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RESUMEN 

Las enfermedades neurológicas son un problema creciente a nivel mundial, siendo 
responsables de un gran porcentaje de muertes y años perdidos por discapacidad. 
Las demencias representan gran parte de estos casos y se estima que irán en 
aumento a lo largo de las próximas décadas, siendo la enfermedad de Alzheimer, 
la responsable de la amplia mayoría de los casos. La principal hipótesis, sobre las 
causas de la EA, indica que la acumulación progresiva del péptido β-amiloide 
desencadena una cascada de señales que da origen a esta enfermedad.                  
Sin embargo, existen pruebas experimentales que sugieren que los oligómeros 
solubles del péptido β-amiloide, por sí solos, causan las principales alteraciones 
neuronales asociadas a esta. Además, se ha relacionado a las enfermedades 
neurodegenerativas, con una insuficiente capacidad antioxidante del cerebro y los 
daños producidos por el estrés oxidativo. Los productos naturales han sido 
esenciales para el desarrollo de fármacos durante décadas, destacando los 
organismos pertenecientes al reino fungi por su potencial medicinal. Dentro de los 
diferentes compuestos producidos por los hongos, los polisacáridos han destacado 
por sus innumerables propiedades bioactivas, teniendo numerosos estudios que 
respaldan su potencial frente a las enfermedades neurodegenerativas. Cyttaria, es 
un género de hongos que cuenta con un total de 11 especies descritas a nivel 
mundial, 7 de las cuales están presentes en Chile. Una de estas, es Cyttaria 
espinosae, de la cual existe escasa información relacionada a su potencial 
aplicación frente a las enfermedades neurodegenerativas. Es por ello, que el 
presente estudio tiene por objetivo, evaluar el efecto antioxidante y neuroprotector 
del extracto de polisacáridos obtenido desde esta especie. Para ello, se evaluó la 
capacidad antioxidante de este extracto en los ensayos DPPH y ABTS+ y el 
potencial neuroprotector en células PC-12 sometidas al daño inducido por Aβ. 
Posteriormente, se caracterizó estructuralmente el extracto, mediante FTIR y 
distintas metodologías para la cuantificación de distintos compuestos. Los 
resultados mostraron que el extracto de polisacáridos de C. espinosae posee una 
moderada actividad antioxidante asociada a su contenido de proteínas. Por otra 
parte, este extracto no presentó efectos neuroprotectores, pues no fue capaz de 
inhibir la toxicidad inducida por Aβ. Es por ello, que se requiere continuar con la 
investigación relacionada a los mecanismos y factores que intervienen en la 
bioactividad de estas moléculas. 

Palabras clave: péptido β-amiloide, neuroprotección, Cyttaria espinosae, 

polisacáridos fúngicos 

 

 

 

 



7 
 

ABSTRACT 

Neurological diseases are a growing problem worldwide, being responsible for a 
large percentage of deaths and years lost due to disability. Dementias account for a 
large proportion of these cases and are expected to increase over the coming 
decades, with Alzheimer's disease accounting for the vast majority of cases. The 
main hypothesis about the causes of AD indicates that the progressive accumulation 
of β-amyloid peptide triggers a signaling cascade that gives rise to this disease.                  
However, there is experimental evidence suggesting that soluble oligomers of β-
amyloid peptide alone cause the main neuronal alterations associated with AD. In 
addition, neurodegenerative diseases have been linked to insufficient antioxidant 
capacity of the brain and damage caused by oxidative stress. Natural products have 
been essential for drug development for decades, with organisms belonging to the 
fungi kingdom standing out for their medicinal potential. Among the different 
compounds produced by fungi, polysaccharides have stood out for their innumerable 
bioactive properties, with numerous studies supporting their potential against 
neurodegenerative diseases. Cyttaria is a genus of fungi with a total of 11 species 
described worldwide, 7 of which are present in Chile. One of these is Cyttaria 
espinosae, of which there is scarce information related to its potential application 
against neurodegenerative diseases. Therefore, the present study aims to evaluate 
the antioxidant and neuroprotective effect of the polysaccharide extract obtained 
from this species. For this purpose, the antioxidant capacity of this extract was 
evaluated in DPPH and ABTS+ assays and the neuroprotective potential in PC-12 
cells subjected to Aβ-induced damage. Subsequently, the extract was structurally 
characterized, using FTIR and different methodologies for the quantification of 
different compounds. The results showed that the polysaccharide extract of C. 
espinosae possesses moderate antioxidant activity associated with its protein 
content. On the other hand, this extract did not present neuroprotective effects, as it 
was not able to inhibit Aβ-induced toxicity. Therefore, it is necessary to continue with 
research related to the mechanisms and factors involved in the bioactivity of these 

molecules. 

Keywords: β-amyloid peptide, neuroprotection, Cyttaria espinosae, fungal 

polysaccharides. 
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IDE: Enzima degradadora de insulina 

IoPs: Polisacáridos de Inonotus obliquos 

L-Glu: Glutamato 

LPS: Lipopolisacáridos o endotoxinas 

Man: Manosa 

MPP+: 1-metil-4-fenilpiridinio 

MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina 

MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio 

NEP: Neprilisina 

Nrf2: Vía de señalización del Factor nuclear eritroide 2 relacionado con el factor 2, 

es clave en la regulación del estrés oxidativo 

P-Tau: Proteína Tau 

PC-12: Línea celular derivada de feocromocitoma de rata 

PcCe: Polisacáridos crudos de Cyttaria espinosae 

PI3K/Akt: Vía de señalización de la fosfatidilinositol 3 quinasa, controla el 

crecimiento y la supervivencia celular 

PS: Peso seco 

PsCe: Polisacáridos purificados de Cyttaria espinosae 

ROS: Especies reactivas del oxígeno 

SH-SY5Y: Línea celular derivada de neuroblastoma humano 

TEAC: Capacidad antioxidante equivalente de Trolox 
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INTRODUCCIÓN 

Los trastornos neurológicos y su problemática a nivel mundial. 

