de glucosa, que podrian considerarse como una alternativa para

farmacos de uso para el tratamiento de leucemia de tipo mieloide.
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2. Antecedentes

2.1 Introduccién

En la industria farmacéutica y alimentaria, los microorganismos se aprovechan cada
vez mas para la produccion de metabolitos bioactivos y enzimas con actividades
diversas y que se generan a gran escala para formular productos que beneficien a
la sociedad (Chang and Buswell, 1996; Wasser, 2002). Entre los microorganismos
que se utilizan para la produccion de sustancias con actividades farmacolégicas se
encuentran los hongos basidiomicetos. Las caracteristicas morfolégicas de los
hongos basidiomicetos son la presencia de hifas septadas, un cuerpo fructifero
visible y carencia de células moviles. Su pared celular esta constituida de quitina,

glucanos, mananos y hemicelulosa (Blackwell, 2011).

En el mercado actual, la necesidad de extractos para encontrar nuevos farmacos
aumenta constantemente. Sin embargo, en estos extractos no se ha logrado
determinar cual de todos sus componentes es el que posee una actividad
farmacoldgica. El continuo uso de diferentes hongos junto con medicamentos
requiere que se investiguen las sustancias presentes para establecer el o los
compuestos responsables de sus actividades farmacoldgicas, determinar una dosis

segura y un control de calidad para las personas que lo utilicen (Bishop, et. al. 2015).

Entre los basidiomicetos con compuestos que presentan actividad antitumoral se
han descrito: Lentinus edodes, Schizophyllum commune, Grifola frondosa, y
Ganoderma lucidum (Baby, et. al. 2015), donde los extractos obtenidos a partir de
estos hongos tienen una importante actividad antitumoral en diferentes lineas
celulares cancerigenas (Srisurichana, et. al. 2017; Huang, et. al. 2017). Los tipos de
cancer en los que se ha encontrado esta actividad son sarcoma, adenocarcinoma
de mama, leucemia, entre otros tipos de tumores (Wasser, 2002; Tohtahon, et. al.
2017). Aunque la actividad antitumoral esta reportada para ellos, no se ha podido
utilizar en el desarrollo de farmacos seguros aprobados por la FDA, ya que al
realizar ensayos de citotoxicidad se observa que los extractos de estos hongos

afectan también a células sanas (Baby, et. al. 2015).
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G. lucidum, la especie mas estudiada de estos hongos, es un basidiomiceto que
originario de Asia. En Japdn se le conoce como Reishi, mientras que en China se
le conoce como Lingzhi y emplea con fines medicinales para diferentes
enfermedades desde hace mas de 2000 afos (Paterson, 2006; Wang, et. al. 2012).
Actualmente, una gran parte de la poblacién asiatica lo utiliza coadministrado con
quimioterapéuticos para el tratamiento de cancer, asi como para lidiar con los
efectos secundarios de los medicamentos (Gordan, et. al. 2011). Su uso se ha
popularizado por los efectos antihipertensivo, controlador de diabetes y estimulador
de probioticos (Blackwell, 2011; Baby, et. al. 2015). En las ultimas décadas, se ha
observado que G. lucidum tiene una gran variedad de sustancias quimicas en las
que se incluyen triterpenoides, polisacaridos, nucledsidos, esteroides, acidos
grasos, alcaloides, proteinas, péptidos, y elementos inorganicos (Baby, et. al. 2015).
Se ha reportado que los triterpenoides en G. lucidum eliminan el crecimiento y el
comportamiento invasivo de las células cancerigenas (Wang, et. al. 2015; Huang,
et. al. 2017), mientras que los polisacaridos estimulan el sistema inmunolégico (Zhu,
et. al. 2012) que resulta en la produccién de citocinas y la activacién de la respuesta

antitumoral del sistema inmunoldgico (Silva, 2006; Wang, et. al. 2012).

En los ensayos realizados con G. lucidum para evaluar la citotoxicidad de los
metabolitos extraidos, se utiliza el cuerpo fructifero. Sin embargo, se ha reportado
que también se pueden extraer algunos metabolitos de las esporas y cultivos de
hongos realizados en un cultivo sumergido (Paterson, 2006). Los triterpenoides
aislados a partir de ellos se componen principalmente de acidos ganodéricos y
acidos lucidénicos encontrados por primera vez en el hongo G. lucidum. Ambas
familias de triterpenoides han sido investigadas para determinar sus actividades

bioldgicas y su potencial como farmacos (Hsu and Yen 2014).

En este trabajo, el hongo que se utiliz6, Humphreya coffeata, es taxonomicamente
parecido a G. lucidum (Porras-Arboleda, 2007). Sin embargo, hay pocos reportes
publicados, por lo que G. lucidum se utiliza como modelo de trabajo para la

producciéon de acidos triterpenoides.
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2.2 Humphreya coffeata

Recientemente, se ha empezado a estudiar el hongo H. coffeata (Figura 1), cuya
caracterizacion ya se ha llevado a cabo (Porras-Arboleda, 2007) y es la siguiente:
Reino Fungi, Phylum Basidiomycota, Clase Homobasidiomycetes, Orden

Polyporales, Familia Ganodermataceae, Género Humphreya, Especie coffeata.

Figura 1. Humphreya coffeata (Porras-Arboleda, 2007).

En el estudio de Porras-Arboleda, et. al. (2009) se determiné que el liofilizado del
sobrenadante de cultivos sumergidos de este hongo tiene una actividad citotoxica
del 60% sobre la linea celular de leucemia Jurkat al usar 250 pyg/mL del extracto
liofilizado. Al realizar el mismo experimento sobre células sanas HaCaT
(queratinocitos) no se reportd actividad citotoxica en la misma concentracion (250
ng/mL), sino hasta usar concentraciones del extracto entre 12 000 a 50 000 pg/mL.
En células HelLa e InBI (cancer cervicouterino) se observé proliferacion celular a 250
pMg/mL. Al ser el extracto total, en este ensayo no se pudo determinar si esta
actividad pertenece a los polisacaridos, proteinas extracelulares o a los acidos

ganodéricos producidos por este hongo.

Los ensayos realizados en este estudio fueron los primeros reportes para
determinar la cinética de crecimiento de este hongo, en el que se adapt6 una cepa
silvestre a un modelo de crecimiento en el laboratorio, asi como el medio 6ptimo
para su desarrollo con los mejores resultados obtenidos utilizando 50 g/L de lactosa
en el medio (8.7 £ 0.5 g/L de biomasa en 20 dias) y la mejor produccion de
exopolisacaridos (6.0 + 0.6 g/L), en comparacion con 20 g/L o 35 g/L de lactosa en
el medio, donde se observaron 6.7 + 0.2 g/L y 6.6 + 0.4 g/L en la cantidad de

14



biomasa a los 20 dias, respectivamente,y 1.7 £ 0.4 g/Ly 1.1 £ 0.1 g/L en produccion
de exopolisacaridos, respectivamente (Porras-Arboleda, et. al. 2009). Con estos
resultados se planted la posibilidad de que los extractos de H. coffeata sean
investigados con mayor profundidad para conocer el efecto antitumoral es causado
por los polisacaridos, los acidos organicos, las proteinas o una combinacion de
estas sustancias para que puedan ser aprovechadas como terapia alternativa en el

tratamiento de cancer (Porras-Arboleda, et. al. 2009).

Posteriormente, se realizo otro estudio con H. coffeata (Garcia-Garcia, 2014) en el
que se evalud la influencia de la geometria de los matraces, asi como la produccién
de exopolisacaridos, su aislamiento y su evaluacién de actividad citotoxica. Los
resultados obtenidos en este estudio demostraron que hay una mejor produccion en
biomasa y exopolisacaridos (EPS) al utilizar matraces convencionales sin
resorte(3.94 + 0.22 g/L de biomasa y 0.80 + 0.14 g/L de EPS) y matraces bafleados
(3.52 £ 0.07 g/L de biomasa y 0.60 + 0.04 g/L de EPS), (bafles de 2.5 x 2.0 x 4.5
cm), mientras que al usar matraces convencionales con resortes (1.5 cm de
diametro colocados en el fondo del matraz) se obtuvo la menor cantidad de
exopolisacaridos (3.92 £ 0.12 g/L de biomasa y 0.50 + 0.04 g/L de EPS).

De igual manera, se observé una diferencia en la morfologia del hongo al variar la
geometria de los matraces. En ambos cultivos se observo la formacion de
aglomerados que soélo variaron en el tamano (1-3 cm de diametro en matraces
convencionales, y 1-5 mm de diametro en matraces bafleados). De igual manera se
realizaron ensayos variando el tipo de in6culo (cultivo en medio sdlido en forma de
disco de 0.5 mm, o cultivo en medio liquido) y la fuente de carbono (glucosa o
lactosa). La mayor cantidad de biomasa y la mayor produccion de EPS fueron
observados al utilizar el medio con fuente de carbono lactosa, con inoculacién de
medio liquido, para matraz bafleado (11.40 + 0.07 g/L, y 4.50 + 0.20 g/L,
respectivamente) (Garcia-Garcia, 2014). Finalmente, en el mismo estudio se evalu6
la citotoxicidad de los exopolisacaridos obtenidos y se encontré una inhibicion de

82.0 £ 5.3% en el crecimiento de células K562 (leucemia mieloide crénica) cuando
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se utilizaron concentraciones de 500 a 2 500 pg/mL de los exopolisacaridos

liofilizados (Garcia-Garcia, 2014).

2.3 Cultivo sumergido de hongos

En diversos estudios relacionados al cultivo de hongos basidiomicetos la extraccion
de compuestos con actividad farmacoldgica se llevan a cabo (en su mayoria)
partiendo de cuerpos fructiferos (Zhou, et. al. 2012; Elisashvili, 2012; Fang and
Zhong, 2002). Este tipo de cultivos pueden tardar de 3 a 5 meses en crecer, por lo
que es necesaria una alternativa para que el crecimiento y la obtencion de
metabolitos secundarios sea mas rapida y de menor costo. Por esta razon se utiliza
el cultivo sumergido, que puede llevarse a cabo en un par de meses o incluso dias
para observar el crecimiento de un hongo bajo condiciones controladas. El objetivo
de este método es generar un cultivo en un medio que mejore el metabolismo
respiratorio de los hongos miceliares y que permita observar los efectos del estrés
ocasionado durante el desarrollo del hongo, asi como su efecto sobre la produccién

de metabolitos secundarios (Wagner, et. al. 2004, Zhou, et. al. 2012).

La mayoria de los basidiomicetos que crecen en un cultivo sumergido presentan
dos tipos de morfologias: pellets y filamentos libres. Estas formas de crecimiento
estan determinadas por diferentes factores fisicos como la temperatura, agitacion,
aireacion, disefio de matraz y de biorreactor pueden afectar las condiciones de
cultivo (Fazenda, et. al. 2008; Elisashvili, 2012). Las diferentes formas morfolégicas
pueden ocasionar variaciones en la reologia de un cultivo y por lo tanto afectar la
produccion de metabolitos (Amanullah, et. al. 2000; Cho, et. al. 2002).

La fuente de carbono que un microorganismo tenga disponible es un elemento de
gran importancia, ya que es el mayor componente nutritivo del medio de cultivo y
asegura el crecimiento de los microorganismos y la produccion de metabolitos de
interés (Elisashvili, 2012). Dada la importancia de este elemento, se han evaluado
diferentes usos de hongos miceliares con diferentes fuentes de carbono para ver

como esto afecta la velocidad de crecimiento del hongo, asi como su morfologia
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(Johansen, et. al. 1998; Domingues, et. al. 2000). Algunas de las fuentes de carbono
que son utilizadas en los medios de cultivo para hongos son las que incluyen
glucosa, sacarosa y maltosa (Elisashvili, et. al. 2009; Fazenda, et. al. 2008). La
glucosa se ha reportado como la mejor fuente de carbono para la produccién de
EPS. Se ha reportado que la produccién de EPS es mejorada cuando se utilizan
disacaridos (sacarosa, lactosa, maltosa, etc.) (Elisashvili, et. al. 2009). Para el caso
de H. cofeatta se sabe que la mejor fuente de carbono es lactosa (Porras-Arboleda,
et. al. 2009).

La velocidad de agitacion y la aireacion durante los cultivos son de suma importancia
para la produccion de metabolitos secundarios y el control en el crecimiento de
agregados miceliales en hongos como C. militaris y G. lucidum (Yang and Liau,
1998; Park, et. al. 2002). Este fendmeno pudiese ser causado por el estrés
hidrodinamico que sufre el microorganismo. Los matraces bafleados o los
biorreactores con turbinas someten al micelio a ruptura constante por el impacto
que sufre al chocar contra las paredes (Park, et. al. 2002). La agitacion y aireacion
también contribuyen a la produccion de biomasa y metabolitos de interés en el
cultivo, debido a que contribuyen a la trasferencia de masa, sustrato, productos y
oxigeno. Una optima agitacion representa un balance entre la transferencia de
oxigeno en el medio y el estrés por corte, los cuales se ven afectados cuando se

incrementa la agitacion (Elissashvili, 2012).

Otro de los factores que puede estar contribuyendo a una mejor produccion de
triterpenioides en cultivos es la fuente de nitrégeno, debido a que la fuente de
nitrogeno (nitrito, nitrato, sales de amonio, peptona, extracto de levadura) juega un
importante rol en la sobreproducciéon de metabolitos fungicos (Fazenda, et. al.
2008). El nitroxgeno es un factor critico en la sintesis de algunas enzimas fungicas
involucradas en el metabolismo primario y secundario (Elisashvili, 2012). En algunos
reportes es sefialado que fuentes organicas de nitrogeno incrementan los
rendimientos de biomasa en cultivos sumergidos de G. lucidum (Fang and Zhong,

2002) y Tremella mensenterica donde se observé que diferentes tipos y
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concentraciones de fuentes de nitrogeno influencian el crecimiento celular y la
produccion de polisacaridos (Elisashvili, 2012). Por lo tanto es importante senalar
que la concentracion de nitrégeno en el medio puede afectar la produccion de
biomasa y de diferentes metabolitos, resultado de diversos mecanismos

metabolicos.

2.4 Acidos triterpenoides

Al no haber reportes sobre los triterpenoides de H. coffeata y su actividad citotdxica,
se decidio realizar este estudio para determinar si la citotoxicidad de los extractos
totales ya evaluados pertenecen a estas moléculas, tomando como referencia los

acidos triterpenoides de G. lucidum.

Diferentes estudios fitoquimicos han logrado aislar 431 metabolitos del género
Ganoderma (Baby, et. al. 2015). La mayoria de los compuestos aislados son del
tipo triterpenoide, entre los que se encuentran los acidos ganodéricos, acidos
lucidénicos, meroterpenoides y esteroides y sus derivados (Hill and Connolly, 2013
You, et. al. 2013). Cada vez se adicionan mas moléculas a la lista de estos
compuestos con actividad farmacoldgica producidos por los hongos de este género.
Sin embargo, la mayoria de los hongos que no componen este género no son
estudiados para saber si hay una produccién de moléculas triterpenoides similares,
y que ademas puedan presentar actividades farmacologicas similares (Rios et. al.
2012; You, et. al. 2013).

La caracterizacion de los perfiles de estos compuestos extraidos se ha realizado
utilizando HPLC (cromatografia de liquidos de alta resolucién) acoplado a MS
(espectrometria de masas) o a NMR (resonancia magnética nuclear) (Paterson,
2006). La mayoria de los acidos triterpenoides encontrados son estructuras con 30
carbonos (acidos ganodeéricos) o con 27 carbonos (acidos lucidénicos). Cada uno
de estos grupos presentan un patron especifico de dobles enlaces y sustituciones
con grupos funcionales oxigenados a lo largo de los cuatro anillos del esqueleto y

la cadena lateral (Fatmawati, et. al. 2010).
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2.4.1 Acidos ganodéricos

Los acidos ganodéricos (Figura 2) son triterpenoides de tipo lanostanos con 30
carbonos y altamente oxigenados en sus sustituyentes (Baby, et. al. 2015). Son
moléculas bioactivas extraidas principalmente de los hongos pertenecientes al
género Ganoderma (Baby, et. al. 2015). Estas moléculas se comenzaron a
caracterizar desde 1982 (Kubota, et. al. 1982) y, hasta la fecha, se han reportado
mas de 170 acidos ganodéricos con diversas actividades farmacoldgicas (Baby, et.
al. 2015). Estas son tan diversas como hepatoprotector, antiviral para HIV,
antioxidante, hipocolesterolémico, sedativo, inhibidor de liberacion de histamina y
anticancerigeno (EI-Mekkawy, et. al. 1998; Wu, et. al. 2001). Como mecanismo de
accion de los acidos ganodéricos con respecto a su actividad antitumoral se ha
encontrado que inhiben proteinas oncodependientes causantes de transformacion
celular (Lee, et. al. 1998).

Para la extraccion de estos acidos se utilizan tanto los micelios como el cuerpo
fructifero de los hongos. La primer extraccion en cultivo sumergido se llevé a cabo
a nivel matraz utilizando etanol como acarreador de los acidos ganodéricos y otros
triterpenoides presentes a una agitacion moderada y a temperatura ambiente
(Zhong and Tang, 2004).

29
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Figura 2. Estructura general de los acidos ganodéricos. Ry es =0, -OH, -COH, -COOH,
-(CH3)s-OH, -(CH3),-COOH, -(CH3),=0 (Baby, et. al. 2015).
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La separacion y caracterizacion de estos acidos se ha realizado utilizando
cromatografia HPLC acoplada a MS, (Gao, et. al. 2004), asimismo se utiliza NMR
para determinar sus estructuras quimicas, grupos funcionales, peso molecular y
evaluar si se ha encontrado una nueva estructura de acido ganodérico (Naumoska
and Vovk, 2015; Da, et. al. 2015).

Zhang, et. al. (2014) evaluaron el efecto de varios realzadores sobre la produccion
de acidos ganodéricos de G. lucidum y se observd que el uso de metales idnicos
Ca?* y Zn?* resultan en un incremento de la produccién de los acidos en un 10.3 +
0.5%, asi como la adicion de celulasa (13.6 £ 0.7%). Esto se debe a que los iones
metalicos, tales como Ca?*, Zn?*, Cu?*, Na* o K*, aumentan la produccion de
metabolitos secundarios por la regulacién de canales ionicos y la transduccion de
sefales, mientras que la celulasa puede activar vias de sefializacion para la
produccion de metabolitos secundarios, aumentando la produccién de los acidos

ganodéricos (Zhang, et. al. 2014).

2.4.2 Acidos lucidénicos

Los acidos lucidénicos (Figura 3) son triterpenoides de tipo lanostanos con 27
carbonos y altamente oxigenados en sus sustituyentes (Baby, et. al. 2015). Estos
acidos han sido menos estudiados que los acidos ganodéricos. Sin embargo, se ha
observado que son moléculas con actividades de antiinflamatorio, antiviral y
antitumoral. Estas moléculas se extraen principalmente de los hongos que

componen al género Ganoderma (Weng, et. al. 2008).

Como mecanismo de accion de los acidos lucidénicos con respecto a su actividad
antitumoral se ha encontrado que inhiben cascadas de transduccién de sefales en
vias mediadas por mitocondrias, disminuyen los niveles de expresion de MMP

(metaloproteinasas M) y del factor transcripcional NF-kB (Hsu et. al. 2008).
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Figura 3. Estructura general de los acidos lucidénicos. R es =0, -OH, -COH, -COOH,
-(CHa3)n-OH, -(CH3),-COOH, -(CH3),=0 (Baby, et. al. 2015).

2.4.3 Otros acidos triterpenoides

Los meroterpenoides y los esteroides son productos biosintetizados por el género
Ganoderma en una menor cantidad en comparacién a los acidos ganodéricos y
lucidénicos. Entre los derivados de los esteroides que se han aislado de Ganoderma
se encuentran el ergosterol, ganodermanontriol, acidos ganolucidicos, entre otros
(Peng, et. al. 2014; Ko, et. al. 2008; Ziegenbein, et. al. 20006).

2.4.4 Biosintesis de acidos triterpenoides

Se sabe que la biosintesis de los acidos ganodéricos sigue la ruta mevalonato,
donde se modula la transcripcidn de los genes que codifican para las enzimas 3-
hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa (HMGR), escualeno sintasa (SQS),
lanosterol sintasa (LS), donde el metil jasmonato es un modulador positivo de la ruta
(MeJA) (Figura 4) (Shi, et. al. 2010; Ren, et. al. 2010). HMGR cataliza el primer paso
de la ruta del mevalonato en la biosintesis de los triterpenoides, por lo que es una
enzima clave para la produccion de acidos ganodéricos (Lichtenthaler, et. al. 1997).
Un alto nivel de esta enzima actua como regulador positivo de la via lo que potencia
la produccién de acidos ganodéricos en G. lucidum (Xu, et. al. 2012; Ren, et. al.
2013a).
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Figura 4. Reacciones catalizadas por las enzimas involucradas en la sintesis de los
acidos triterpenoides (Lopez-Tricas, 2012).

La enzima SQS se ha propuesto como una enzima relacionada con el segundo paso
en la via del mevalonato que sintetiza los esteroles y triterpenoides (Abe, et. al.
1993). Se ha observado que la sobreexpresion del factor de transcripcion de SQS
resulta en un aumento en la produccion de acidos ganodéricos en cultivos
sumergidos estaticos de G. lucidum (Xu, et. al. 2010a). LS cataliza la formacién de
lanosterol, mientras que MeJA esta involucrado en la modulacidén de los genes
HMGR, SQS y LS (Ren, et. al. 2013b). La ultima fase de la biosintesis de los acidos
ganodéricos para la formacion del lanosterol incluye diferentes pasos de

oxidorreduccion, hidroxilacion y acetilacion (Xu, et. al. 2010b).

Se ha observado que el fenobartibal y la modulacién de la cascada de sefales de
apoptosis potencian la biosintesis de acidos ganodéricos por la fosforilacion de la

enzima Hog-1 cinasa (H1K) (You, et. al. 2013), asi como una alta concentracion de

22



oxigeno estimula la produccion de H202 en G. lucidum. La acumulacion de peroxido
en el medio estimula la transcripcién de los genes HMGR, SQS y LS (Zhang, et. al.
2010).

2.4.5 Mecanismo de accion sobre células cancerigenas

2.4.5.1 Citotoxicidad y apoptosis

Para los triterpenoides aislados de las especies Ganoderma se ha reportado una
inhibicion del crecimiento de tumores, apoptosis inducida, arresto del ciclo celular y
autofagia (Lin, et. al. 2013; Min, et. al. 2000; Yang, 2005; Thyagarajan, et. al. 2010).

Se ha reportado que los acidos ganodéricos A y H inhiben el crecimiento de células
MDA-MB-231 (cancer de mama) (Jiang, et. al. 2008). También se han observado
efectos para los acidos ganodéricos A, B, C y N en células HL-60 (leucemia
promielocitica aguda humana), HepG2 (hepatoblastoma humano), y HCT-166,
COLO205 y HT-29 (carcinoma colorrectal humano) por un ensayo de reduccion de
MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio) a formazan (Tabla
1). Estos acidos tienen un fuerte efecto inhibitorio en estas lineas celulares aunque
afectan la proliferacion celular de linfocitos de sangre periférica normales (Gao, et.
al. 2002). En este mismo estudio se observo que la concentracién citotoxica de la
mitad de la poblacion celular (CCso) para los acidos B y C con la linea celular HL-60
fue de 9.8 ug/uL y 12.9 ug/uL, es decir, se requiere una concentracion muy baja de

ellos para observar un efecto.

En células HL-60 se observd mediante un ensayo de MTT, que los &acidos
lucidénicos A, B, C, y N, inducen muerte celular cuando se adicionan al medio de
crecimiento de un cultivo de estas células. Los valores de CCso en los que se
observa muerte celular fueron 61.0 uM = 5.5 uM para el acido lucidénico A, 19.3 uM
+ 1.4 uM para el acido B, 45.0 yM £ 2.1 pM para el acido C, y 64.5 uyM = 1.7 yM
para el acido N (Tabla 2) (Hsu, et. al. 2008). También se ha observado que estos
acidos lucidénicos no tienen un efecto citotoxico sobre linfocitos periféricos sanos
(Johnstone, et. al. 2002).
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Tabla 1. Tipos de acidos ganodéricos para los que se ha reportado un efecto sobre una
linea celular de leucemia, con el tiempo de incubacién y la concentracién inhibitoria de los

mismos.
Incubacion . . CCso CCso . .
Tipo de leucemia Mecanismo Referencia
(h) : (M)  (ng/mL)
I.-|L-60' Lgucemla 26 13.4
mieloblastica aguda
uo37 meorna histiocitico 63 325
difuso
9% K562 ITeu_cemla'n?lelmde 50 258 Inhibicién Mduller, et.
eritroide croénica al. 2006
, . MMP-2y 9
Blin-1 Leucemia 38 19.3
linfoblastica aguda '
Nalm-6 Leucemia
linfoblastica no-T, no-B & [
61 31.5
79 19 9.8 Wou, et. al.
HL-60 Leucemia 28 12.9 ) 2001
. . 62 32.9
mieloblastica aguda :
Arresto ciclo Li et al
24 22 10.4 celular 2005

subG1

El estudio de la morfologia de células tratadas por 24 horas con acido lucidénico B
a una concentracion 50 pM reveld la presencia de cuerpos apoptoéticos al tefirlas
con DAPI (4',6-diamino-2-fenilindol; marcador nuclear) (Figura 5) (Hsu, et. al. 2008).
Un estudio posterior con anexina V y yoduro de propidio mostré que otro de los
mecanismos de citotoxicidad del acido lucidénico es la necrosis de las células HL-
60, dependiente de la dosis (Vermeulen, et. al. 2005).

Figura 5. Células HL-60 tefiidas con
DAPI. A la izquierda se observan las
células control, y a la derecha las células
tratadas con acido lucidénico B. Las
flechas indican cuerpos apoptoéticos (Hsu,
et. al. 2008).

S0 uM, 4 h
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Tabla 2. Tipos de acidos lucidénicos para los que se ha reportado un efecto sobre una
linea celular de leucemia, con el tiempo de incubacién y la concentracién inhibitoria de los
mismos (Hsu, et. al.. 2008).
Incubacion Tipo de

Mecanismo

(h) leucemia

A 61.0+55 279+25 -
HL-60 Modulador negativo
B 79 I._euce'mlla 19.3+14 9.2+0.7 MEK 1/2
c mieloblastica 45.0 9.1 214410
aguda B S =
N 64.5+1.7 29.7+0.8

En un estudio de esteroides y derivados con estructuras triterpenoides se evaluaron
los compuestos ganodermanontriol, ganolactona, fungisterol, 5,6-dihidroergosterol,
ergosterol, peroxido de ergosterol, perdoxido de 9(11)-dehidroergosterol, vy
dimetilincisterol A3. Para los compuestos ganodermanontriol, fungisterol vy
dimetilincisterol A3 se observé una disminucién de la viabilidad celular en células
murinas de cancer de piel con CCso de 348 uM para ganodermanontriol, 370 uM

para fungisterol y 293 M para dimetilincisterol A3 (Akihisa, et. al. 2007).

2.4.5.2 Arresto del ciclo celular

La inhibicion de proliferacion de células cancerigenas por los extractos de G.
lucidum esta mediada tanto por el efecto citotoxico como por el arresto del ciclo
celular. Se ha observado mediante citometria de flujo que los extractos etandlicos
de las esporas del hongo llevan a las células a un arresto del ciclo celular durante

la transicion de la fase G1 a la fase S (Zhu, et. al. 2000).

En otro estudio se observd que los acidos ganodéricos extraidos del cuerpo
fructifero del hongo inducian un arresto celular en células HelLa durante la fase G1
(Hu, et. al. 2002), mientras que el sobrenadante obtenido de un cultivo sumergido
de G. lucidum con una concentracion total de acidos ganodéricos de 500 pg/mL
incubado por 60 h inducia un arresto celular en la misma fase en células BEL7402
(hepatocarcinoma humano) (Yang, 2005). También se ha observado que el acido
ganodérico D tiene una actividad especifica sobre células HelLa con un arresto en
el ciclo celular durante las fases G2 y M, mientras que el acido ganodérico DM
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genera el arresto celular durante la fase G1 en células MCF-7 (cancer de mama)
mediante la modulacion de la expresién de las proteinas CDK2, CDKG®, ciclina D1y
P21 (Yue, et. al. 2008; Wu, et. al. 2012).

El mecanismo que se ha propuesto para explicar el arresto celular mediado por los
diferentes acidos ganodéricos es una potenciacion de la expresion de la proteina
P21 rio arriba, comprobada mediante un analisis de Western Blot y citometria de
flujo. Esta proteina es una cinasa que inhibe el ciclo celular por ser un regulador
negativo de las proteinas CDK (cinasas dependientes de ciclinas; reguladores del
ciclo celular). La ciclina D1 es un regulador de las fases G1 y S que, cuando se
activa, permiten que las células dejen de estar en la fase GO y continuen con su
desarrollo, y al ser disminuida por una inhibicion rio abajo de su factor de
transcripcion E2F1 detienen el ciclo celular, generando apoptosis celular en cancer
de préstata (Wang, et. al. 2015). Al observar el efecto apoptético del acido lucidénico
B, se observd una acumulacion en la fase G1 de las células dependiente de la
concentracion del acido. En esta fase, se observa una fragmentacion del DNA
celular lo que indica de manera indirecta que las células entran en apoptosis (Hsu,
et. al. 2008).

Jiang, et. al. (2011) observaron que el Ganodermanontriol, un alcohol triterpenoide
derivado de los acidos ganodéricos, tiene un efecto inhibitorio sobre el crecimiento
de células MDA-MB-231 con CCso de 42.0 uM, 15.7 uM,y 11.3 uM alas 24,48y 72
horas, respectivamente. En este estudio también se encontr6 una expresién
significativamente disminuida de la proteina CDC20 al tratar las células con
ganodermanontriol (Figura 6). Esta proteina controla la segregacion cromosémica
en la mitosis durante el ciclo celular, que en células tumorales se encuentra
sobreexpresado en comparacion con tejidos periféricos al tumor y células de tejidos
sanos (Kidokoro, et. al. 2008; Wasch and Engelbert, 2005).
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Figura 6. Disminucion de la expresion
CDC20 | s— de CDC20 observada por Western
Blot al tratar células de cancer de
B-actin | G D SN mama con ganodermanontriol (Jiang,
et. al. 2008).

CDC20/p-actin 1.00 0.67 0.36

2.4.5.3 Efecto anti-invasivo

Para G. lucidum se han descrito diversos efectos biolégicos entre los que se
encuentran prevenciéon y tratamiento de enfermedades como artritis, alergias,
bronquitis, hepatitis cronica, hiperglucemia, hepatopatia, inflamacion y nefritis que
han sido comprobados (Hsu and Yen, 2014). Diversos reportes que indican los
posibles mecanismos para los efectos anticancerigenos de los acidos ganodéricos
que involucran una citotoxicidad directa, apoptosis, antiangionénesis, antiinvasion y
antimetastasis (Jiang, et. al. 2004; Kim, et. al. 2006).

La metastasis esta relacionada con la degradacion de las barreras fisicas, como la
matriz extracelular (ECM). La secrecion de metaloproteinasas de matriz 2 y 9 son
altamente expresadas en tumores malignos en pulmon, colon y mama y tienen un
papel importante en la invasién celular ya que pueden degradar la ECM (Scorlias,
et. al. 2001). Los acidos ganodéricos A, B, C y D fueron aislados del cuerpo fructifero
de G. lucidumy de G. colossum y en ambos basidiomicetos se encontr6 que tienen
una actividad anti-invasiva y anti-metastasis al inhibir la expresidon de la
metaloproteinasa de matriz 9 in vitro (Weng, et. al. 2009). In vivo se ha observado
que un extracto etandlico de acidos ganodéricos proveniente de G. lucidum inhibe
la proliferacion celular y metastasis en ratones ICR-nu/nu inoculados con células
HepG2 (Weng, et. al. 2009). Para G. colossum se encontro que un extracto etandlico
a partir del cuerpo fructifero inhibe la proliferacién celular de HepG2. Para los acidos
lucidénicos en general se ha propuesto una cascada de transduccion de sefales
para explicar el efecto anti-invasivo a través de la metaloproteinasa de matriz 9
(Figura 7) (Weng, et. al. 2010).
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El aislamiento y evaluacion de la bioactividad de los acidos lucidénicos A, B, Cy N
a partir de G. lucidum demostré que estos componentes tienen una actividad anti-
invasiva al reducir la actividad de las metaloproteinasas de matriz 9 y 2 inducida con
PMA (forbol) en células HepG2 al tratar las células con concentraciones de 10 a 100

M de cada uno de estos acidos (Weng, et. al. 2007).