Los trastornos neurológicos son una serie de alteraciones a nivel nervioso, de 

carácter bioquímico o estructural que afectan el cerebro, los nervios y la médula 

espinal. Estos trastornos se han vuelto un problema cada vez mayor a nivel mundial, 

pues dan origen a un grupo de enfermedades, conocidas como enfermedades 

neurológicas, que son responsables de un 12% de las muertes a nivel mundial y de 

un gran número de años perdidos por discapacidad, sobre todo debido a las 

demencias (Phan et al. 2015; Schwarzinger et al. 2018; World health organization 

2006) 

La demencia es una afección causada por diversas alteraciones que dañan las 

estructuras cerebrales, provocando un progresivo deterioro de la memoria y otras 

funciones cerebrales. Lo que a largo plazo, genera una dependencia total por parte 

de los pacientes, esto debido a la incapacidad de realizar las actividades cotidianas 

(Sosa et al. 2012). 

A nivel mundial, la demencia ha tenido uno de los mayores incrementos como 

causante de la pérdida de años de vida saludable (más de un 200% entre 1990 y 

2010) y muerte prematura (pasando desde el lugar 49 en 1990 al 17 en el año 2010) 

(Lozano et al. 2012; Murray & Lopez 2013). Este padecimiento implica altos costos 

directos e indirectos debido a sus complicaciones. Durante el año 2010, la 

estimación de gastos asociados a esta enfermedad fue de aproximadamente 

US$604.000 millones, lo que corresponde al 1,0% del producto interno bruto a nivel 

mundial (Wimo et al. 2013). 

De acuerdo con datos reportados por la Alzheimer’s Disease International, 47 

millones de personas sufren de demencia en el mundo, número que alcanzaría los 

131 millones para el año 2050 (Prince et al. 2016). Estos datos concuerdan con lo 

reportado previamente por Hampel et al. 2011, quienes proyectaron un incremento 

de entre el 80-190% en los casos de demencia en países de altos ingresos; y más 
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de un 300% en países de menores ingresos, durante el período comprendido entre 

los años 2001 – 2040. 

En el caso de Chile, las estimaciones indican que aproximadamente el 1% de la 

población presenta algún tipo de demencia. Esta afección, representa la sexta 

causa de muerte a nivel nacional, con un costo aproximado de 17.559 dólares 

anuales por paciente (Hojman et al. 2017). En Chile y el resto del mundo, se ha 

observado que la enfermedad de Alzheimer es una de las principales causantes de 

demencia a nivel mundial, representado entre un 60% y 80% de todos los casos 

(Sosa et al. 2012). 

La enfermedad de Alzheimer  

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo progresivo y 

persistente que afecta amplias zonas de la corteza cerebral y el hipocampo (Masters 

et al. 2015). Esta enfermedad se caracteriza por un continuo deterioro cognitivo, el 

que produce una paulatina pérdida de la memoria y el comportamiento racional, 

provocando la necesidad total de cuidados, años después del diagnóstico clínico 

(Ferri et al. 2005; Price et al. 1993).  

Las características neuropatológicas y neuroquímicas de la EA incluyen pérdida 

sináptica, muerte neuronal selectiva, disminución de neurotransmisores específicos 

y la presencia de estructuras anormales en las neuronas (ovillos neurofibrilares, de 

proteína tau) y en el espacio extracelular (placas cerebrovasculares difusas y 

neuríticas, de péptido β-amiloide) (Masters et al. 2015). Las primeras anomalías son 

detectadas generalmente en el tejido correspondiente al lóbulo frontal y temporal, y 

progresan lentamente hacia otras zonas del neocórtex a una velocidad que varía 

dependiendo del paciente (Montine et al. 2012). 

La hipótesis más reciente que aborda las causas de la enfermedad de Alzheimer, 

indica que la acumulación progresiva del péptido β-amiloide (Aβ) desencadena una 

cascada de señales, que daría origen a las principales anomalías asociadas a esta 

enfermedad. Esta cascada comienza con una acumulación progresiva del Aβ en 

múltiples sitios alrededor de los axones, generando placas cerebrovasculares que 
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causan una pérdida sináptica localizada en primera instancia (Karran & De Strooper 

2016; Wu et al. 2010). A medida que estas placas se van acumulando, ocasionan 

numerosas fosforilaciones a lo largo de los axones, conduciendo a una disociación 

de la proteína tau de los microtúbulos, dando origen a los ovillos neurofibrilares 

(Ittner et al. 2010; Roberson et al. 2007). Estos ovillos en conjunto con las placas 

cerebrovasculares causan daños múltiples en los axones, lo que conduce 

finalmente a la pérdida de estos y, con ello, causan las principales alteraciones a 

nivel neurológico asociadas a esta enfermedad (Edwards 2019).  

Por otro lado, también se ha asociado la progresión de esta enfermedad con 

alteraciones existentes en las células encargadas de la protección del sistema 

nervioso central, es decir, las microglías (Hong et al. 2016; Yuan et al. 2016). Pues, 

se ha sugerido que estas células retrasarían la acumulación de Aβ y la alteración 

de redes sinápticas completas, retardando así, la aparición de las principales 

anomalías asociadas a esta enfermedad (Edwards 2019). 

El péptido β-amiloide  

El β-amiloide es un péptido que se genera a partir de la escisión proteolítica de la 

proteína precursora amiloide (APP) por parte de las secretasas β y γ (Gra et al. 