ECM

cytosol
| IKK 7 I:. { PKC PI3K
e

nucleus
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(-533, -7

Figura 7. Via de transduccién de sefiales propuesta para la inhibicion del efecto invasivo
de células HepG2 al tratar las células con acido lucidénico B (Weng, et. al. 2008). Las
flechas delgadas indican la via de transduccion. Las flechas gruesas indican el efecto del
acido lucidénico B. + indica modulacion positiva. — indica modulacion negativa. ECM: matriz
extracelular. PMA: forbol. PKC: proteina C cinasa. PI3K: fosfoinositol 3-cinasa. MEK 5,
ERK %, Akt: cinasas de cascada de fosforilacion. MMP-9: metalopoteinasa de matriz 9. NK-
kB: factor de transcripcion (-600 indica la posicion del nucléotido de unién) AP-1: factor de
transcripcion (-533 y -79 indican las posicion de los nucléotidos de unién). IKKa,
IKKB, IKKy, IKBa: proteinas reguladoras de transcripcion NK-kB. p50: activador de la
transcripcion. P: fosfato. c-Jun, c-Fos: subunidades activadoras de transcripcion de AP-1.
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La invasion celular también esta relacionada con la secrecion del activador
plasminégeno de urocinasa (UPA) y la expresion de su receptor (Jiang, et. al. 2008).
En células MDA-MB-231 se observo que hay una inhibicion de la expresion del
receptor de uPA y una supresion de la secrecién de uPA al tratar las células con
ganodermanontriol lo que impide el comportamiento invasivo celular, es decir, la
proliferacion y migracion de células tumorales, y su adhesién a través de ensayos

en matrices de gel (Jiang, et. al. 2011).
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3. Justificacién

Ya que se ha demostrado que el sobrenadante del cultivo sumergido de H. coffeata
presenta actividad antitumoral y antioxidante (Porras-Arboleda, et. al. 2009). Este
hongo tiene potencial para producir compuestos de origen natural que puedan ser

utilizados en diferentes aplicaciones.

Como se hace con los hongos que comprenden el género Ganoderma,
especificamente G. lucidum, se extraen metabolitos del sobrenadante y del cuerpo
fructifero de los hongos en cultivo sumergido para evaluarlos. Entre los metabolitos
en el sobrenadante de estos hongos se ha encontrado que los acidos triterpenoides
y los EPS son los metabolitos responsables de la actividad antitumoral, siendo los
acidos triterpenoides los responsables de la apoptosis celular y los EPS

responsables de una respuesta inmunomodulatoria.

Para el caso de H. coffeata los EPS ya han sido estudiados y se determin6é que
tienen actividad antitumoral sobre la linea celular de leucemia mieloide cronica K562
al utilizar bajas concentraciones de los EPS liofilizados (Garcia-Garcia, 2014). Sin
embargo, no se ha estudiado el efecto antitumoral que puedan presentar los acidos
triterpenoides, por lo que también es importante conocer cuales son las condiciones
de cultivo sumergido 6ptimas para la produccion de los acidos de H. coffeata, asi
como evaluar en cual de las condiciones determinadas se tiene un efecto citotoxico
significativo sobre lineas celulares de leucemia y compararlo con su efecto sobre
MSP. Finalmente, es importante determinar cual o cuales acidos son los

responsables de la actividad citotoxica y en qué concentraciones.
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4. Hipétesis

Los acidos triterpenoides producidos por H. coffeata en cultivo sumergido tienen

actividad citotoxica sobre lineas celulares de leucemia.

5. Objetivos
5.1 Objetivo general

» Caracterizar los acidos triterpenoides producidos en cultivo sumergido de
H. coffeata, y evaluar su actividad citotoxica sobre las lineas celulares de
leucemia K562 y Jurkat EG6.

5.2 Objetivos especificos
» Cuantificar la produccion de acidos triterpenoides, biomasa, el consumo de
sustrato y morfologia de H. coffeata en cultivos sumergidos en matraces

convencionales y bafleados con diferentes fuentes de carbono.

» Purificar e identificar por TLC los acidos triterpenoides producidos por H.

coffeata en cultivos sumergidos.
» Evaluar actividad citotéxica de los acidos triterpenoides producidos por H.

coffeata sobre lineas de leucemia K562 y Jurkat E6 y compararla con el
efecto sobre MSP.
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6. Estrategia experimental
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7. Metodologias

7.1 Cepa H. coffeata

En este trabajé se utilizé un aislamiento de H. coffeata proveniente de la coleccion
de la Universidad EAFIT (Medellin-Colombia) donado por la M. en C. Catalina
Giraldo Estrada, previamente colectado en el poblado de Tierra Alta, Cérdoba,
Colombia (Porras-Arboleda, et. al. 2009).

7.2 Cinéticas de crecimiento de H. coffeata

Se inocul6 una caja Petri con agar MPO (Tabla 3 mas 15 g/L de agar) con un disco
de 0.5 cm de diametro sobre el que crecié el hongo a 30°C. Después de una semana
se tomo un cuadro de 0.5x0.5 cm y se inoculé en un matraz bafleado con 50 mL de
medio MOP liquido y se incub6 a 30°C y 150 rpm (Incubadora de agitacion C25 New
Brunswick Scientific, diametro de agitacién de 2.54 cm) por 3 dias. A partir del
preinoculo, se colocé 1 mL en matraces de 250 mL con 50 mL de uno de los dos
medios evaluados (Tabla 3), se ajusté el pH a 5.0, y se realizé una cinética a lo largo
de 20 dias a 30°C y 150 rpm utilizando matraces bafleados o convencionales (Figura
8).
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Figura 8. Esquema de los matraces de 250 mL (SCHOTT DURAN®) utilizados en las
cinéticas de H. coffeata. a) Matraz convencional, b) Matraz bafleado, vistas de frente y por
abajo (Gamboa-Suasnavart, et. al. 2011).

Se observé la morfologia del crecimiento, y se realizaron mediciones de biomasa,

pH, consumo de fuente de carbono, produccion de triterpenoides totales, y
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produccion de acidos triterpenoides, tanto en micelio como en sobrenadante. Las
mediciones se realizaron a los 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20 dias,

sacrificando un matraz por medicion con repeticiones en los dias 4, 8, 12 y 16.

Tabla 3. Composicion de los medios de cultivo.

Medio FZM (g/L) Medio MPO (g/L)
(Fang y Zhong Modificado) (Medio de Porras Optimizado)
(Fang and Zhong, 2002) (Porras-Arboleda, et. al. 2009)
Glucosa 35.0 Lactosa 50.0
Extracto de levadura 2.5 Extracto de levadura 5.0
Peptona 5.0

KH2P04‘H20 1.0
MgSO4‘7H20 0.5
Vitamina B1 0.05

Para la medicién de biomasa se filtr6 al vacio el total del cultivo celular del matraz
con papel filtro (Whatman® No.4, previamente pesado), recuperando el
sobrenadante para posteriores mediciones, y se seco a 70°C por 24 horas para
calcular la masa por diferencia de pesos (Garcia-Garcia, 2014). Para medir el pH

se utilizé un potenciometro (Hanna Instruments).

Para la medicién del consumo de la fuente de carbono se tomaron 0.5 mL del
sobrenadante de cada matraz de la cinética y se realizé el ensayo de azucares
reductores adicionando 2 mL del reactivo de DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) y
colocando los tubos en bano Maria a 100°C por 5 minutos. El fundamento de esta
reaccion es que, en condiciones alcalinas, un azucar con un grupo aldehido reduce
al DNS en presencia de calor para formar un grupo carboxilo en el azucar y acido
3-amino-5-nitrosalicilico, que es un complejo de color amarillo-naranja, cuya
absorbancia se puede medir a 540 nm con una intensidad de color proporcional a

la cantidad de azucares reductores presentes (Miller, 1959).

Se realizd una curva patron (anexos 12.1 y 12.2) para cada una de las fuentes de
carbono a concentraciones conocidas para después determinar la concentracion de

azucar en cada uno de los matraces de cada cinética. Las fuentes de carbono
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utilizadas fueron lactosa y glucosa, cada una utilizada en dos geometrias de

matraces diferentes, bafleados o convencionales.

7.3 Cuantificacion de triterpenoides totales

Se tomaron 0.8 mL del sobrenadante de cada una de las mediciones de la cinética
y se colocaron en tubos de ensayo, se adicionaron 0.4 mL de una solucion al 5% de
vainillina-acido acético glacial mas 1 mL de acido perclorico. Esta mezcla se coloco
en bafo Maria en ebullicién por 20 minutos y, posteriormente se enfriaron en bafo
de hielo. Se adicionaron 3 mL de acido acético glacial, y se agité en vortex durante
15-20 segundos. Después se mantuvo a temperatura ambiente por 15 minutos y se
midio la absorbancia a 550 nm (Fan and He, 2006; Liu, et. al. 2014).

La curva patron se realiz6 con acido ursolico (acido triterpenoide, Sigma-Aldrich,
CAS 77-52-1, anexo 12.3). EIl fundamento de esta técnica es una reaccion de
sustitucién nucleofilica donde la vainillina forma un complejo colorimétrico de color
rojo-café con el acido carboxilico del compuesto triterpenoide en condiciones acidas
y con calor (Fan and He, 2006; Liu, et. al. 2014).

7.4 Extraccion y cuantificaciéon de acidos triterpenoides

Por cada 1 mL de sobrenadante de las cuatro condiciones en las que se cultivd H.
coffeata (glucosa: matraz convencional y bafleado, y lactosa: matraz convencional
y bafleado), se le agregé 1 mL cloroformo (Zhang, et. al. 2014) para cada uno de
los puntos de las cinéticas realizadas. Se tomé la fase organica y se le afadié un
volumen de NaHCOs 5% w/v para obtener los acidos carboxilicos presentes sin
protonarse. Después se adiciond HCI concentrado hasta obtener un pH de 2.5 para
protonar los acidos carboxilicos, se extrajo la fase acuosa y se le adicion6 de nuevo
un volumen de cloroformo. Se extrajo la fase organica se evapord a sequedad a
40°C. El precipitado obtenido se recupero disolviéndolo en 2 mL de EtOH al 70%.
Se tomaron 0.8 mL de cada uno de las extracciones realizadas para realizar la
cuantificacion de los acidos triterpenoides por el método de vainillina-acido acético

glacial, descrito anteriormente. Posteriormente se calcularon los parametros
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cinéticos para cada una de las condiciones realizadas con las ecuaciones

correspondientes (anexo 12.4).

Cada uno de los extractos obtenidos en sobrenadante se concentré varias veces
hasta obtener una solucién del mismo de 10 000 nug/mL (verificado con el
procedimiento de cuantificacion de acidos triterpenoides descrito preciamente) para

usar en experimentos posteriores.

7.5 Prueba de identidad de acidos triterpenoides en TLC

Para verificar que en las extracciones se obtuvieron moléculas con un acido
carboxilico en su estructura, cada uno de los extractos obtenidos, tanto de micelio
como de sobrenadante, se colocaron sobre una placa recubierta con silica gel a una
distancia de 0.5 cm entre cada una de ellas y a 1 cm de la base de la placa (Merck,
100390). Esta placa se eluyd en una solucion de cloroformo y acetona 5:2 (para
facilitar la elucion de acidos triterpenoides) utilizando como control positivo al acido
ursolico y como control negativo la extraccion de medio de cultivo sin inocular. La
elucion se dejo correr hasta 0.5 cm antes del tope de la placa. Para revelar se
observaron las placas en luz UV y aplicando una solucién reveladora de H2SOs al
10% en MetOH seguida por calor, donde las manchas se observan de un color
morado-café (Glensk, et. al. 2014; Naumoska and Vovka, 2015).

Se realizo el calculo de radio de frente (Rf, distancia de la muestra desde el
origen/distancia del eluyente desde el origen para cada una de las marcas obtenidas
con el programa Imaged (anexo 12.5) y posteriormente se compararon los Rf de
cada banda, realizando una prueba de ANOVA-Dunn para observar si habia

difencias significativas entre cada uno de ellas (anexo 12.8).

7.6 Purificacion de acidos triterpenoides por TLC
Para cada uno de los extractos se realizaron tres placas preparativas en TLC de 20
x 20 cm, eluyéndose en las mismas condiciones que en las placas realizadas para

la identificacion de cada uno de los compuestos. Cada una de las placas se observo
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bajo la luz UV para garantizar que los compuestos se habian separado en las
fracciones correspondientes (tres fracciones para glucosa, cuatro fracciones para
lactosa) y se marcd con lapiz las zonas donde se encontraban cada una de ellas
para posteriormente raspar la silica de las placas TLC donde se encontraban los
compuestos y recuperarlos. Cada una de las fracciones de cada placa se colocé en
5 mL cloroformo y se eliminé la silica por filtracién (Figura 9). Del filtrado se tomaron
0.8 mL para cuantificar los acidos triterpenoides con la metodologia descrita
anteriormente. Finalmente, cada una de las fracciones se concentro hasta obtener
una solucion de 10 000 pyg/mL en hexano para realizar los ensayos de citotoxicidad
(verificado realizando el ensayo colorimetrico para cuantificacion de triterpenoides

descrito previamente).
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Figura 9. Verificacién de la purificacién de fracciones en las placas TLC.

7.7 Evaluacién de actividad citotoxica

7.7.1 Uso de lineas celulares de leucemia

Se utilizaron dos lineas celulares mieloides cronicas: K562 y Jurkat E6 (donadas
por la Dra. Leticia Rocha Zavaleta; Dpto. de Biologia Molecular y Biotecnologia, 11B
UNAM) cultivadas en medio RPMI 1640 Gibco 1X, adicionado al 10% de suero fetal
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bovino (SFB), al 1% de penicilina-estreptomicina (p-e), a 37°C y 5%CO2. Se
utilizaron diferentes concentraciones del extracto de acidos triterpenoides obtenidos
en matraces convencionales con glucosa o lactosa, y cada una de las fracciones
identificadas por TLC a partir de una solucién de 10 000 pg/mL en PBS de cada uno
de ellos, para determinar la citotoxicidad de cada uno de los extractos o de sus

fracciones (Garcia-Garcia, 2014).

7.7.2 Ensayo de reduccion de resazurina

El ensayo de reduccion de resazurina determina la cantidad de células viables
mediante el estado de oxidacion de esta molécula, que en su estado reducido
(células viables; pico de absorbancia a longitud de onda de 600 nm) adquiere un
color rojo, mientras que en su estado oxidado (células no viables; pico de
absorbancia a longitud de onda de 545 nm) mantiene un olor azul (Protocolo:

ThermoFisher; referencia 70).

Al aplicar el tratamiento correspondiente, cada placa se incubé por 48 horas a 37°C.
Al finalizar el tiempo de incubacién se cuantifico la absorbancia a dos longitudes de
onda diferentes 545 y 600 nm, y se calcul6 el porcentaje de citotoxicidad para cada
pozo con respecto al control celular (Ecuaciones 1y 2). Posteriormente, cada placa
se incubd 24 horas mas y se volvio a cuantificar la absorbancia para comparar el

efecto citotdoxico a las 48 horas con el efecto citotoxico a las 72 horas.

(g0x)A2 x AA1 — (g0x)A1 x AA2
(€0x)A2 * A°A1 — (e0x)A1 * A°A2 x

Ecuacion 1. Calculo de porcentaje de proliferacion.
Donde A= 545 nm, A2= 600 nm, (eox) A2=117 216, (eox) A1= 47 619.
AA1= absorbancia obtenida a 545 nm en pozo con tratamiento.
AA2= absorbancia obtenida a 600 nm en pozo con tratamiento.
A°A1= absorbancia obtenida a 545 nm en pozo de control celular (0 ug/mL de extracto).
A°A2= absorbancia obtenida a 600 nm en pozo de control celular (0 ug/mL de extracto).

100

% Proliferacion =

% Citotoxicidad = 100 — % Proliferacion
Ecuacion 2. Calculo de porcentaje de citotoxicidad.
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Para garantizar que el uso de PBS no estaba causando una disminucion de la
viabilidad celular significativa aun en la cantidad de volumen mas alta (150 uL), se
realizdé un ensayo de viabilidad celular de PBS (anexo 12.6). Al determinar que el
PBS no estaba causando ningun efecto significativo sobre las linas celulares se

prosiguio con los ensayos de citotoxicidad.