2002). De esta escisión se generan numerosas isoformas del Aβ, cuya toxicidad y 

perfil de agregación varían dependiendo de su tamaño; siendo las isoformas Aβ1-40 

y Aβ1-42, las que se encuentran mayoritariamente presentes en las placas amiloides 

de los pacientes con EA (Lee et al. 2017). Los monómeros recién formados a partir 

de la escisión de la APP están parcialmente plegados y son propensos a interactuar 

entre sí, lo que conduce a la oligomerización del Aβ, generando pequeños conjuntos 

oligoméricos que, según algunas pruebas experimentales, causarían gran parte de 

las alteraciones neuronales asociadas a la EA (Glabe 2008). Una de ellas es el 

experimento que realizaron Lesne y colaboradores, en el que se inyectaron 

oligómeros de 56 KDa de Aβ en el cerebro de ratas jóvenes, demostrando que estos 

son capaces de afectar negativamente la memoria, sin la necesidad de la presencia 

de las placas cerebrovasculares (Lesné et al. 2006). Además, estos oligómeros, 

también indujeron la muerte celular, disminuyeron la actividad eléctrica de redes 
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neuronales in vitro, afectaron la neurotransmisión y causaron fallas sinápticas 

crónicas en otros experimentos (Aguayo et al. 2009; Fuentealba et al. 2011).  

Actividad antioxidante a nivel cerebral 

Otro punto a considerar, es la importancia de la actividad antioxidante a nivel 

cerebral, puesto que este órgano en concreto es más susceptible que otros tejidos 

a los daños derivados del estrés oxidativo (Lee et al. 2020). El estrés oxidativo, es 

un desequilibrio entre agentes prooxidantes y antioxidantes en el organismo, lo que 

causa una serie de daños a nivel tisular, llegando a inducir diversas patologías 

(Acharya et al. 2010; Rahal et al. 2014).  

En el caso del cerebro, este órgano es particularmente proclive a sufrir daños 

derivados del estrés oxidativo, debido a su intensa producción de metabolitos 

reactivos del oxígeno (ROS), niveles relativamente bajos de moléculas 

antioxidantes, baja capacidad de reparación y células neuronales que no se replican 

(Lee et al. 2020). Es por esto, que se ha relacionado a las patologías neurológicas 

con una insuficiente capacidad antioxidante del cerebro y los daños producidos por 

el estrés oxidativo (Gao et al. 2018; Lee et al. 2020). Directamente relacionado con 

esto, Boll y colaboradores, cuantificaron numerosos agentes oxidativos en conjunto 

con enzimas y cofactores antioxidantes, en muestras de líquido cefalorraquídeo de 

pacientes con distintas enfermedades neurodegenerativas, demostrando que los 

agentes oxidantes aumentaron hasta en 4 veces y hubo una disminución en la 

actividad de las enzimas implicadas en la función antioxidante, como la superóxido 

dismutasa y la ferroxidasa en los pacientes afectados por estas enfermedades (Boll 

et al. 2008).  

El estrés oxidativo, es normalmente contrarrestado por el sistema antioxidante del 

cuerpo, el que incluye muchas enzimas antioxidantes y antioxidantes no 

enzimáticos (Rahal et al. 2014). Sin embargo, cuando este sistema se ve colapsado 

por radicales libres, es necesario recurrir a la utilización de antioxidantes exógenos, 

para prevenir sus efectos (Poljsak et al. 2013). Estos antioxidantes pueden ser 

sintéticos como de origen natural (Poljsak et al. 2013).  
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Importancia de los productos naturales y su potencial en la industria 

farmacéutica  

A lo largo de toda nuestra historia, la importancia de los productos naturales para la 

medicina y salud humana es innegable, puesto que durante cientos de años, fueron 

el único medio para tratar lesiones y enfermedades (Solecki 1975). Existen 

numerosos registros que datan desde épocas anteriores a Cristo, en donde se 

evidencia el uso de productos de origen natural para el tratamiento de afecciones 

de distinta naturaleza (Cragg & Newman 2005). 

Actualmente, los productos naturales siguen proporcionando una diversidad 

estructural única en comparación con la química combinatoria estándar, por lo que 

representan una gran oportunidad para el descubrimiento de nuevos compuestos 

medicinales, sobre todo considerando que más del 95% de toda la biodiversidad a 

nivel mundial aún no ha sido evaluada para ninguna actividad biológica (David et al. 

2014; Días et al. 2012). En adición a lo anterior, los productos naturales tienen una 

probabilidad de ser exitosos muy superior a los compuestos sintéticos, lo que se 

debe a su alta complejidad estructural y potencia biológica. Además, estos 

compuestos pueden ser utilizados para identificar nuevas dianas y vías de 

señalización de distintas enfermedades (Lam 2007). Recientemente, se ha 

recobrado el interés por el uso de compuestos de origen natural, debido a que los 

métodos alternativos han presentado dificultades en el descubrimiento de 

compuestos útiles en áreas terapéuticas clave, como la inmunosupresión, los 

trastornos metabólicos y la neuroprotección (Lahlou 2013). 

Las investigaciones actuales que utilizan productos naturales, se centran 

principalmente en dilucidar las estructuras responsables del efecto terapéutico de 

estos, para posteriormente, utilizar estas estructuras en el desarrollo de fármacos 

(Atanasov et al. 2021; Beutler 2019; Lahlou 2007). Es por esto, que resulta evidente 

que el desarrollo de fármacos y nutraceúticos a partir de productos naturales es un 

campo con bastante proyección. Dado lo anterior, algunos organismos a destacar 

por su gran potencial de cara al desarrollo de fármacos, son los hongos. 
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Hongos como fuente de compuestos bioactivos 

Los hongos son microorganismos eucariontes con una nutrición osmoheterótrofa, 

es decir, obtienen su alimento absorbiendo sustancias orgánicas disueltas a través 

de su superficie celular (Cepero et al. 2012). Dentro de este grupo existe una gran 

variedad de organismos que pueden ser miceliales o unicelulares y que pertenecen 

a lo que hoy se conoce como el reino Mycetae, el que está compuesto por 9 phylum, 

Chytridiomycota, Neocallimastigomycota, Blastocladiomycota, Kickxellomycota, 

Entomophthoromycota, Mucoromycota, Glomeromycota, Ascomycota y 

Basidiomycota (Raghukumar 2017).  

Este grupo es indispensable para el funcionamiento de los ecosistemas, pues 

desempeñan varios papeles relevantes, como saprófitos, descomponiendo la 

materia orgánica y participando en el reciclaje de esta; como mutualistas, viviendo 

en asociación con plantas y bacterias (micorrizas y líquenes); y siendo parásitos de 

otros organismos (Arnolds 1992; Dighton 2003). Sin embargo, a pesar de su gran 

importancia, se sabe relativamente poco acerca de su diversidad y ecología. 

Actualmente, se han descrito aproximadamente 120000 especies de las 3800000 

que podrían existir (Hawksworth & Lücking 2017). 

Los macrohongos, son un grupo parafilético que incluye representantes del phylum 

Basidiomycota y Ascomycota. La principal característica que tienen en común estos 

organismos, es que fructifican generando grandes esporocarpos morfológicamente 

muy diversos, que pueden apreciarse a simple vista (Lu et al. 2020; Niego et al. 

2021). 

Existen aproximadamente 14000 especies de macrohongos identificadas a nivel 

mundial, de las cuales, 2000 han sido caracterizadas como comestibles y/o 

medicinales (Lu et al. 2020). De entre estas especies, al menos 270 han sido 

investigadas como fuente de importantes metabolitos secundarios y por sus 

posibles aplicaciones medicinales (Niego et al. 2021). 

En cuanto a la composición química de estos hongos, aproximadamente el 90% del 

peso fresco de los cuerpos fructíferos está representado por agua. En cambio, si 
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consideráramos únicamente la materia seca, los componentes mayoritarios son los 

carbohidratos (50-65%), seguidos por las proteínas (19-35%) y finalmente por un 

bajo porcentaje de  lípidos (2-6%)(Wang et al. 2014). Además, de los componentes 

antes mencionados, estos organismos también producen una gran variedad de 

compuestos con efectos farmacológicos, entre los que se encuentran polisacáridos, 

ácidos grasos insaturados, proteínas biológicamente activas, compuestos fenólicos, 

vitaminas, terpenoides, ergosteroles y compuestos orgánicos volátiles (Elsayed et 

al. 2014; Lu et al. 2020). 

En esta línea, existen numerosas investigaciones que han demostrado el potencial 

farmacológico que tienen los compuestos fúngicos, llegando a ser considerados por 

algunos científicos como la panacea para una gran variedad de enfermedades como 

cánceres, desórdenes inmunológicos y enfermedades neurodegenerativas (Wasser 

& Weis 1999).  

Compuestos fúngicos en neuroprotección 

El potencial medicinal de estos organismos para hacer frente a enfermedades 

neurodegenerativas está bastante documentado (Bills & Gloer 2016; Ma et al. 2018; 

Phan et al. 2015; Yadav et al. 2020) 

Se ha informado que los extractos en butanol de Cordyceps cicadae, un hongo 

medicinal usado tradicionalmente desde el siglo V a.c. (Li et al. 2019), tienen una 

fuerte actividad neuroprotectora frente al daño inducido por glutamato en células 

PC-12, mostrando un 35,1% de aumento en la viabilidad celular, un 36,6% de 

inhibición de la enzima lactasa deshidrogenasa y una reducción de un 15,8% de la 

apoptosis celular, a una concentración de 200 µg/ml (Wang et al. 2018). En adición 

a esto, Cordyceps militaris, otro hongo del mismo género, contiene un compuesto 

químico descrito como cordicepina capaz de mejorar las deficiencias locomotoras 

de ratones con Parkinson y proteger a las neuronas dopaminérgicas del daño 

inflamatorio inducido por LPS (Sun et al. 2020).  

Por otra parte, se ha reportado que el micelio de Hericium erinaceus, un hongo 

comestible muy conocido en la medicina tradicional china (Khan et al. 2013), 
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presentó una fuerte actividad antioxidante, alcanzando un 90% de inhibición a una 

concentración de 1000 µg/ml en el ensayo DPPH, esta actividad fue muy similar a 

la del ácido ascórbico, él que presentó un 100% de inhibición a la misma 

concentración. En adición a lo anterior, en esta investigación se demostró que el 

micelio de este hongo es capaz de reducir los daños inducidos por MPP+ en células 

PC-12, incrementando la viabilidad celular hasta en un 40%. Además de esto, 

también se evidenció la capacidad de este hongo para recuperar los niveles de 

dopamina en ratones tratados con MPTP, logrando incrementar los valores de 

dopamina desde 130 ng/g hasta los 240 ng/g en el tratamiento con 1g/kg de peso 

corporal (Yang et al., 2020). Por otro lado, también se ha informado que los 

extractos acuosos de este hongo, fueron capaces de revertir la reducción de la 

viabilidad celular (en aproximadamente un 30%), atenuaron en gran medida los 

daños en la membrana mitocondrial, redujeron la sobrecarga de Ca+2 (en un 100%) 

y disminuyeron un 90 % los niveles de ROS, inducidos por glutamato en células PC-

12. Además, este extracto también mejoró los movimientos, tiempo de resistencia y 

de escape de ratones con Alzheimer (Zhang et al. 2016). 

El compuesto fenólico inoscavin A aislado de Inonotus obliquos, presentó una fuerte 

actividad neuroprotectora frente al daño inducido por H2O2 en células SH-SY5Y, 

logrando aumentar la viabilidad celular a valores de 67,76 ± 1,22; 76,39 ± 1,79; 

79,56 ± 0,92; 88,49 ± 1,46 y 94,60 ± 2,80% utilizando concentraciones de 5, 10, 20, 

40 y 80 µM respectivamente (Wei et al. 2022). Otros compuestos aislados del mismo 

hongo, conocidos como inonotsutriol A e inotolactone E, también fueron capaces de 

aumentar la viabilidad celular en células SH-SY5Y tratadas con H2O2, este aumento 

fue de un 20% para el inonotsutriol A y de un 16,6% para la inotolactone E, ambos 

a una concentración de 25µM (Zou et al. 2020a, 2020b). 