7.7.2.1 Ensayo de citotoxicidad con extractos totales de acidos triterpenoides
El ensayo se realiz6 en placas de 96 pozos con 100 yL de células (50 000 células
por pozo; una placa por cada linea celular) y 150 yL de medio RPMI. Estas placas
se dejaron incubando por un dia a 37°C y 5% COz2. Al dia siguiente se retiraron de
cada uno de los pozos de la placa 200 uL (dejando 30 000 células/pozo) y se
adicionaron a cada carril de cada placa 20 uL de resazurina y diferentes
concentraciones de los acidos triterpenoides hasta obtener 300 yL de volumen total
en cada pozo. Cada placa se incubd con acidos triterpenoides obtenidos del
crecimiento del hongo en matraces convencionales con glucosa, y la otra mitad con
acidos triterpenoides con lactosa. El control positivo utilizado fue H202 al 3%, el
control negativo fue PBS, y el control celular donde se adicioné medio fresco a las

células (Figura 10). Cada placa se incub6 48 horas a 37°C.
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Figura 10. Concentraciones de cada extracto utilizadas en cada placa por linea celular.
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Al finalizar el tiempo de incubacion de cada placa, se cuantific la absorbancia a
dos longitudes de onda diferentes 545 y 600 nm, y se calcul6 el calcul6 el porcentaje
de citotoxicidad para cada pozo con respecto al control celular (Ecuaciones 1y 2).
Posteriormente, cada placa se incub6 24 horas mas y se volvidé a cuantificar la
absorbancia para comparar el efecto citotdxico a las 48 horas con el efecto citotoxico

alas 72 horas.

Con el programa SigmaPlot 12, se realiz6 una prueba de ANOVA-Dunnett para
observar si habia diferencias significativas entre cada uno de los tratamientos con
respecto al control celular (O ug/mL de extracto). También se realizaron los calculos
de CCso para cada tratamiento (anexo 12.7), y realizando una prueba de ANOVA-
Tukey para observar si habia difencias significativas entre cada uno de los

tratamientos (anexo 12.8).

7.7.2.2 Ensayo de citotoxicidad con fracciones de los extractos de acidos
triterpenoides

El ensayo se realiz6 en placas de 96 pozos con 100 uL de células (50 000 células
por pozo; una placa por cada linea celular) y 150 yL de medio RPMI. Estas placas
se dejaron incubando por un dia a 37°C y 5% COo.. Al dia siguiente se retiraron de
cada uno de los pozos de la placa 200 uL (dejando 30 000 células/pozo) y se
adicionaron a cada carril de cada placa 20 uL de resazurina y diferentes
concentraciones de cada una de las fracciones obtenidas para cada extracto hasta
obtener 300 pL de volumen total en cada pozo. (Figuras 11y 12). El control positivo
utilizado fue H20:2 al 3%, el control negativo fue PBS, y el control celular donde se
adicioné medio fresco a las células. Cada placa se incub6 48 horas a 37°C. Al
finalizar el tiempo de incubacion de cada placa se cuantifico la absorbancia a dos
longitudes de onda diferentes 545 y 600 nm, y se calculé el porcentaje de
citotoxicidad para cada pozo con respecto al control celular (Ecuaciones 1y 2).
Posteriormente, cada placa se incub6 24 horas mas y se volvié a cuantificar la
absorbancia para comparar el efecto citotoxico a las 48 horas con el efecto citotoxico

alas 72 horas.
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Con el programa SigmaPlot 12, se realizé una prueba de ANOVA-Dunnett para

observar si habia diferencias significativas entre cada uno de los tratamientos con

respecto al control celular (0 ug/mL de extracto). También se realizaron los calculos

de CCso para cada tratamiento (anexo 12.7), y realizando una prueba de ANOVA-

Tukey para observar si habia difencias significativas entre cada uno de los

tratamientos (anexo 12.8).
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Figura 11. Preparacion de placas para fracciones de glucosa por cada linea celular.

4 J _ - J _
E é g -4 d %) g g c 4 d %)
2923555 EEE 3 993555EEE S
99 o 2229229 & 99 o 2222229 8
+ 8B 8838380 wo . ¢ +383388886wa
ObLbAN S BAuSsB N =000 oBALE2B3ALBAL20 0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Fraccion Fraccion
LC1 LC3
“‘&‘*‘*‘#‘4‘*‘ Fraccion ) §‘§‘§‘§‘ Fraccién
OO | Le2 OO | Lea

Figura 12. Preparacion de placas para fracciones de lactosa por cada linea celular.

7.7.2.3 Extraccion de MSP

Se realiz6 la extraccion de 5 mL de sangre de un hombre aparentemente sano de
28 anos, y se le adicionaron 5 mL de PBS 1x y 5 mL de solucién de Ficoll para

generar un gradiente de densidad (GE Healthcare, 17-1440-02). Posteriormente, se
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centrifugo a 2 500 rpm por 20 minutos a 20°C y se extrajo el anillo de células blancas

2 500 rﬁm ’
20°C/20° 4—Plasma

4—_cucocitos

Sangre .
— PBS 4—Ficoll

4—Ficoll v4— Eritrocitos

Figura 13. Extraccion de monocitos con la solucién de Ficoll.

con una pipeta Pasteur (Figura 13).

El anillo de leucocitos extraido se lavé llevandolo a un volumen total de 25 mL con
PBS 1x frio y centrifugando a 3 000 rpm por 10 minutos a 4°C. Para garantizar que
en el pellet de leucocitos no se encontraran eritrocitos, éstos se lisaron agregando
al pellet 100 yL de PBS 10x frio, incubando por 30 segundos a temperatura
ambiente, y después resuspendiendo en 900 puL de agua estéril. Posteriormente,
se realizaron dos lavados mas como se describié anteriormente. Finalmente, al
pellet obtenido se le adicionaron 3 mL de medio RPMI 1640 suplementado (10%
SFBy 1% p-e) para ajustar la cuenta a 10 x 10° células/mL. Las células se incubaron
1.5 horas a 37°C y 5% CO2 y se separaron los monocitos (células adherentes;
utilizadas en experimento de citotoxicidad) de los linfocitos (células no adherentes;

desechadas) antes de realizar los ensayos de citotoxicidad.

7.7.2.4 Ensayo de citotoxicidad con MSP
El ensayo se realiz6 en una placa de 96 pozos con 100 yL de MSP (50 000
células/pozo) y 150 uL de medio RPMI. Esta placa se dejé incubando por un dia a

37°C y 5% COo2. Al dia siguiente se retiraron de cada uno de los pozos de la placa
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200 pL (dejando 30 000 células/pozo) y se adicionaron a cada carril de cada placa
20 pL de resazurina y diferentes concentraciones de las dos fracciones obtenidas
con mayor actividad citotéxica (GC1 y GC3) hasta obtener 300 uL de volumen total

en cada pozo. (Figura 14).
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Figura 14. Preparacion de placas para fracciones GC1 y GC3 para el ensayo con MSP.
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El control positivo utilizado fue H20:2 al 3%, el control negativo fue PBS, y el control
celular donde se adicioné medio fresco a las células. La placa se incub6 48 horas a
37°C. Al finalizar el tiempo de incubacion de la placa, se cuantificé la absorbancia a
dos longitudes de onda diferentes 545 y 600 nm, y se calculé el porcentaje de
citotoxicidad para cada pozo con respecto al control celular (Ecuaciones 1 y 2).
Posteriormente, la placa se incubd 24 horas mas y se volvio a cuantificar la
absorbancia para comparar el efecto citotdxico a las 48 horas con el efecto citotoxico

alas 72 horas.
Con el programa SigmaPlot 12, se realiz6 una prueba de ANOVA-Dunnett para

observar si habia diferencias significativas entre cada uno de los tratamientos con

respecto al control celular (0 ng/mL de extracto) (anexo 12.8).
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8. Resultados y Discusion
8.2 Morfologia de H. coffeata

Figura 15. Morfologia del crecimiento de H. coffeata a los 20 dias de cultivo Las flechas
indican algunos de los pellets encontrados.
A) Cinética de glucosa en matraces convencionales.
B) Cinética de lactosa en matraces convencionales.
C) Cinética de glucosa en matraces bafleados.
D) Cinética de lactosa en matraces bafleados.

Se realizaron los cultivos variando la fuente de carbono (glucosa o lactosa) y la
geometria de matraz (convencional o bafleado) a lo largo de 20 dias. En los
primeros 4 dias de cada cinética, la morfologia de los pellets era similar: pellets
pequefios de alrededor de 1-2 mm de diametro. Después de 20 dias de cultivo se
observaron diferentes tamafos de pellets en cada una de los cultivos, mientras que
la consistencia de los pellets se mantiene similar (pellets muy poco compactos, con
una alta difusion del medio de cultivo).

En la cinética realizada con glucosa en matraces convencionales se observan
pellets de entre 5y 7 mm de diametro (Figura 15A). En los matraces convencionales
donde se utilizé lactosa, la morfologia fue del hongo creciendo sobre si mismo sin

tener una forma esférica definida (Figura 15B). En la cinética realizada con glucosa
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en matraces bafleados se observan pellets de diametro variable (entre 0.2 y 1 cm)
(Figura 15C). En los matraces bafleados utilizando lactosa como fuente de carbono,
los pellets observados eran muy pequefios (entre 1 y 3 mm de diametro) (Figura
15D). En todas las cinéticas se observo crecimiento del hongo en las paredes de
los matraces, siendo un crecimiento menor en los matraces bafleados que en
comparacion a los matraces convencionales, independientemente de la fuente de

carbono utilizada.

En el caso de Chisty, 2001, y Athie-Garcia, et. al. 2018 se realizaron cultivos con
Aspergillus niger y se introdujo paladio como particula para causar estrés en el
cultivo, lo cual derivé en danos a la pared celular del hongo, causando diferencias

en la morfologia al aumentar la concentracion de paladio.

En el caso de H. coffeata, las diferentes morfologias observadas indican la influencia
de la fuente de carbono y geometria de matraz elegida. En los matraces bafleados
se observan pellets de menor tamano, que son ocasionados por el estrés en el que
se encuentra el hongo. La concentracidn de oxigeno junto con el constante golpeteo
contra los bafles (Chisty, 2001; Athie-Garcia, et. al. 2018).

8.2 Cinéticas de crecimiento de H. coffeata

8.2.1 Parametros cinéticos

Se realiz6 el calculo de los parametros cinéticos (Tabla 4) velocidad especifica de
crecimiento (u), tiempo de duplicacion (td), rendimiento biomasa/sustrato (Yx/s), y
velocidad especifica de consumo (Qs). Para los parametros asociados al producto,
se calculd el rendimiento producto/biomasa (Yp/x), la productividad especifica (Qp),
y la productividad volumétrica (Pv) para las mediciones realizadas en triterpenoides
totales, acidos triterpenoides en micelio y acidos triterpenoides en sobrenadante.
Los calculos se realizaron para cada una de las cinéticas realizadas con respecto

las ecuaciones en el anexo 12.4.
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Tabla 4. Parametros cinéticos evaluados para todas las cinéticas de H. coffeata en
matraces a 30°C y 150 rpm.

. . tq Yxis Qs
Parametro | Tipo de matraz ( di:s'1) (dias) (Mgxgs) (mgs/g:h)
Convencional 0.63 £ 0.01 1.10£ 0.03 252.8 169.6
Glucosa
Bafleado 0.75+0.02 0.92 +0.02 423.7 101.3
Convencional 0.53 £0.02 1.32 £ 0.05 236.0 127.9
Lactosa
Bafleado 0.47 £ 0.01 1.46 £ 0.04 425.0 68.8
. . . Ypix Qp Pv
Parametro Para triterpenoides totales T T (mgw/Lh)
Glucosa Convencional 79.7 829.7 7.2
Bafleado 52.5 546.9 7.9
Lactosa Convencional 66.6 693.5 7.9
Bafleado 46.4 483.5 10.3
Parémetro Para acidos triterpenoides Yopix Qp Pv
de micelio (Mgp/9x) (Mgp/gxh) (mngp/Lh)
Glucosa Convencional 1335.2 13.9 120.8
Bafleado 513.9 5.4 78.1
Lactosa Convencional 842.1 8.8 101.0
Bafleado 485.8 5.1 108.3
Parémetro Para acidos triterpenoides Y pix Qp Pv
de sobrenadante (Hgp/gx) (Hgp/gxh) (Mgp/Lh)
Glucosa Convencional 19 093.0 198.9 1740.6
Bafleado 10 006.9 204.2 1531.3
Lactosa Convencional 18 456.1 192.3 2221.9
Bafleado 10 330.2 107.6 23115

Se observa que en los matraces convencionales la y es mayor que en los matraces
bafleados y, por lo tanto, el ts se comporta de manera inversa. También se encontro
que la p es mayor cuando hay lactosa en el medio en lugar de glucosa. Esto es
consistente con los trabajos previos donde se habia observado un mejor crecimiento
de H. coffeata en presencia de lactosa (Porras-Arboleda, et. al. 2009; Garcia-
Garcia, 2014).

En los matraces bafleados matraces se tiene una mayor transferencia de oxigeno
debido a que los bafles ejercen una fuerza de corte en el micelio (Garcia-Garcia,

2014;. Esta transferencia de oxigeno junto con la velocidad de agitacion, mantienen
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un gradiente de concentracion entre el interior y exterior de la célula, que por medio
del aumento de la velocidad de difusion ayudara a establecer un suministro
adecuado de nutrientes a la célula (Oh, et. al. 2007). Esto puede estar relacionado
con las diferentes morfologias adquiridas por la biomasa en cada uno de los
matraces (Figura 15). Al ser pellets con muy baja compactabilidad, los pellets de
mayor tamano (matraces convencionales) permitirian que el medio de cultivo se
internalice. Al haber mayor disponibilidad de nutrientes para cada célula del hongo
se facilita su crecimiento (Oh, et. al. 2007). Los pellets de menor tamafio (matraces
bafleados) son sometidos constantemente al estrés hidrodinamico de los bafles.
Esto podria causar un exceso de oxigeno que cause daino a la estructura celular del
hongo, causando que para cada célula sea mas dificil acceder a los nutrientes y que
el crecimiento sea mas lento. Esto es consistente con los estudios de Chisty, 2001
y Athie-Garcia, et. al. 2018, donde se observo la diferente morfologia adquirida por

los hongos capaces de formar micelio en matraces sumergidos.

8.2.2 Evaluaciéon de biomasa y pH de H. coffeata

Se llevaron a cabo cultivos comparando la fuente de carbono (glucosa en 35 g/Ly
lactosa en 50 g/L) y el disefio del matraz (convencional y bafleado) y se sigui6 el
crecimiento de la biomasa por peso seco. Estas mediciones se realizaron utilizando
un matraz en su totalidad para cada toma de muestra. Se obtuvo la mayor
concentracion de biomasa (21.2 g/L, dia 20) en aquellos cultivos donde se usé
lactosa y matraces bafleados (Figura 16). Para el resto de las cinéticas los valores
de biomasa finales son de 15.0 g/L en la cinética de lactosa en matraces
convencionales, 16.8 g/L en la cinética de glucosa en matraces bafleados, y 10.4
g/L ven la cinética de glucosa en matraces convencionales. Cuando se comparan
los rendimientos Yxs obtenidos en los cultivos realizados con matraces
convencionales no se observan diferencias (252.8 mgx/gs con glucosa y 236.0
mgx/gs con lactosa), de la misma manera que al comparar los cultivos realizados
con matraces bafleados no se observan diferencias (423.7 mgx/gs con glucosa y
425.0 mgx/gs con lactosa).
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Yang and Liau, 1998 cultivaron a G. lucidum en diferentes velocidades de agitacion
y observaron que en a velocidades de 150-200 rpm se obtienen mayores cantidades
de biomasa y mejores producciones de metabolitos secundarios, comparandolas
con 50-100 rpm. Sus resultados sugieren que altas velocidades de agitacion
favorecen la produccion de metabolitos secundarios debido a que decrece la
absorcion en las paredes celulares ocasionado por el estrés de corte, activando
rutas para la produccidn de polisacaridos y aumentando la biomasa. Este estrés de
corte puede ser similar al fendbmeno que ocurre en los matraces bafleados cuando
se utiliza H. coffeata, aun cuando se agité a la misma velocidad (150 rpm) en ambos
tipos de matraz. En los matraces bafleados hay un estrés constante al que los
micelios estan sometidos que no se encuentra en los matraces convencionales, que
resultaria en el aumento de la biomasa observado en las cinéticas con matraces

convencionales.