El meroterpenoide bis-2-hidroxi-1-methoxi neogrifolin aislado desde un extracto en 

cloroformo de Albatrellus yasudae, presentó una fuerte actividad antiagregación del 

Aβ, alcanzando el IC50 a una concentración de 12,3 µM (Akiba et al. 2020). Otros 

compuestos con propiedades antineurodegenerativas son el antroquinonol aislado 

de Antrodia cinnamomea, y la fomannoxina (Fx) proveniente de Aleurodiscus 
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vitellinus. El consumo de antroquinonol durante dos meses, mejoró notablemente el 

aprendizaje y memoria de ratones mutantes APP en la prueba del laberinto de 

Morris, además de reducir los niveles de deposición de Aβ y astrogliosis en el 

cerebro de estos individuos (Chang et al. 2015). En tanto, la Fx mostró un potente 

efecto neuroprotector, pues fue capaz de incrementar la viabilidad celular y la 

frecuencia de los transitorios de Ca+2 citosólico hasta alcanzar valores similares al 

control, en células PC-12 que fueron sometidas al daño inducido por Aβ, utilizando 

una concentración de Fx de 10-5 M (González-Ramírez et al. 2018). 

Aparte de estas investigaciones, existe un número considerable de otros estudios 

de características similares, lo que deja de manifiesto que estos organismos 

constituyen una vasta fuente de nuevos y potentes productos farmacéuticos, aún 

por explotar (Wasser 2011).  

Polisacáridos fúngicos y su uso en neuroprotección 

Los polisacáridos son una de las biomoléculas naturales más abundantes e 

importantes de la biosfera, estando presente en todos los organismos vivos, en los 

que desempeñan una función estructural principalmente (Glazer & Nikaido 2007; 

Pontón 2008). Se cree que estos compuestos son capaces de interaccionar con 

distintas enzimas y receptores de la superficie celular, interviniendo así en 

numerosos procesos biológicos, como la interacción celular, el desarrollo 

embrionario y la modulación del sistema inmune (Liu et al. 2015; Smelcerovic et al. 

2008).  

Los polisacáridos están formados por unidades de monosacáridos unidas mediante 

enlaces glucosídicos, diferenciándose entre sí por la unidad y grado de ramificación, 

el tipo de conexión entre los monosacáridos y la longitud de sus cadenas (Chaplin 

& Kennedy 1994). Pueden dividirse en dos clases de acuerdo al tipo de 

monosacáridos que presentan en su estructura: Los homopolisacáridos que 

contienen un solo tipo de monosacárido y los heteropolisacáridos que contienen dos 

o más monosacáridos distintos (Mérillon & Ramawat 2015). 
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Los polisacáridos de origen natural varían notablemente en cuanto a su estructura 

química, peso molecular y naturaleza iónica. Esto depende en gran medida del 

organismo en el que se producen, y de los factores bióticos y abióticos del ambiente 

que afectan a este, como, por ejemplo, la temperatura, el pH, la exposición a luz 

solar, la composición química del sustrato, entre otros (Petry et al. 2000; Wang et 

al. 2016; Yang & Kong 2013). Esta variabilidad otorga a los polisacáridos diferentes 

propiedades fisicoquímicas, lo que contribuye con su amplia gama de propiedades 

biológicas. Desde el punto de vista farmacológico, estos compuestos poseen 

muchas características destacables, como baja toxicidad, biocompatibilidad, 

bioadhesión, estabilidad, bajo coste, naturaleza hidrofílica y disponibilidad de sitios 

para modificación química (Mizrahy & Peer 2012). 

Los polisacáridos fúngicos pueden ser aislados desde tres fuentes principalmente, 

cuerpo fructífero, micelio o medio de cultivo (Mérillon & Ramawat 2015). Están 

compuestos principalmente por glucanos, que son polímeros formados por 

unidades de D-glucosa unidas mediante enlaces α o β. A su vez, estos glucanos 

pueden unirse a otros azúcares dando origen a los heteroglicanos, los que pueden 

clasificarse en galactanos, fucanos, xilanos y mananos dependiendo del azúcar 

añadido a su cadena principal (Pandya et al. 2019). 

En algunas especies de hongos, los polisacáridos pueden unirse a residuos de 

proteínas o péptidos formando lo que se conoce como complejo polisacárido-

proteína, el que se ha demostrado exhibe una mayor bioactividad (Pandya et al. 

2019).  

Otro atributo relevante de los polisacáridos es el grado de sulfatación presente en 

su estructura, pues numerosos estudios científicos han demostrado que los 

polisacáridos que presentan un mayor número de grupos sulfatos en sus cadenas, 

poseen mayores actividades biológicas, las que se deben al papel regulatorio que 

desempeñan estos compuestos en el organismo, el que se desarrolla mediante la 

unión a múltiples receptores de la superficie celular y la estimulación de diferentes 

vías de señalización (Huang et al. 2019). 
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Finalmente, es indispensable conocer la estructura de los polisacáridos 

investigados, pues además de los factores antes mencionados, la estructura 

química y su conformación tridimensional están estrechamente relacionadas con su 

bioactividad (Ribeiro et al. 2015).  

Existen numerosas evidencias acerca del potencial que tienen los polisacáridos 

fúngicos para hacer frente a las enfermedades neurodegenerativas (Sun et al. 2017; 

Xiong et al. 2016; Zhang et al. 2015; Zhang et al. 2022). El mecanismo de acción de 

estos compuestos, está relacionado con la activación y promoción indirecta del 

sistema inmune y algunas vías de señalización como Nrf2, PI3K/Akt y Bax/Bcl-2 

(Kozarski et al. 2014). Los polisacáridos fúngicos a nivel cerebral reducen los niveles 

de estrés oxidativo a nivel cerebral, estimulan el crecimiento de neuritas en las 

células neuronales, aumentan la supervivencia de las neuronas, antagonizan los 

iones de calcio; eliminan radicales libres y estabilizan las membranas celulares (Gao 

et al. 2018; Ma et al. 2021). 

Hericium erinaceus, es un hongo comestible de carne blanca algo coriácea muy 

apreciado gastronómicamente en China y Japón, conocido como melena de león 

(Khan et al. 2013). Su extracto de polisacáridos (HePs), mostró una fuerte actividad 

antioxidante en el ensayo DPPH, alcanzando valores de captación de radicales 

libres de 97 ± 1.2% a una concentración de 2 mg/ml. Directamente relacionado con 

esto, este extracto también fue capaz de disminuir los niveles de ROS intracelulares 

desde un 80%, en las células PC-12 tratadas con 1.2µM de Aβ, hasta un 58% en 

las que fueron coincubadas con HePs. En adición a lo anterior, HePs aumentó 

notablemente la viabilidad celular (desde un 5% a un 69%) y redujo los niveles de 

apoptosis en células sometidas al mismo agente neurotóxico (Cheng et al. 2016). 

En otra investigación, se demostró que los polisacáridos de Inonotus obliquos (IoPs) 

poseen actividad neuroprotectora frente al daño inducido por glutamato (L-Glu) en 

células HT22, pues la coincubación con IoPs mejoró la viabilidad celular (+19.6%), 

redujo la tasa de apoptosis (-15.6%), restauró el potencial de la membrana 

mitocondrial, suprimió la acumulación excesiva de ROS (-19.4%) y disminuyó la 

actividad de la caspasa 3 (-25.2%) (Han et al., 2019). Además, el tratamiento con 
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IoPs mejoró notablemente los tiempos de ejecución en distintas pruebas de ratones 

con Alzheimer y redujo el grado de deposición de Aβ1-42 y P-Tau (Han et al. 2019). 

Por otra parte, un estudio mostró que el extracto de polisacáridos de una cepa iraní 

de la especie Agaricus subrufescens, posee actividad anti colinesterasa, 

alcanzando el IC50 a una concentración de 154.6 µg/ml. Agregado a lo anterior, en 

este estudio también se observó actividad antiagregatoria del Aβ, pues el extracto 

disminuyó la agregación de este agente en un 14% a una concentración de 50 

µg/ml, resultados similares a los mostrados por el donepezilo (control positivo) a una 

concentración de 10 µg/ml; actividad antioxidante (IC50= 330.0 ± 0.2 μg/ml); y 

aumento de la viabilidad celular (+6.5%) en las células sometidas al daño inducido 

por este mismo agente neurodegenerativo (Asker et al. 2014). 

Otros estudios, han evidenciado que los polisacáridos de Ganoderma lucidum 

(GlPs) son capaces de proteger frente a la apoptosis inducida por el daño oxidativo 

inducido por H2O2. Este agente neurotóxico provocó un incremento de más de un 

400% (80% de células apoptóticas) en el ratio apoptótico, luego de 12 horas de 

incubación. Este incremento fue contrarrestado por el tratamiento con GlPs de 

manera dosis dependiente, siendo el tratamiento con un 5% de este extracto, el que 

presentó la mayor inhibición, llevando los niveles apoptóticos hasta rangos similares 

al control (20% de células apoptóticas) (Sun et al. 2017).  

Como estas, existen numerosas investigaciones acerca del uso que tienen los 

polisacáridos fúngicos en la neuroprotección, lo que evidencia el interés, la 

necesidad y el potencial de seguir investigando con respecto a esta materia. 

El género Cyttaria Berk 

El género Cyttaria, pertenece a la División Ascomycota, clase Leotiomycetes, orden 

Cyttariales y familia Cyttariaceae. Este género cuenta con un total de 11 especies 

descritas a nivel mundial, siete de las cuales son procedentes de Sudamérica y 

cuatro de Oceanía (Schmeda-Hirschmann et al. 1996). En Chile, los integrantes de 

este género son conocidos comúnmente como digüeñes y se distribuyen desde la 

zona centro-sur hasta la Patagonia, siendo parásitos exclusivos del género 
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Nothofagus. Existen 7 especies descritas en el país, C. exigua Gamundí, C. hookeri 

Berk, C. johowii Espinosa, C. darwinii Berk, C. harioti E. Fish, C. espinosae Lloyd y 

C. berteroi Berk, las que se caracterizan por sus estromas globosos y por ser todas 

comestibles (Salazar 2020). 

Cyttaria espinosae, conocido comúnmente como digüeñe, presenta estromas 

carnosos, globosos y de coloración anaranjado-ocráceo una vez maduros, que 

pueden alcanzar un diámetro de 1 a 5 centímetros (Figura 2a y 2b). Al igual que C. 

berteroi se distribuye entre Valparaíso y la región de Los Lagos, estando asociado 

a N. glauca, N. obliqua, N. dombeyi, N. macrocarpa y N. alpina (Peterson & Pfister 

2010; Salazar 2020). 

 

Figura 1. a) Cyttaria espinosae sobre rama de N.obliqua. b) Estromas de 

C.espinosae (Salazar 2019). 

La mayor parte de las investigaciones relacionadas con el género Cyttaria, están 

referidas a su taxonomía, evolución y ecología. Mientras los pocos estudios 

existentes con respecto a sus características químicas, se enfocan principalmente 

en sus parámetros nutricionales, actividad citotóxica y capacidad antioxidante 

(Salazar 2019), sin considerar las potenciales aplicaciones de las especies de este 

género frente a las enfermedades neurodegenerativas. Por este motivo, es 

fundamental comprobar el potencial neuroprotector de estos compuestos frente a 

las enfermedades neurodegenerativas y caracterizarlos químicamente, esto con la 

finalidad de relacionar sus características químicas con la bioactividad que 

presentan. Además, considerando la importancia que tiene este género de hongos 
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en nuestro país y el amplio abanico de evidencias existente con respecto al 

potencial farmacológico de los polisacáridos fúngicos en el tratamiento de 

enfermedades neurodegenerativas, es que surgen las siguientes preguntas de 

investigación:  

1° ¿Los polisacáridos de Cyttaria espinosae, ejercerán actividad neuroprotectora, 

atenuando la toxicidad inducida por los oligómeros solubles del péptido β-amiloide? 