Biomasa y pH contra tiempo
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Figura 16. Cinética de crecimiento de H. coffeata en cultivos llevados a 30°C y 150 rpm.
Biomasa en el eje derecho y pH en el eje izquierdo. (GC: glucosa en matraces
convencionales; GB: glucosa en matraces bafleados; LC: lactosa en matraces

convencionales; LB: lactosa en matraces bafleados).
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El pH es uno de los factores quimicos que influye directamente sobre el crecimiento
del hongo y su produccion de metabolitos secundarios, ya que afecta la funcion de
la membrana celular, la morfologia, la estructura, consumo de nutrientes, actividad

enzimatica (Elisashvili, 2012; Fraga, et. al. 2014).

Al evaluar la variacion de pH en cada una de las cinéticas (Figura 16) se observa
que en las cinéticas realizadas con lactosa la variacién de pH es similar entre ambos
tipos de matraz. A partir del pH inicial hay una disminucién, llegando a un valor
minimo de 4.428 + 0.274 en el dia 6 y después con un aumento. La cinética
realizadas con glucosa en matraces bafleados tiene el mismo patrén que las otras
cinéticas, disminuyendo hasta llegar al dia 12 donde el valor de pH vuelve a
aumentar, aunque en esta cinética los valores de pH estan una unidad debajo de
los valores con las cinéticas con lactosa. En la cinética con glucosa en matraces
convencionales donde el pH se acidificd y se observd el menor crecimiento del
hongo. Esta acidificacion de pH puede ser atribuida al error experimental ya que en
esa cinética no se ajusto el pH inicial. En reportes anteriores del crecimiento de este
hongo se observa este comportamiento (Porras-Arboleda, et. al. 2009; Garcia-
Garcia, 2014). En general se observa que H. coffeata detiene su crecimiento y, en

consecuencia, el pH del medio comienza a elevarse.

Los perfiles de pH encontrados son consistentes (aunque no iguales) con los perfiles
reportados por Fang and Zhong, 2002. En este reporte se estudarion cultivos de G.
lucidum a diferentes pH iniciales que abarcaron de 3.5 a 7.0 y en todos observaron
que al dia 4 del cultivd el pH decrece hasta 3.2 y después permance constante
hasta alrededor del dia 12, cuando la mayoria de la fuente de carbono esta agotada
y el pH empieza a aumentar. Los autores sugieren con estos resultados que durante
los primeros 5 dias se presenta una alto consumo de la fuente de carbono que
resulta en la produccion de acidos organicos, los cuales hacen que el pH en el medio
disminuya. Fazenda, et. al. 2008 sugieren que el aumento del pH hacia el final del
cultivo se debe al incremento de secrecidén de proteasas que degradan fuentes de

nitrégeno.
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Finalmente se debe tomar en cuenta que el pH 6ptimo dependera de varios factores
entre ellos el tipo 0 especie de organismo con el que se trabaja. Por ejemplo, en G.
lucidum el pH inicial con el que se obtienen mejor cantidad de biomasa oscila entre
5.5-6.5, mientras que para polisacaridos se encuentra entre 3.5-4.5 (Fang and
Zhong, 2002). En hongos como Sparassis cripa y A. cinnamomea el pH 6ptimo para
el cultivo fue 5.0. En cultivos de Cordyceps militaris realizados en biorreactor con el
controlado a pH 6.0 (Fazenda, et. al. 2008).

8.2.3 Evaluacién de consumo de sustrato y crecimiento exponencial de
biomasa de H. coffeata

Al evaluar las fases de crecimiento de H. coffeata (Figura 17) se observa que la fase
exponencial de crecimiento acaba alrededor de los 8 dias. Después H. coffeata
empieza la fase estacionaria. A los 20 dias del cultivo no se alcanza a ver un

decaimiento que indique el inicio de la fase de muerte.

In biomasa y consumo de sustrato contra tiempo
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Figura 17. Cinética de crecimiento en escala logaritmica de H. coffeata en cultivos
llevados a 30°C y 150 rpm. Logaritmo natural de biomasa en el eje derecho y consumo de
sustrato en el eje izquierdo. (GC: glucosa en matraces convencionales; GB: glucosa en
matraces bafleados; LC: lactosa en matraces convencionales; LB: lactosa en matraces
bafleados).
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El tipo de fuente de carbono utilizado es una variable importante, ya que es el
componente nutritivo principal del medio, a partir del cual se obtiene la energia para
producir biomasa, metabolitos, y estructuras (carbohidratos) para formar micelio de
los hongos basidiomicetos (Blackwell, 2011). La glucosa fue escogida como fuente
de carbono en el medio FZM (Fang and Zhong, 2002) porque es en donde se
realizan los cultivos de G. lucidum para, posteriormente, realizar la extraccion de
acidos triterpenoides. Mientras que la lactosa se eligid porque ya se ha demostrado
que H. coffeata tiene una mayor cantidad de biomasa utilizando el medio MPO
(Porras-Arboleda, 2007; Porras-Arboleda, et. al. 2009). A pesar de la diferencia
entre cantidades iniciales de sustrato colocada (35 g/L de glucosa y 50g/L de
lactosa), en todas las cinéticas se puede observar un uso exponencial del consumo

de sustrato con comportamientos similares (Figura 17).

En las cinéticas realizadas en matraces convencionales hay una Qs mayor (169.6
mgs/gxh en glucosa y 127.9 mgs/gxh en lactosa) en comparacion con la velocidad
especifica de consumo de los matraces en cinéticas con matraces bafleados (101.3
mgs/gxh en glucosa y 68.8 mgs/gxh en lactosa) (Tabla 4). La Qs parece no verse
afectada por la fuente de carbono, sino por la geometria de los matraces utilizados.
Esto es debido a las diferencias en la transferencia de oxigeno en los diferentes
matraces. Los matraces bafleados permiten una mayor produccion de biomasa,
mientras que los matraces convencionales hay un consumo mayor del sustrato
(Garcia-Garcia, 2014). Estos resultados tienen perfiles similares a los reportados en
hongos como G. lucidum, M. esculenta, L. edodes, Pleurotus sp. Donde se han
probado diferentes fuentes de carbono y, aunque en todas las fuentes de carbono
usadas muestran crecimiento, los mejores resultados se obtuvieron usando glucosa

como fuente de carbono (Fazenda, et. al. 2008; Elisashvili, 2012).

En los reportes previos (Porras-Arboleda, et. al. 2009; Garcia-Garcia, 2014) se
encontré que la lactosa es la mejor fuente de crecimiento para H. coffeata, lo cual
es consistente con lo encontrado en la cantidad de biomasa. Sin embargo, en este

reporte se encontrd que la glucosa tiene un mejor rendimiento Yws. Esta diferencia
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puede ser debida a la diferencia de cantidad inicial de g/L de los sustratos
(mencionada anteriormente). En algunos cultivos de hongos como A. niger la
lactosa se metaboliza lentamente y en algunos casos no se consume por completo,
es considerada como una fuente de carbono pobre para el crecimiento de hongos

ya que puede actuar como un represor catabolico (Fekete, et. al. 2008).

8.2.4 Evaluacion de produccion de triterpenoides de H. coffeata

8.2.4.1 Evaluacion de produccion de triterpenoides totales en sobrenadante
En el ensayo colorimétrico se observé que hubo formacién de un compuesto rojo-
café y que su absorbancia y concentracién fue aumentando a lo largo de los 20 dias
de cada una de las cinéticas, aunque con este método no es posible determinar

cuales son los triterpenoides producidos (Figura 18).

Produccion de triterpenoides totales en sobrenadante
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Figura 18. Cinética de produccién de triterpenoides totales en sobrenadante de H.
coffeata en cultivos llevados a 30°C y 150 rpm. (GC: glucosa en matraces
convencionales; GB: glucosa en matraces bafleados; LC: lactosa en matraces
convencionales; LB: lactosa en matraces bafleados).
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En las cinéticas con lactosa se observa una mayor concentracion final de
triterpenoides totales producidos (761 mgp/L en matraces convencionales, y 986
mgp/L en matraces bafleados) con respecto a las cinéticas con glucosa (690 mgp/L
en matraces convencionales, y 7568 mgp/L en matraces bafleados) (Figura 18). Sin
embargo, los valores mas altos de Yps y de Qp se obtienen en la cinética con
glucosa en matraces convencionales (79.7 mgp/gx, 829.7 mgp/gxh,
respectivamente), mientras que en la cinética con lactosa en matraces bafleados se
obtuvo el menor Ypis (46.4 mgp/gx) y la menor Qp (483.5 mgp/gxh). Al evaluar la Pv
se observa que la mayor productividad de triterpenoides totales se encuentra en los
matraces bafleados con lactosa (10.3 mgp/Lh), mientras que el valor mas bajo de
productividad volumétrica de triterpenoides totales se obtuvo en la cinética de

glucosa con matraces convencionales (7.2 mgp/Lh) (Tabla 4).

Comparando las concentraciones finales de triterpenoides se observa que en los
matraces bafleados hay una mayor produccion, especificamente cuando hay
lactosa en el medio, lo que sugiere que la produccion de estas moléculas se da
cuando el micelio esta siendo sometido a un estrés hidrodinamico constante. De
igual manera, se observa que la geometria de matraz tiene un impacto en el Ypss
para triterpenoides obtenidos del cultivo de H. coffeata. Sin embargo, cuando se
comparan el rendimiento Ypis entre los medios de cultivo, se también se perciben
diferencias, dejando ver que la seleccion de fuente de carbono es un factor
importante para la obtencién de mayores rendimientos, siendo glucosa la fuente de
carbono que presentd mayores rendimientos de terpenoides. Esto es contrario a lo
reportado para los EPS, en donde el Yps mayor se encuentran al utilizar lactosa
como fuente de carbono en comparacion de cuando se utiliza lactosa (Garcia-
Garcia, 2014). Esto es debido a que en los cultivos con glucosa se alcanza una
concentracion de triterpenoides final similar en orden de magnitud a los cultivos con
lactosa, pero con la mitad de la biomasa final, por lo que esta ultima condicién no
se considera la 6ptima. Finalmente, estos resultados indican que las condiciones

optimas de produccion de triterpenoides son con glucosa en el medio utilizando
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matraces convencionales, donde se encuentra el mayor rendimiento Ypix y la mayor
Qp.

8.2.4.2 Extraccioén y cuantificacion de acidos triterpenoides

No todos los triterpenoides presentes cuantificados previamente pueden ser de
naturaleza acida, sino que también se encuentran alcoholes, aldehidos, cetonas, o
terpenoides sin grupos funcionales oxigenados. Para hacer la diferenciacion entre
estos grupos funcionales fue necesario realizar extracciones especificas para
moléculas de caracter acido. Para realizar la cuantificacion de triterpenoides de tipo
acido se realizd la extraccion de los mismos a partir del micelio con un protocolo
especifico para la obtencién de acidos triterpenoides (Tang and Zhong, 2002). Este
protocolo se realizd para cada muestra de micelio y sobrenadante obtenidas para
cada cinética, para evaluar cual de las cinéticas tiene una mejor produccion
especifica de 4acidos triterpenoides y de qué parte provienen: micelio o

sobrenadante.

Se encontrd que la concentracion de acidos triterpenoides va en aumento a lo largo
de cada una de las cinéticas (Figura 19). Los valores mas altos de rendimiento
producto/biomasa y productividad especifica de nuevo se encontraron en la cinética
realizada con glucosa en matraces convencionales (1335.23 pgp/gx, y 13.9 pgpe/gxh,
respectivamente en muestras de micelio, y 19 093.0 pgp/gx, y 198.9 pgp/gxh,
respectivamente en muestras de sobrenadante) (Tabla 4). Los valores mas bajos
de rendimiento producto/biomasa y productividad especifica se obtuvieron en la
cinética de lactosa en matraces bafleados (485.85 pgp/gx, y 5.1 pgp/gxh,
respectivamente en muestras de micelio, y 10 330.2 pgp/gx, y 107.6 pgp/gxh,
respectivamente en muestras de sobrenadante) a pesar de que en esta cinética se
obtuvo la mayor cantidad de biomasa. Es importante considerar la productividad
especifica y no la concentracion total de acidos triterpenoides a lo largo del cultivo
por el tiempo de crecimiento del hongo y para conocer las condiciones optimas en

caso de querer llevar el culivo a una escala mayor.
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Se observo que los acidos triterpenoides son mas abundantes en el sobrenadante
que en el micelio (Figura 19), donde se obtienen resultados similares de entre las
cinéticas realizadas con glucosa en matraces bafleados y lactosa en matraces
convencionales, y valores similares entre las otras dos cinéticas. Finalmente, el
valor de concentracion mas alto de &cidos triterpenoides en sobrenadante se
alcanzé a los 20 dias con la cinética de lactosa en matraces bafleados (221.9 mg/L).
Estos resultados confirman que la mejor fuente de carbono para crecer H. coffeata
para la obtencion de acidos triterpenoides es la glucosa en matraces
convencionales, a pesar de que se sabe que H. coffeata tiene un mayor crecimiento
en un medio con lactosa (Porras-Arboleda, 2007; Porras-Arboleda, et. al. 2009) y
de las diferencias en morfologia y cantidad de biomasa obtenidas con respecto a

las cinéticas de lactosa o en matraces bafleados (Garcia-Garcia, 2014).

Produccion de acidos triterpenoides en micelio y sobrenadante contra tiempo

tiempo (dias)

Figura 19. Cinética de produccién de acidos triterpenoides de H. coffeata en cultivos
llevados a cabo a 30°C y 150 rpm. Muestras de micelio en el eje izquierdo y muestras de
sobrenadante en el eje derecho. (GC: glucosa en matraces convencionales; GB: glucosa
en matraces bafleados; LC: lactosa en matraces convencionales; LB: lactosa en matraces

bafleados).
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8.3 Prueba de identidad de acidos triterpenoides en TLC

En las placas donde se eluyeron las muestras de acidos triterpenoides extraidas a
partir de micelios (observadas con luz UV y posteriormente con H2SO4) se encontré
la presencia de compuestos triterpenoides, en el que cada una de las muestras tiene
tres marcas que eluyen en cada uno de los dias de la cinética, excepto el dia O y el
dia 1 (Figura 20y 21).

GC1 GB1
GCz2 GR2
GC3

GB3

RO12344688MRI1012121416161820M
tiempo cinética (dias)

. RO0O12344688M R 10 1212'141616'1820M
Glucosa Convencional tiempo cinética (dias)
Glucosa Bafleado

L& LB1
LEZ2 LB2
LG3
LB3
RO0O1 2 344688M R 10 1212'141616'1820M
tiempo Cinética (dias) RO12 344 6 88 M .H. 1.0 121214 1616'1820 M
| actosa Convencional O GBI (£ 1es)
| actosa Bafleado

Figura 20. Muestras de micelio de cada cinética reveladas bajo luz UV, donde los
numeros son cada dia de la cinética incluidas las repeticiones en los dias 4, 8, 12y 16. R
es la referencia de acido ursolico y M es el medio sin inocular.

En las muestras eluidas a partir de los sobrenadantes se encontré que todas las
cinéticas tienen tres marcas que eluyen en cada uno de los dias de la cinética,
excepto el dia 0 y el dia 1. En las muestras del medio con lactosa en matraces
convencionales se encontré que habia una banda mas que no se encontré en el

resto de las muestras (Figuras 22 y 23).
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Figura 21. Muestras de micelio de cada cinética reveladas con H2SO4 al 10% en MetOH y
calor, donde los numeros son cada dia de la cinética incluidas las repeticiones en los dias
4, 8,12y 16. R es la referencia de acido ursolico y M es el medio sin inocular.
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Figura 22. Muestras de sobrenadante de cada cinética reveladas bajo luz UV, donde los
numeros son cada dia de la cinética incluidas las repeticiones en los dias 4, 8, 12y 16. R
es la referencia de acido ursoélico y M es el medio sin inocular.