2° ¿Los polisacáridos de Cyttaria espinosae presentarán actividad antioxidante? 
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HIPÓTESIS 1 

Los polisacáridos extraídos desde estromas de la especie C. espinosae presentan 

actividad neuroprotectora, atenuando significativamente la toxicidad producida por 

los oligómeros solubles del péptido β-amiloide de manera dosis dependiente.  

HIPÓTESIS 2 

Los polisacáridos extraídos desde estromas de la especie C. espinosae presentan 

actividad antioxidante la que está relacionada a sus características químicas. 

OBJETIVO GENERAL 

- Evaluar el efecto antioxidante y neuroprotector del extracto de polisacáridos 

obtenido desde estromas de Cyttaria espinosae. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Caracterizar químicamente el extracto de polisacáridos purificado obtenido 

de C. espinosae. 

- Determinar la actividad antioxidante del extracto de polisacáridos de C. 

espinosae. 

- Determinar el potencial neuroprotector del extracto de polisacáridos obtenido 

de C. espinosae en la línea celular neuronal PC-12. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Figura 2. Diagrama de flujo que muestra el proceso seguido en la metodología.  

Recolección de muestras 

Los estromas de C. espinosae fueron recolectados durante la temporada primavera-

verano de los años 2017-2018, en la zona de Nahuelbuta (VIII región), 

específicamente en la localidad de Palos Quemados. Después de ser recolectados, 

los estromas fueron traslados a las instalaciones del Laboratorio de Química de 

Productos Naturales de la Universidad de Concepción.  

Los caracteres macroscópicos de los estromas fueron observados y documentados 

en campo, mediante la toma de fotografías con una cámara réflex canon modelo T6 

en el lugar de recolección, y en el laboratorio, haciendo uso de una lupa 

estereoscópica. Para realizar la determinación taxonómica de los especímenes 

recolectados, se observaron los caracteres microscópicos de estas especies, 
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haciendo uso de un microscopio óptico trinocular AmScope modelo T670B, sobre 

secciones de material fresco y/o rehidratado montado en una mezcla de agua, KOH 

al 5%, floxina y reactivo de Melzer (Gamundi 1971). 

Luego de la identificación de la especie, los estromas de Cyttaria espinosae., se 

rotularon y congelaron a -20°C. Posterior a esto, fueron liofilizados durante 48 h en 

un liofilizador automático modelo CHRIST Alpha 2-4 LO plus y almacenados a -20°C 

para su posterior utilización. 

Extracción y purificación de polisacáridos  

Las muestras liofilizadas de C. espinosae. fueron trituradas en una picadora 

Moulinex DP800 y se determinó la masa inicial.  

Posteriormente, la extracción de polisacáridos se realizó de acuerdo al método 

descrito por Figueroa et al. 2020, con algunas modificaciones. Previo a la extracción, 

los pigmentos, compuestos fenólicos y lípidos de las muestras fueron eliminadas en 

una solución de EtOH al 70% durante 48 hrs con agitación constante. Luego las 

muestras fueron centrifugadas a 4500 rpm durante 5 min y se recuperó el residuo 

sólido resultante, el que fue secado para su posterior utilización. 

El material seco fue resuspendido en 500 ml de agua destilada y calentado a 70°C 

durante 1 hora. Posteriormente, esta solución fue centrifugada a 4500 rpm durante 

5 min, recuperándose el sobrenadante. El procedimiento anterior fue repetido en 2 

ocasiones. Luego, el sobrenadante obtenido fue concentrado en un rotavapor (IKA 

HB10 digital, Staufen, Germany) a 90 rpm, presión reducida y 65°C hasta reducir su 

volumen a 400 ml. 

Después, para precipitar los polisacáridos, se agregó EtOH absoluto en una 

proporción 1:1 a los 400 ml de sobrenadante, y se mantuvo a 4°C durante 24 hrs. 

Luego, la muestra fue centrifugada a 4500 rpm durante 15 min, recolectándose los 

polisacáridos crudos (PCCE), los que fueron liofilizados (en un liofilizador 

automático modelo CHRIST Alpha 2-4 LO plus) y almacenados a -20°C para su 

posterior uso. 
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Para purificar los polisacáridos, los PCCE fueron disueltos en una solución 4,0 M de 

NaCl y calentados durante 1 hora, luego se centrifugó a 4500 rpm durante 15 

minutos. Seguidamente, al sobrenadante obtenido se agregó etanol frío en una 

proporción 1:1 y se dejó precipitar durante 24 hrs. Luego, fue centrifugado a 4500 

rpm durante 15min. El precipitado obtenido fue introducido en una membrana de 

diálisis MEMBRA-CEL MD44, la que fue sumergida en una solución 2,0 M de NaCl, 

y se dejó en agitación constante durante 48 hrs, realizando dos cambios de agua 

destilada por día. Pasadas las 48 hrs, el contenido de la membrana fue precipitado 

con etanol absoluto en una proporción 1:1 y fue dejado a 4°C, durante 24hrs. 

Finalmente, fue centrifugado a 4500 rpm por 15 min y el precipitado fue colectado y 

liofilizado, obteniendo así el extracto de polisacáridos purificados por diálisis (PsCe). 

Caracterización química del extracto 

FTIR 

Se utilizó el equipo de espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier marca 

Shimadzu modelo IRAffinity-1S con accesorio ATR modelo QATR 10. La 

espectroscopia de absorción infrarroja de los polisacáridos se midió en la región 

4000-400 cm-1 con una resolución de 4cm-1 y 60 scan. Se graficó el espectro con el 

software OriginPro 2023 y se utilizó el algoritmo Savitzky-Golay con 30 puntos de 

suavizado. 