57



w -
...'..‘ ..n..... GO e ... s00® ... —GB1
® 2% oo %00 4 g* —GC2 ¢ .oo°.o. ...00°- ®e —GB2
L ]
Me? % Lo, e .0 G2 o0, YL —GB3
RO1 2344 d 88 M é 16. 121214 16161820 M RO12344688M R 10121214 16161820 M
tiempo cinetica (dias) tiempo cinética (dias)
Glucosa Convencional Glucosa Bafleado
....... ’... ..._LC-I ....... ........ — LB1
. i R .... o', ® Sage®e, 009 e®  4° — B2
g™ = e Toale®e, 3
Cee*te, ®e®®ge® -1B3
e®e® 0" oPoee®e, -LC4 o ‘ e
RO12344688M &1012121416161820M ROT2344688M R 10121212 Toreiazo

tiempo cinética (dias) tiempo cinética (dias)

L actosa Convencional | actosa Bafleado

Figura 23. Muestras de sobrenadante de cada cinética reveladas con H2SO4 al 10% en
MetOH y calor, donde los numeros son cada dia de la cinética incluidas las repeticiones
en los dias 4, 8, 12y 16. R es la referencia de acido ursolico y M es el medio sin inocular.

En las figuras 20-23 se observan cualitativamente diferencias entre cada uno de los
dias dentro de la misma cinética. Esto puede ser causado por el error experimental
al tratar de colocar las muestras sobre la misma zona de la placa TLC. Sin embargo,
en la figuras 20 y 21 en la cinética con glucosa en matraces convencionales se
perciben diferencias entre las fracciones 1, 2 y 3. Esto podria ser causado por los
diferentes compuestos que componen cada una de las fracciones puede variar su
concentracion a lo largo de la cinética, modificando la migracion de cada muestra.
Esto se ha observado en placas donde cada una de las muestras no es
completamente pura y en los compuestos hay variaciones de uno o dos atomos en
sus estructuras (Pendela, et. al. 2010, Gondova and Petrikova, 2010). Otra de las
razones por las que existen diferencias entre los acidos obtenidos a lo largo de cada
una de las cinéticas realizadas puede ser por diferentes factores en las condiciones
de cultivo como la aireacion y la fuente de carbono. Esto se ha visto en H. coffeata
en la produccion y constitucién de los EPS, debido a que se ha demostrado que

diferentes fuentes de carbono pueden afectar la proporcién de monosacaridos y
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grupos funcionales amino, sulfuro y fosfato que constituyen a los EPS (Garcia-
Garcia, 2014; Wu, et. al. 2014), por lo que se podria suponer que lo mismo esta

sucediendo en los diferentes acidos triterpenoides.

Finalmente, otra causa de las diferencias entre cada uno de los acidos por la que
esto puede ser ocasionado es que cada una de las muestras proviene de matraces
diferentes. Para analizar estas opciones, se se calculd el Rf del acido ursolico en
todas las placas de TLC y se obtuvo el valor 0.54 + 0.04 (Tabla 5). Esta desviacion
estandar se utilizé como referencia para determinar que una desviacidén estandar
mayor a 0.04 puede ser ocasionada por diferentes compuestos, mientras que una
desviacion estandar menor a 0.04 puede ser ocasionada por el uso de diferentes
matraces cada dia. En la literatura donde se reportan validaciones de métodos para
TLC se encontrd que no hay diferencias entre compuestos cuando en el Rf cuando
se obtiene una desviacién estandar para el mismo compuesto menor a 0.05
(Dolowy, et. al. 2014, Szepesi and Nyiredy, 1992). En las placas TLC relizadas, se
calculo el Rf de cada una de las marcas observadas. Para cada una de las
fracciones se calculo el promedio del Rf y su desviacion estandar (Tabla 5). Todas
las desviaciones estandar de cada una de las bandas son igual o menores a 0.04,
por lo que se corrobora que las diferencias observadas cualitativamente por el uso

de diferentes matraces cada dia.

Tabla 5. Rf promedio de la referencia utilizada (acido ursélico) y de cada una de las
bandas de las placas TLC, tanto de micelio como de sobrenadate, junto con sus
desviaciones estandar (GC: fracciones de matraces convencionales con glucosa, GB:
fracciones de matraces bafleados con glucosa, LC: fracciones de matraces
convencionales con lactosa, LB: fracciones de matraces bafleados con lactosa).
Banda Ac. Ursélico  GC1 GC2 GC3 GB1 GB2 GB3

Promedio 0.59 0.87 0.582 | 0.232°  0.89°>°¢ 0.542¢ (0.192°P
Desv. Est. 0.04 0.04 0.03 0.04 0.04 0.04 0.03
Banda LC1 LC2 LC3 LC4 LB1 LB2 LB3
Promedio 0.91 b 0.622c¢ 0.512¢ 0.192° | 0.91>¢ 0.562° 0.192°
Desv. Est. 0.03 0.03 0.04 0.02 0.03 0.04 0.02

a: diferencia estadisticamente significativa con respecto a GC1; p<0.05.
b: diferencia estadisticamente significativa con respecto a GC2; p<0.05.
c: diferencia estadisticamente significativa con respecto a GC3; p<0.05.
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Al realizar la comparacion estadistica entre cada uno de los Rfs de cada una de los
fracciones, no se encontré diferencia estadisticamente significativa entre las
fracciones GC1, GB1, LC1 y LB1, entre las fracciones GC2, GB2, LC2, LC3y LB2,
y entre las fracciones GC3, GB3, LC4 y LB3 (Tabla 5). Por esta razon se asumié
que las marcas observadas en las condiciones con glucosa en matraces
convencionales y matraces bafleados, y con lactosa en matraces bafleados son lo
suficientemente similares entre si. Se decidio utilizar unicamente las tres fracciones
provenientes de la cinética con glucosa en matraces convencionales para los
experimentos posteriores. Por otra parte, las marcas de la cinética con lactosa en
matraces convencionales, son diferentes y aunque su fraccion 1 y 4 son
estadisticamente similares a las fracciones 1 y 3 de glucosa se decidié que para los
siguientes ensayos se utilizaran las cuatro fracciones que componen las fracciones

de lactosa.

8.4 Evaluacién de actividad citotoxica

8.4.1 Evaluacion de citotoxicidad de extractos totales

En las placas donde los extractos se dejaron en contacto con las lineas celulares
durante 48 horas se observo que en general la linea Jurkat EG es mas sensible que
la linea K562. En el extracto con glucosa sobre la linea celular Jurkat E6 se observa
que empieza a haber una citotoxicidad estadisticamente significativa (= 10%
citotoxicidad) a partir de la concentracion de 10 pg/mL, mientras que en el extracto
con lactosa sobre las células Jurkat E6 se observa que la citotoxicidad
estadisticamente significativa se da a partir de la concentracién de 25 ug/mL. Este
mismo comportamiento se observa sobre la linea celular K562 (Figura 24). Al dejar
los extractos en contacto los las lineas celulares por 72 horas se observé el mismo

comportamiento con cada uno de los extractos para cada linea celular (Figura 25).

Para poder comparar los extractos con los acidos ganodéricos y lucidénicos
reportados en la literatura se tienen que tener las moléculas puras que componen
el extracto y realizar los ensayos unicamente con ellas. Sin embargo, se pueden

calcular las concentraciones inhibitorias de la media de la poblacion (CCso) para
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cada uno de los extractos (glucosa y lactosa) con cada una de las lineas celulares
para poder compararlos entre si (Tabla 6) (anexo 12.7) (analisis estadisticos anexo
12.8). Se observo que el extracto de glucosa elimina a la mitad de la poblacion
celular con wuna concentracion menor que el extracto de lactosa,
independientemente de la linea celular. El efecto citotoxico es dependiente del
tiempo de exposicidn al extracto, y que la linea celular Jurkat E6 es mas sensible a

los extractos que la linea celular K562.

Extracto total 48 horas

100 -
I GC E6
I LC E6
H GC K
g0 4 [ LCK
*P<0.05

% Citotoxicidad

C- 0 10 25 50 100 250 500 1000 2500 5000 C+
Concentracion extracto (ug/mL)

Figura 24. Porcentajes de citotoxicidad obtenidos a las 48 horas para lineas celulares
Jurkat E6 (E6) y K562 (K) tratadas con extractos obtenidos de muestras en glucosa (GC)
o en lactosa (LC) en matraces convencionales. C- se refiere a las células tratadas
unicamente con PBS, los numeros indican las concentraciones del extracto en ug/mL, y

C+ se refiere a las células tratadas con H2O: al 3%.
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Extracto total 72 horas
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Figura 25. Porcentajes de citotoxicidad obtenidos a las 72 horas para lineas celulares
Jurkat E6 (E6) y K562 (K) tratadas con extractos obtenidos de muestras en glucosa (GC)
o en lactosa (LC) en matraces convencionales. C- se refiere a las células tratadas
unicamente con PBS, los numeros indican las concentraciones del extracto en ug/mL, y

C+ se refiere a las células tratadas con H20: al 3%.

Tabla 6. CCs de los extractos de glucosa (GC) y lactosa (LC) evaluados para las lineas
celulares Jurkat E6 y K562.

t(h) GC (pg/mL) LC (ug/mL)

48  159.9 + 8.1 2752 + 23.0 @

JurkatE6 o, 1367i09  1881+1272°
K562 48  270.9 + 20.1 4878+922

72 203.2+7.8>¢ 3959+ 10.920b¢
a: diferencia estadisticamente significativa con respecto al extracto; p<0.05.
b: diferencia estadisticamente significativa con respecto al tiempo; p<0.05.
c: diferencia estadisticamente significativa con respecto a la linea celular; p<0.05.

62



Se observa que las CCso estan dentro del orden de magnitud de los compuestos
encontrados en las Tablas 1y 2 (p. 19 y 20; acidos ganodéricos y lucidénicos con
actividad antitumoral sobre leucemia reportados en la literatura), aunque el hecho
de que continuen siendo extractos totales podria estar causando tanto un
sinergismo como un antagonismo en la actividad antitumoral (Zhu, et. al. 2000;
Weng, et. al. 2010).

Se ha reportado que se ha expuesto a las células K562 a diferentes concentraciones
de compuestos de hongos como Cladonia furcata y Cordyceps gunnii usando
diferentes tiempos de exposicion (Lin, et. al. 2001; Zhu, et. al. 2012), donde se
observa que las concentraciones utilizadas variaron de 25 a 800 pg/mL. Para el
caso de C. furcata, la concentracidn con mayor citotoxicidad fue de 800 pg/mL
eliminando al 52.7% de las células K562 (Lin, et. al. 2001). Para el caso de C. gunnii,
la concentracion de 400 pg/mL, eliminé hasta un 56.67 % el crecimiento celular (Zhu,
et. al. 2012). Estos resultados son muy contrastantes respecto a los obtenidos a
partir del extracto con glucosa de H. coffeata, donde las CCso mas alta encontrada
que eliminan el crecimiento al 50% es de 270.9 £ 20.1 sobre la linea célular K562
a las 48 horas. Para el extracto con lactosa, la CCso es similar a la reportada en
estos otros hongos (Lin, et. al. 2001; Zhu, et. al. 2012).

8.4.2 Evaluacion de citotoxicidad con fracciones del extracto de glucosa

En las placas donde se colocaron diferentes concentraciones de las fracciones del
extracto de glucosa y se dejaron en contacto con las lineas celulares durante 48
horas se observo que en general la linea Jurkat E6 es mas sensible que la linea
K562, mientras que las fracciones 1 y 3 tienen un efecto citotéxico mayor que la

fraccidon 2, donde la fraccidn 1 causa la mayor citotoxicidad (Figuras 26 y 27).

En la fracciones 1, 2 y 3 evaluadas sobre la linea celular Jurkat E6 se observa que
empieza a haber una citotoxicidad estadisticamente significativa (=10%
citotoxicidad) a partir de la concentracion de 10 pyg/mL. Mientras que en la linea

celular K562 la fraccidén 1 y 3, comienzan a presentar una citotoxicidad significativa
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a partir de 10 pg/mL, mientras que la fraccidon 2 empieza a haber una citotoxicidad
significativa a partir de la concentracion de 25 ug/mL (Figuras 26 y 27). Ademas de
llevaron a cabo evaluaciones a las 72 horas de cultivo, donde seobservé un efecto

similar al encontrado a las 48 horas (Figuras 28 y 29).

Fracciones glucosa 48 horas Jurkat E6
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Figura 26. Porcentajes de citotoxicidad obtenidos a las 48 horas para la linea celular
Jurkat E6 tratada con las fracciones obtenidas del extracto de glucosa. C- se refiere a las
células tratadas Unicamente con PBS, los nimeros indican las concentraciones del

extracto en ug/mL, y C+ se refiere a las células tratadas con H.O; al 3%.
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Fracciones glucosa 48 horas K562
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Figura 27. Porcentajes de citotoxicidad obtenidos a las 48 horas para la linea celular
K562 tratada con las fracciones obtenidas del extracto de glucosa. C- se refiere a las
células tratadas Unicamente con PBS, los numeros indican las concentraciones del

extracto en ug/mL, y C+ se refiere a las células tratadas con H2O: al 3%.
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Fracciones glucosa 72 horas Jurkat E6
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Figura 28. Porcentajes de citotoxicidad obtenidos a las 72 horas para la linea celular
Jurkat E6 tratada con las fracciones obtenidas del extracto de glucosa. C- se refiere a las
células tratadas Unicamente con PBS, los numeros indican las concentraciones del

extracto en ug/mL, y C+ se refiere a las células tratadas con H2O: al 3%.
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Fracciones glucosa 72 horas K562
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Figura 29. Porcentajes de citotoxicidad obtenidos a las 72 horas para la linea celular
K562 tratada con las fracciones obtenidas del extracto de glucosa. C- se refiere a las
células tratadas Unicamente con PBS, los nimeros indican las concentraciones del

extracto en ug/mL, y C+ se refiere a las células tratadas con H.O; al 3%.

Tabla 7. CCs de las fracciones del extracto de glucosa evaluadas (fraccion 1 GCA1,

fraccion 2 GC2, fraccion 3 GC3) para las lineas celulares Jurkat E6 y K562.
t(h) GC1 (pg/mL) GC2 (ug/mL) GC3 (ng/mL)
Jurkat E6 48 55.9+6.5 260.3+159° 740+972b
72 27.9+44°¢° 103.5+252°¢ 40.8+38"¢
K562 48 153.4+7.8¢ 365.3+8.32¢ 98.7 + 4.8 &b d

72 94.1+6.0¢4 1245+502%9 60.1+592bcd
a: diferencia estadisticamente significativa con respecto a la fraccién 1; p<0.05.
b: diferencia estadisticamente significativa con respecto a la fracciéon 2; p<0.05.

c: diferencia estadisticamente significativa con respecto al tiempo; p<0.05.
d: diferencia estadisticamente significativa con respecto a la linea celular; p<0.05.
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Se calcularon las CCso de cada una de las fracciones para cada una de las lineas
celulares (Tabla 7) (anexo 12.7) (analisis estadisticos anexo 12.8). Al comparar
cada una de las fracciones entre si, se observa que la fraccion 1 tiene la
concentracion inhibitoria mas baja, seguida de la fraccién 3 y de la fracciéon 2,
independientemente de la linea celular. También se observa que el efecto citotoxico
es dependiente del tiempo de exposicidn de cada una de las fracciones sobre las
lineas celulares, ya que la concentracion inhibitoria disminuye al aumentar el tiempo.
Nuevamente se observa que la linea celular K562 es mas resistente a estos
compuestos que la linea celular Jurkat E6 (Tabla 7) (Gao, et. al. 2004, Lin, et. al.
2013; Weng, et. al. 2010).

8.4.3 Evaluacion de citotoxicidad con fracciones del extracto de lactosa

En las placas de 96 pozos donde se colocaron diferentes concentraciones de las
fracciones del extracto de lactosa y se dejaron en contacto con las lineas celulares
Jurkat E6 y K562 durante 48 horas se observo que en general la linea Jurkat E6 es

mas sensible que la linea K562 (Figuras 30 y 31).

En la fracciones 1y 2 sobre la linea celular E6 se observa que empieza a haber
una citotoxicidad significativa a partir de la concentracion de 10 pg/mL, mientras que
en las fracciones 3 y 4 se observa que empieza a haber una citotoxicidad
significativa a partir de la concentracion de 25 pg/mL (Figura 30). Sin embargo en
la linea celular K562 se observé que empieza a haber una citotoxicidad significativa
de las 4 fracciones a partir de 25 pg/mL (Figura 31). Ademas en las placas de 96
pozos se cuantifico la citotoxicidad de las fracciones del extracto de lactosa durante
72 horas, y se observo un efecto citotoxico similar sobre cada una de las lineas
celulares a las 48 horas (Figuras 32 y 33). Se calculé la CCso de cada una de las
fracciones para cada una de las lineas celulares (Tabla 8) (anexo 12.7) (analisis

estadisticos anexo 12.8).
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Fracciones lactosa 48 horas Jurkat E6
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Figura 30. Porcentajes de citotoxicidad obtenidos a las 48 horas para la linea celular

Jurkat E6 tratada con las fracciones obtenidas del extracto de lactosa. C- se refiere a las

células tratadas unicamente con PBS, los numeros indican las concentraciones del

extracto en ug/mL, y C+ se refiere a las células tratadas con H.O; al 3%.
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Fracciones lactosa 48 horas K562
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Figura 31. Porcentajes de citotoxicidad obtenidos a las 48 horas para la linea celular
K562 tratada con las fracciones obtenidas del extracto de lactosa. C- se refiere a las
células tratadas unicamente con PBS, los numeros indican las concentraciones del

extracto en ug/mL, y C+ se refiere a las células tratadas con H>O; al 3%.
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Fracciones lactosa 72 horas Jurkat E6
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Figura 32. Porcentajes de citotoxicidad obtenidos a las 72 horas para la linea celular
Jurkat E6 tratada con las fracciones obtenidas del extracto de lactosa. C- se refiere a las
células tratadas Unicamente con PBS, los numeros indican las concentraciones del

extracto en ug/mL, y C+ se refiere a las células tratadas con H2O: al 3%.
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Fracciones lactosa 72 horas K562
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Figura 33. Porcentajes de citotoxicidad obtenidos a las 72 horas para la linea celular
K562 tratada con las fracciones obtenidas del extracto de lactosa. C- se refiere a las
células tratadas unicamente con PBS, los numeros indican las concentraciones del

extracto en pug/mL, y C+ se refiere a las células tratadas con H202 al 3%.

Tabla 8. CCs de las fracciones del extracto de glucosa evaluadas (fraccién 1 LC1,
fraccién 2 LC2, fraccion 3 LC3, fraccion 4 LC4) para las lineas celulares Jurkat E6 y K562.

t (h) LC1 (ng/mL) LC2 (ng/mL) LC3 (ng/mL) LC4 (ng/mL)
48 158.3 £ 8.3 242.3+11.8° 265.5+5.32°b 1936+ 7.622¢
72 102.1 £ 6.6 ¢ 176.1 £ 5.3 & 188.6 + 12.4 2.1 98.3+6.4b¢d

K562 48 2104 £10.7 © 266.1 £ 10.2° 324.0+1292b¢ 311.6+7.32b¢e

72 181.6+11.9%¢ 130.5+742d¢ 187.4 +11.7 b d 158.0 + 8.6 > d¢e
a: diferencia estadisticamente significativa con respecto a la fraccién 1; p<0.05.
b: diferencia estadisticamente significativa con respecto a la fraccion 2; p<0.05.
c: diferencia estadisticamente significativa con respecto a la fraccion 3; p<0.05.
d: diferencia estadisticamente significativa con respecto al tiempo; p<0.05.
e: diferencia estadisticamente significativa con respecto a la linea celular; p<0.05.

Jurkat E6
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Al comparar cada una de las fracciones entre si, se observa que, en la linea celular
E6, la fraccion 1 tiene la concentracién inhibitoria mas baja a las 48 horas, seguida
de la fraccién 4, la fraccién 2 y la fraccion 3. Mientras que en la linea celular K562
la fraccion mas citotdxica es la fraccion 1, seguida de la fraccion 2, la fraccién 3 y la
fraccidon 4. Entre las concentraciones inhibitorias de cada una de las fracciones se
observa que todas ellas son similares entre si, excepto la fraccién 4 en las células
E6 a las 72 horas. Sin embargo, esto puede ser debido a que, como se vio en los
ensayos anteriores, la linea E6 es mas sensible que la linea K562 y el tiempo de

exposicion también disminuye la concentracion inhibitoria.

En general se observa que el efecto citotoxico es dependiente del tiempo de
exposicion de cada una de las fracciones sobre las lineas celulares, Nuevamente
se observa que la linea celular K562 es mas resistente a estos compuestos que la
linea Jurkat E6 (Tabla 8) (Gao, et. al. 2004; Lin, et. al. 2013; Weng, et. al. 2010).

Al comparar las concentraciones inhibitorias de las fracciones de glucosa con las
fracciones de lactosa se observa que las fracciones de lactosa necesitan una
concentracion mayor para causar el efecto citotoxico de las fracciones de glucosa,
lo cual concuerda con los resultados obtenidos a partir de los extractos totales. Las
concentraciones inhibitorias de las fracciones de glucosa 1 y 3 son las mas bajas
de todas las fracciones, y se encuentran un orden de magnitud debajo del resto de
las fracciones, donde la fraccion 1 de glucosa llega a tener una concentracion
inhibitoria de 27.9 + 4.4 pg/mL en las células Jurkat E6 y de 40.8 + 3.8 pg/mL a las
72 horas en las células K562, por lo tanto, estas fracciones se evaluaron en las
concentraciones mas altas utilizadas en los ensayos anteriores, mas la
condenctracion de 10 000 pg/mL, para evaluar su citotoxicidad y sus
concentraciones inhibitorias en MSP de un individuo sin leucemia, y determinar si
las fracciones tienen moléculas que puedan estar dafiado a células sanas o si las
células cancerigenas son mas susceptibles a estas moléculas (Weng, et. al. 2010;
Rios, et. al. 2012).
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8.4.4 Evaluacion de citotoxicidad con fracciones 1 y 3 del extracto de glucosa
con MSP

Al realizar los ensayos con MSP con las fracciones 1 y 3 del extracto de glucosa a
48 horas se observo que en la maxima concentracion utilizada para los ensayos con
lineas celulares de leucemia (5 000 pg/mL) no se observa una diferencia

estadisticamente significativa en la citotoxicidad de las células sanas (Figura 34).
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Figura 34. Porcentajes de citotoxicidad obtenidos a las 48 y 72 horas para los msp
tratados con las fracciones 1 y 3 obtenidas del extracto de glucosa. C- se refiere a las
células tratadas unicamente con PBS, los numeros indican las concentraciones del

extracto en pug/mL, y C+ se refiere a las células tratadas con H20: al 3%.

Sin embargo, al afiadir el doble de la concentracion (10 000 ug/mL) se observa que
en la fraccién 1 a las 48 horas ya hay una diferencia estadisticamente significativa

(8% de citotoxicidad + 3%), mientras que en la fraccion 3 no se observa (Figura 34).
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Para ambas fracciones no es posible realizar el calculo de CCso ya que se no se
alcanzan porcentajes de citotoxicidad arriba del 10% en las concentraciones

utilizadas.

Al comparar las concentraciones utilizadas de las fracciones 1y 3 con las lineas de
leucemia contra las concentraciones utilizadas con los msp, se observa que para
las células cancerigenas se utiliza una concentracién de 1000 mg/mL para llegar a
un porcentaje de citotoxicidad del 80%. Mientras que para las células sanas, se
requiere una concentracion 10 veces mayor para apenas llegar al 10% de
citotoxicidad. Es importante remarcar este resultado, ya que indica que estas
fracciones se pueden utilizar para eliminar células cancerigenas sin hacer dafo a

células sanas.

Si se comparan estos resultados con el limite de concentracion de uso de
medicamentos citotdxicos/citostaticos in vivo aprobado por la Organizacion Mundial
de la Salud (10 mg/mL al dia; OMS, 2017) se observa que las concentraciones
inhibitorias medias para las fracciones 1 y 3 en los ensayos realizados con células
cancerigenas in vitro se encuentran por debajo de esta concentracion. Asi mismo,
no se observa una citotoxicidad significativa en células sanas sino hasta agregar
100x mas concentrado, tomando como referencia la mayor concentracion inhibitoria
de la fraccion 1y 3: 112.8 £ 9.6 pg/mL, y 119.0 + 8.8 ug/mL respectivamente
(células K562 a 48 horas). Hay que tomar en cuenta que el efecto presentado es de
un extracto y no solo de una molécula, como sucede en los medicamentos, por lo
que las concentraciones inhibitorias medias deben ser evaluadas con compuestos
aislados para evaluar las posibilidades de interaccion o de sinergismo entre
moléculas y asi determinar como los compuestos de caracter acido presentes en H.
coffeata pueden ser considerados como alternativas para el tratamiento de

leucemia.
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9. Conclusiones

Se determind que la mejor condicion para la produccion de acidos triterpenoides de
H. coffeata es al utilizar glucosa en el medio de cultivo, y matraces convencionales.
Sin embargo, en la prueba de identificacion por placas TLC se observa que hay al
menos una molécula diferente en el crecimiento con lactosa en matraces

convencionales, por lo que estos dos extractos se continuaron evaluando.

Se lograron identificar y purificar al menos tres familias de acidos triterpenoides en
las placas de TLC realizadas para el extracto con glucosa y al menos cuatro familias

para las placas de TLC realizadas para el extracto con lactosa.

Se concentraron los extractos para poder evaluar la citotoxicidad en dos lineas
celulares de leucemia y se observo que, tanto a 48 como 72 horas, en general, la
linea Jurkat E6 es mas sensible que la linea K562, mientras que el extracto con

glucosa tiene una mayor actividad citotdéxica que el extracto con lactosa.

Se encontré que las fracciones 1 y 3 del extracto con glucosa son las que tienen
una mayor actividad citotoxica en ambas lineas celulares de leucemia, por lo que
habria que realizar los estudios in vivo para que puedan considerarse como una

alternativa a un medicamento oncoldgico para leucemia.

Al realizar los ensayos citotoxicos con MSP se encontr6 que no hay una
citotoxicidad significativa en ninguna de las fracciones 1 y 3 del extracto con
glucosa, sino hasta usar las fracciones concentradas 100 veces mas que la

concentraciones inhibitorias medias observadas en las lineas de leucemia.
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10. Perspectivas

Se debe realizar la purificacion de cada una de las fracciones encontradas por HPLC
utilizando diferentes mezclas de disolventes para formar la fase movil, y tratar de
separar cada una de las moléculas para poder identificarlas posteriormente por
resonancia magnética nuclear (NMR), espectroscopia infrarrojo (IR), vy

espectroscopia de masas (MS).

Especialmente se tienen que identificar las moléculas que componen las fracciones
1y 3 del extracto con glucosa, ya que éstas fueron las que presentan una mayor
CCso y que podrian considerarse como una alternativa para farmacos de uso para

el tratamiento de leucemia, habiendo realizado los ensayos in vivo necesarios.

Una vez encontradas las moléculas responsables de la citotoxicidad en lineas de
leucemia de H. coffeata se deben repetir los ensayos de citotoxicidad con MSP para
observar si hay una interaccion sinérgica o antagoénica que modifique la CCso

calculada.
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12. Anexos

12.1 Curva patron de glucosa

Para realizar la curva patrén de glucosa se preparé una solucion stock de 1g/L de
glucosa y a partir de ella se realizaron soluciones de concentraciones conocidas
(volumen total 2.5 mL) para realizar el procedimiento de cuantificacion de glucosa

por reduccion de DNS, midiendo la absorbancia a 540 nm (Tabla A1).

A partir de las absorbancias obtenidas se realizé la grafica de Absorbancia contra
Concentracion (Figura A1) y se obtuvo una recta, cuya ecuacion se utilizdé para

conocer la concentracion de glucosa en cada punto de las cinéticas realizadas.

Tabla A1. Concentraciones y absorbancias de soluciones de glucosa para
curva patroén.

Glucosa 1 g/L (mL) H.0 (mL) Glucosa (g/L) Absorbancia 540 nm

0.00 0.50 0.00 0.000
0.10 0.40 0.04 0.094
0.20 0.30 0.08 0.182
0.30 0.20 0.12 0.492
0.40 0.10 0.16 0.607
0.50 0.00 0.20 0.843

Curva patron glucosa

0.900
0.200 y=4.331x-0.063 @  Figura A1. Curva patrén de
: R?=0.967 sl i6
0.700 glucosa con ecuacion de
0.600 /4/ regresion lineal y R2.
2 0500 /),
=
0.400
£ P
| 0.300 =
o 0.200 &
0.100 /
0.000 @~ .
-0.1003 0 005 010 015 020
-0.200
Glucosa (g/fL)
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12.2 Curva patrén de lactosa

Para realizar la curva patron de lactosa se prepar6 una solucién stock de 1g/L de

lactosa y a partir de ella se realizaron soluciones de concentraciones conocidas

(volumen total 2.5 mL) para realizar el procedimiento de cuantificacion de lactosa

por reduccion de DNS, midiendo la absorbancia a 540 nm (Tabla A2).

A partir de las absorbancias obtenidas se realizé la grafica de Absorbancia contra

Concentracion (Figura A2) y se obtuvo una recta, cuya ecuacion se utilizé para

conocer la concentracion de lactosa en cada punto de las cinéticas realizadas.

Tabla A2. Concentraciones y absorbancias de soluciones de lactosa para
curva patron.

0.900
0.800
0.700
0.600
0.500
0.400
0.300
0.200
0.100
0.000

Absorbancia

Lactosa 1 g/L (mL) H20 (mL) Lactosa (g/L)
0.00 0.50 0.00
0.10 0.40 0.04
0.20 0.30 0.08
0.30 0.20 0.12
0.40 0.10 0.16
0.50 0.00 0.20

Curva patron lactosa
y=4129x+0.019
R°=0984 @
Pl
.-/'
f’
S
/’J‘
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20
Lactosa (g/fL)

Absorbancia 540 nm
0.000
0.162
0.373
0.584
0.662
0.814

Figura A2. Curva patron de
lactosa con ecuacion de
regresion lineal y R?.
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12.3 Curva patrén de acido ursélico

Para realizar la curva patrén de acido ursélico (Figura A3) se prepard una solucion
stock de 1g/L del mismo en MetOH y a partir de ella se realizaron soluciones de
concentraciones conocidas (volumen total 1.0 mL) para realizar el procedimiento de
cuantificacion de triterpenoides totales, midiendo la absorbancia a 550 nm (Tabla
A3).

A partir de las absorbancias obtenidas se realizé la grafica de Absorbancia contra
Concentracion (Figura A4) y se obtuvo una recta, cuya ecuacion se utilizé para
conocer la concentracién de triterpenoides totales en cada punto de las cinéticas

realizadas.

Tabla A3. Concentraciones y absorbancias de soluciones de acido ursdlico para curva
patron.

Ac Urs 1 g/L (mL) MetOH (mL) Ac Urs (g/L) Absorbancia 550 nm

0.00 1.00 0.00 0.000
0.25 0.75 0.03 0.012
0.50 0.50 0.06 0.022
0.75 0.25 0.09 0.038
1.00 0.00 0.12 0.051

Figura A3. Estructura de
cooH  acido ursolico.

Curva patron ac. ursdlico

O-OHeD

i ¥= 0.426x-0.001 / Figura A4. Curva patron de
Z = ;s s sy e
Forlis ) acido ursolico con ecuacién

/ de regresion lineal y R?.

Absorbancia

[ Ly | T
0403 5 o 0.02 0.07 0.12
Ac. ursalico (g/L)
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12.4 Calculo de parametros cinéticos

In biomasa (g/L)

235

20

1.5

1.0

0.5

0.0

Calculo u
* *
» L] * 1
. . % » y = 0.0257x - 0.3704
. R?=009178
*» - r|2
y = 0.0267x - 0.4094
1 R?=009286
1, =0.0257
| =062 dias'1
uw, = 0.0267 h”
= 0.64 dias™
T 1=063% 0.01 dias”’
0 100 200 300 400 500

tiempo (horas)

Figura A5. Ejemplo de calculo de velocidad especifica de crecimiento (u) para la cinética

con glucosa en matraces convencionales. Regresiones lineales de las fases

exponenciales de crecimiento.

Ecuacion 3. Tiempo de duplicacion (td).

In2
td = —
U

Ecuacion 4. Rendimiento biomasa/sustrato (Yx/s).

Ax
Yx/s = _As

Ecuacioén 5. Velocidad de consumo especifica (Qs).

g azucar inicial

Qs =

t final * g biomasa final

Ecuacion 6. Rendimiento producto/biomasa (Yp/x).

_Ap
P/X ™ Ay
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Ecuacion 7. Productividad especifica (Qp).

Yp/x

"t final fase exponencial

Qp

Ecuacion 8. Productividad volumétrica (Pv).

_ Pf

V= p .
t final fase exponencial

12.5 Calculo de Rf
Se realizo el calculo de Rf con el programa Imaged, realizando las mediciones en

pixeles.

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
Ojojc|ofF 42 Ala|e|0 Qle|4]e]#] | |»

*Straight*, segmented or freehand lines, or arrows (right click to switch) '

+
. De\i

.".. O — O

o
s
=)
.._§ Jete 00e —LC2 szD_f
‘§ '§:§ De
5| Hde®e®* _|C3
(] b

RO1 2344 688M
tiempo cinética (dias)

Figura A6. Ejemplo de calculo de Rf para fracciones de la cinética con lactosa en
matraces convencionales.
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12.6 Ensayo de viabilidad celular

El ensayo se realizé en una placa de 96 pozos con 100 pL de células (50 000 células
por pozo) y 150 pL de medio RPMI. Esta placas se dejo incubando por un dia a
37°C y 5% CO:a2. Al dia siguiente se retiraron de cada uno de los pozos de la placa
200 pL (dejando 30 000 células/pozo) y se adicionaron a cada carril de cada placa
20 uL de resazurina y el volumen de PBS correspondiente al que se utilizaria en
cada una de las diferentes concentraciones de los acidos triterpenoides (sin utilizar
los acidos triterpenoides) hasta obtener 300 uL de volumen total en cada pozo

(Figura A7).

_l_l_l_,_J
— [
EEEEEE o o &
3O 30 30 O 0 0O <= < < =
06 &6 23230009 ©
OO0 ddo0oo0o =22 O
Tt OO OWS QO WO (Y <
OB~ O ~-OAE§~=O OO
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
Células Jurkat
E6
Células K562

Volumen de PBS (uL)
Figura A7. Volumenes de PBS utilizados con respecto a las concentraciones de cada
tratamiento.

La placa se incub6 48 horas a 37°C. Al finalizar el tiempo de incubacion se cuantificd
la absorbancia a dos longitudes de onda diferentes 545 y 600 nm, y se calculo el
porcentaje de citotoxicidad para cada pozo con respecto al control celular (Ecuacion
1). Posteriormente, la placa se incub6 24 horas mas y se volvid a cuantificar la
absorbancia para comparar el efecto a las 48 horas con el efecto a las 72 horas.

Con el programa SigmaPlot 12, se realizé una prueba de ANOVA-Dunnett para
observar si habia diferencias significativas entre cada uno de los diferentes

volumenes de PBS con respecto al control celular (O ug/mL de extracto).
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Finalmente, se observd que no hay una diferencia significativa en la viabilidad
celular en cada una de las lineas celulares utilizadas (Figura A8), por lo que el efecto
citotoxico observado en los ensayos posteriores no se debe al PBS, que es un

efecto minimo, sino a los extractos o las fracciones de los mismos (Analisis
estadisticos anexo 12.8).

Viabilidad PBS
120 =

N G 48
I K 48
B EG 72
110 | . K72

®

o 100 4

=

@

>

R
90 4
80 -

e

TN

C- 0 10 25 50 100 250 500 1000 2500 5000 C+
Concentraciones de extracto (ug/mL)
150 O 10 25 50 256 75 0 25 75 0 133
Volumen PBS (uL)

Figura A8. Porcentajes de viabilidad obtenidos para las células Jurkat E6 y K562 tratadas
con diferentes volumenes de PBS por 48 y 72 horas. Al realizar el andlisis estadistico no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas con P<0.05 en ninguna de las

concentraciones de PBS utilizadas. C- se refiere al volumen de PBS utilizado en ensayos
posteriores, los numeros indican las concentraciones del extracto y el volumen respectivo

de PBS utilizado en ensayos posteriores, y C+ es el volumen de PBS utilizado en ensayos

posteriores, en este ensayo a C+ no se le anadié H>O; al 3%. La desviacién estandar
arriba de 100% indica proliferacién celular.
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12.7 Calculo de CCso

Para obtener la concentracion inhibitoria media se realizaron cuatro graficas (Figura
A9) de porcentaje de citotoxicidad contra el logaritmo de la concentraciéon del
extracto (o fraccion del mismo) por cada n de cada tratamiento. Posteriormente, en
el programa SigmaPlot 12 se llevdé a cabo la regresion lineal (anexo 12.8) para

obtener la ecuacidones con la forma:

Ecuacion 9. Ecuacion lineal para el calculo de CCaso.

% Citotoxicidad = m (In Concentracion) + b

Donde finalmente se realizd el céalculo (n = 4) para determinar la concentracion

promedio necesaria para tener el 50% de citotoxicidad, y la desviacion estandar.

CCgp GC EB 48

100

y=14.8InX -23.9; CCgq = 147.9 ng/mL
y=142InX -22.5 CCgg = 163.3 ug/mL
y=14.7 InX -24.9; CCgp = 162.7 ng/mL
y=15.5InX -29.2; CCgq = 165.7 png/mL

80

60 -

40

% Citotoxicidad

X CC,,=159.9 +8.1 ng/mL

20 4

T
10 100 1000 10000

Concenfracion extracto (ug/mL)

Figura A9. Ejemplo de calculo de CCso (por cada n) para las células Jurkat E6 tratadas
con el extracto de glucosa por 48 horas.
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12.8 Analisis estadisticos
12.8.1 Analisis estadistico para obtener diferencias entre bandas de placas
TLC

One Way Analysis of Variance viernes, julio 20, 2018, 13:16:56
Data source: Datos RF in Citotoxicidad.JNB
Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0.565)

Equal Variance Test: Failed (P <0.050)
Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks viernes, julio 20, 2018, 13:16:56
Data source: Datos RF in Citotoxicidad.JNB

Group N Missing Median 25% 75%
gcl 30 0 0.878 0.838 0.902
gc2 30 0 0.576 0.561 0.595
gc3 30 0 0.228 0.208 0.251
gbl 30 0 0.898 0.872 0.921
gb2 30 0 0.555 0.508 0.582
gb3 30 0 0.194 0.176 0.209
Icl 30 0 0919 0.894 0.937
Ic2 15 0 0.609 0.594 0.648
Ic3 30 0 0.503 0.469 0.542
Ic4 30 0 0.186 0.166 0.205
bl 30 0 0.909 0.879 0.931
b2 30 0 0.554 0.537 0.602
1b3 30 0 0.193 0.174 0.213

H = 344.564 with 12 degrees of freedom. (P =<0.001)
The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be
expected by chance; there is a statistically significant difference (P =<0.001)

To isolate the group or groups that differ from the others use a multiple comparison procedure.

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Dunn's Method) :

Comparison Diff of Ranks Q P<0.05

lcl vs Ic4 284.517 10.166 Yes
Ic1 vs 1b3 278.417 9.948 Yes
lc1 vs gb3 276.317 9.873 Yes
le1 vs gc3 241.350 8.623 Yes
lc1 vs 1c3 179.383 6.409 Yes
Ic1 vs gb2 152.617 5.453 Yes
Ic1 vs b2 138.850 4.961 Yes
Ic1 vs ge2 124.483 4.448 Yes
lcl vs 1c2 93.183 2.718 No
lel vs gel 36.150 1.292 Do Not Test
le1 vs gbl 17.533 0.626 Do Not Test
Ic1 vs Ibl 6.917 0.247 Do Not Test
b1 vs Ic4 277.600 9.919 Yes
b1 vs 1b3 271.500 9.701 Yes
Ib1 vs gb3 269.400 9.626 Yes
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Ib1 vs gc3
Ib1 vs Ic3

Ib1 vs gb2
Ib1 vs 1b2

Ib1 vs gc2
Ib1 vs 1c2

Ib1 vs gcl

Ib1 vs gbl
gbl vsic4
gbl vs 1b3
gbl vs gb3
gbl vs gc3
gbl vs1c3
gbl vs gb2
gbl vs Ib2
gbl vs gc2
gbl vs 1c2
gbl vs gcl
gcl vs Ic4
gcl vs b3
gcl vs gb3
gcl vs gc3
gcl vslc3

gcl vs gb2
gcl vs 1b2
gcl vs gc2
gcl vs Ic2
lc2 vs Ic4

lc2 vs 1b3

Ic2 vs gb3
Ic2 vs gc3

lc2 vs 1c3

lc2 vs gb2
Ic2 vs 1b2

lc2 vs gc2
gc2 vs Ic4
gc2 vs 1b3
gc2 vs gb3
gc2 vs ge3
gc2 vs Ic3

gc2 vs gb2
gc2 vs 1b2
1b2 vs Ic4

1b2 vs 1b3

1b2 vs gb3
1b2 vs gc3
1b2 vs 1c3

1b2 vs gb2
gb2 vsic4
gb2 vs 1b3
gb2 vs gb3

234.433
172.467
145.700
131.933
117.567
86.267
29.233
10.617
266.983
260.883
258.783
223.817
161.850
135.083
121.317
106.950
75.650
18.617
248.367
242.267
240.167
205.200
143.233
116.467
102.700
88.333
57.033
191.333
185.233
183.133
148.167
86.200
59.433
45.667
31.300
160.033
153.933
151.833
116.867
54.900
28.133
14.367
145.667
139.567
137.467
102.500
40.533
13.767
131.900
125.800
123.700

8.376
6.162
5.206
4.714
4.201
2.517
1.044
0.379
9.539
9.321
9.246
7.997
5.783
4.826
4.335
3.821
2.207
0.665
8.874
8.656
8.581
7.332
5.118
4.161
3.669
3.756
4.664
5.582
5.404
5.343
4.322
2.515
1.734
1.332
0.913
5.718
5.500
5.425
4.176
3.962
1.005
0.513
5.205
4.987
4912
3.662
1.448
0.492
4.713
4.495
4.420

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Do Not Test
Do Not Test
Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

No

Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Do Not Test
Do Not Test
Yes

Yes

Yes

Yes

Do Not Test
Do Not Test
Yes

Yes

Yes
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gb2 vs gc3 88.733 3.770 Yes

gb2 vs Ic3 26.767 0.956 Do Not Test
Ic3 vs Ic4 105.133 3.756 Yes
lc3 vs 1b3 99.033 3.538 Yes
1c3 vs gb3 96.933 3.463 Yes
lc3 vs ge3 61.967 2.214 Do Not Test
gc3 vs Ic4 43.167 1.542 No
gc3 vs 1b3 57.067 3.324 Yes
gc3 vs gb3 34.967 1.249 Do Not Test
gb3 vs Ic4 8.200 0.293 Do Not Test
gb3 vs 1b3 2.100 0.0750 Do Not Test
b3 vs Ic4 6.100 0.218 Do Not Test

Note: The multiple comparisons on ranks do not include an adjustment for ties.

12.8.2 Ejemplo de analisis estadistico para calcular citotoxicidad celular

One Way Analysis of Variance martes, marzo 07,2017, 01:08:42 p. m.
Data source: GC E6 48 in Citotoxicidad
Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =10.533)

Equal Variance Test: Passed (P =0.795)

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

C+ 4 0 99.750 2.217 1.109

5000 4 0 97.250 2217 1.109

2500 4 0 91.250 2217 1.109

1000 4 0 85.250 3.862 1.931

500 4 0 66.250 2.754 1.377

250 4 0 55.750 3.096 1.548

100 4 0 46.250 2.754 1.377

50 4 0 23.500 2.887 1.443

25 4 0 17.000 2.944 1.472

10 4 0 15.000 4.397 2.198

0 4 0 5.000 1.826 0.913

C- 4 0 2.750 2.217 1.109

Source of Variation = DF SS MS F P
Between Groups 11 60938.667 5539.879 671.500 <0.001
Residual 36 297.000 8.250

Total 47  61235.667

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be expected
by chance; there is a statistically significant difference (P =<0.001).

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000

Multiple Comparisons versus Control Group (Dunnett's Method) :
Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means q' P P<0.050
C-vs. C+ 97.000 47.759  <0.001 Yes
C- vs. 5000 94.500 46.529 <0.001 Yes
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C-vs. 2500 88.500 43.574 <0.001 Yes

C- vs. 1000 82.500 40.620 <0.001 Yes
C-vs. 500 63.500 31.265 <0.001 Yes
C-vs. 250 53.000 26.095 <0.001 Yes
C-vs. 100 43.500 21.418 <0.001 Yes
C-vs. 50 20.750 10.217  <0.001 Yes
C-vs. 25 14.250 7.016 <0.001 Yes
C-vs. 10 12.250 6.031 <0.001 Yes
C-vs. 0 2.250 1.108  0.887 No

12.8.3 Ejemplo de analisis estadistico para obtener la regresion lineal para el
calculo de CCso

Nonlinear Regression jueves, marzo 14, 2017, 16:08:42
Data Source: Datos ET 48 in Citotoxicidad

Equation: Logarithm, 2 Parameter I

f =if(x>0, y0+a*In(abs(x)), 0)

R Rsqr Adj Rsqr Standard Error of Estimate

0.9737 0.9481 0.9407 7.8159
Coefficient Std. Error t P
y0 -23.9084 7.5847 -3.1522 0.0161
a 14.7923 1.3077 11.3116 <0.0001
Analysis of Variance:
DFSS MS

Regression 2 36716.3844 18358.1922

Residual 7 427.6156 61.0879
Total 9 37144.0000 4127.1111

Corrected for the mean of the observations:

DF SS MS F P
Regressionl 7816.3844 7816.3844 127.9530 <0.0001
Residual 7 427.6156 61.0879
Total 8 8244.0000 1030.5000
Statistical Tests:
Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0.8581)
W Statistic= 0.9660  Significance Level = 0.0500
Constant Variance Test Passed

(P = 0.0583)

12.8.4 Ejemplo de analisis estadistico para comparar las CCso entre diferentes

tratamientos

One Way Analysis of Variance jueves, julio 12, 2017, 18:15:51
Data source: Datos CC50 in Citotoxicidad
Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0.699)
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Equal Variance Test: Passed (P = 0.442)

Group Name N Missing Mean  Std Dev SEM

GC E6 48 4 0 159.900 8.104 4.052

LC E6 48 4 0 275.219 23.003 11.502

GCE672 4 0 136.743 9.935 4.967

LCE6 72 4 0 188.103 12.719 6.360

GCK 48 4 0 270.912 20.139 10.070

LCK 48 4 0 487.750 9.197 4.599

GCK 72 4 0 203.200 7.834 3.917

LCK 72 4 0 395.862 10.909 5.454

Source of Variation = DF SS MS F P
Between Groups 7  416438.207 59491.172 311911 <0.001
Residual 24 4577.557 190.732

Total 31 421015.764

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be expected
by chance; there is a statistically significant difference (P =<0.001).

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000
All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):
Comparisons for factor:
Comparison

LC K 48 vs.
LC K 48 vs.
LC K 48 vs.
LC K 48 vs.
LC K 48 vs.
LC K 48 vs.
LC K 48 vs.
LCK 72 vs.
LCK 72 vs.
LCK 72 vs.
LCK 72 vs.
LCK 72 vs.
LCK 72 vs.

LC E6 48 vs
LC E6 48 vs
LC E6 48 vs
LC E6 48 vs
LC E6 48 vs
GCK 48 vs
GCK 48 vs
GCK 48 vs
GCK 48 vs
GCK 72 vs
GCK 72 vs
GCK 72 vs

GCE672
GC E6 48
LCE6 72
GCK 72
GCK 48
LCE648
LCK 72
GCE672
GC E6 48
LCE6 72
GCK 72
GCK 48
LCE648
.GCE672
.GCE648
.LCE6 72
.GCK 72
.GCK 48
.GCE672
.GCEG648
.LCE672
.GCK 72
.GCE672
.GCE6 48
.LCE672

LCE6 72 vs. GCE6 72
LCE6 72 vs. GC E6 48

GC E6 48 vs. GCE6 72

Diff of Means

351.008
327.850
299.647
284.551
216.838
212.531
91.889
259.119
235.962
207.759
192.662
124.950
120.642
138.477
115.319
87.116
72.020
4.307
134.169
111.012
82.809
67.712
66.457
43.300
15.097
51.360
28.203
23.157

p q

50.832
47.478
43.394
41.208
31.402
30.778
13.307
37.525
34.171
30.087
27.901
18.095
17.471
20.054
16.700
12.616
10.430

0.624
19.430
16.076
11.992

9.806

9.624

6.271

2.186

7.438

4.084

3.354

OO0 OO0 OO0 OO0 OO OO0 OO0 OO0 OO OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO OO0 OO0 OO0 OO0 OO 0

P
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

1.000
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

0.004

0.776
<0.001

0.120

0.299

P<0.050

Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes

No
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes

No
Yes

No

No
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