Determinación del contenido de azúcares totales 

Se utilizó el método de Morris 1948, con modificaciones, en primer lugar, se preparó 

una solución de antrona a una concentración de 2 mg/ml en H2SO4. Posteriormente, 

se preparó una solución de PsCe 10 mg/ml en H2O, la que fue diluida 100 veces. 

Para la curva de calibrado, se utilizó glucosa como estándar y se realizaron 

diluciones partiendo desde los 200 μg/ml hasta llegar a 10 μg/ml en H2O. Luego se 

tomaron 200 μl de cada muestra, se les agregó 1 ml de la solución de antrona y se 

hidrolizaron a 100°C durante 15 min. Finalmente, se depositaron 200 μl de cada 

muestra en una microplaca SPL 96 Well Plate Type 35096 y se midió la absorbancia 
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a 620 nm en el lector de microplaca BioTek Epoch™. Todas las determinaciones 

fueron realizadas por triplicado. 

Determinación del contenido de sulfatos  

Se preparó una solución de polisacárido (2 mg / ml en 0.5 N HCl) en un vial cerrado 

y se hidrolizó 1ml de esta solución a 100 °C durante 1 h. Después de evaporar el 

disolvente en el vial, se agregó 0.5 ml de agua, 2 ml de etanol al 95%, 1 ml de 

solución de BaCl2 (0,1 mM) y 1,5 ml de solución de rodizonato sódico (50 μg/ml de 

rodizonato más 1 mg / ml de ácido L-ascórbico). Posteriormente, se mezcló y se 

almacenó en oscuridad y temperatura ambiente durante 20 min. Finalmente, se 

depositaron 200 μl de esta mezcla en una microplaca (SPL 96 Well Plate Type 

35096) y se midió la absorbancia a 520 nm en el lector de microplaca BioTek 

Epoch™. La concentración de sulfato se determinó utilizando una curva estándar 

derivada de concentraciones conocidas de sulfato de potasio respecto a la 

metodología de Terho et al. 1971, con pequeñas modificaciones. 

Determinación del contenido de fenoles totales 

Se utilizó el método colorimétrico de Folin & Ciocalteu 1927. En primer lugar, se 

preparó una solución de polisacárido 10 mg/ml en H2O. Posteriormente, se preparó 

carbonato de calcio a una concentración de 200 mg/ml. Para la curva de calibración, 

se utilizó ácido gálico en un rango de concentración de 200 μg/ml a 10 μg/ml en 

H2O. Una vez preparados los reactivos se mezclaron 400 μl de agua destilada, 20 

μl de muestra y 40 μl de reactivo de Folin-Ciocalteu con la ayuda de un vortex V1 

plus (Boeco, Hamburg, Alemania) y se dejó reposar por 5 minutos. Luego, se 

añadieron 200 μl de carbonato de calcio y se dejó reaccionar por 1 hora en 

oscuridad. Finalmente, se cargaron 200 μl de cada muestra en microplaca SPL 96 

Well Plate Type 35096 y se midió la absorbancia a 765 nm en el lector de microplaca 

BioTek Epoch™.    

Determinación del contenido de proteínas 

La cuantificación del contenido de proteínas del extracto se realizó utilizando un 

lector de microplacas Infinite 200 PRO NanoQuant (Tecan Group Ltd., Männedorf, 
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Suiza). Para ello se preparó una solución de polisacáridos 10 mg/ml en DMSO, de 

la que se tomó 1 μl y se depositó en un pocillo de la placa NanoQuant (Tecan Group 

Ltd., Männedorf, Suiza). Como blanco se utilizó DMSO. Finalmente, el contenido de 

proteínas se obtuvo utilizando la ecuación de la recta y el valor de absorbancia 

obtenido.  

Actividad antioxidante 

Extractos para ensayos antioxidantes 

Las soluciones utilizadas en los ensayos antioxidantes, se prepararon 24 hrs antes 

de la realización de cada ensayo. Para la solución stock de polisacáridos, se 

tomaron 10 mg de PsCe y se disolvieron en 1 ml de DMSO. Posteriormente, con la 

finalidad de facilitar la solubilización de los polisacáridos, la solución se sónico 

durante 40 min a 40°C en un equipo ultrasónico Machtig PS-30A. Posteriormente, 

a partir de la solución stock se realizaron diluciones seriadas para obtener las 

concentraciones que fueron puestas a prueba en los ensayos (5000, 2500, 1250, 

625 y 312,5 μg/ml). 

Como control se utilizó ácido ascórbico, para preparar el stock se tomaron 10 mg 

de ácido ascórbico, los que fueron disueltos en 1ml de DMSO. Posteriormente, a 

partir de este stock se realizaron diluciones seriadas de la misma forma que para 

los polisacáridos. 

Para la realización de las curvas de TEAC, se elaboró un stock de Trolox 1mg/ml 

en etanol, a partir del cual se prepararon las concentraciones utilizadas para la curva 

de ABTS (100, 80, 60, 40, 20 μg/ml) y DPPH (10, 8, 6, 4, 2 μg/ml).  

Ensayo ABTS+ 

El ensayo ABTS+ se realizó mediante el procedimiento descrito por Re et al. 1999, 

con algunas modificaciones de Crisóstomo-Ayala et al. 2021. En primer lugar, se 

prepararon 50 ml de ABTS 7mM (2,2-azino-bis-3-etilbenzoazolina-6-sulfonato) y 

persulfato potásico 2.45mM (K2S2O8). Posteriormente ambos stocks fueron 

mezclados en partes iguales y la solución resultante fue mantenida en oscuridad 

por 16 h a temperatura ambiente, obteniéndose así el radical catión ABTS+. La 
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solución concentrada de ABTS+ fue diluida en una proporción de 1:14 (ABTS+/ agua 

destilada) con la finalidad de obtener un valor de absorbancia de 0.70 + 0.01 

unidades a 734nm en el lector de microplaca BioTek Epoch™. 

Finalmente, se vertieron 20 µl de muestra y 180 µl de radical ABTS+ en una 

microplaca SPL 96 Well Plate Type 35096, se dejó incubar por 30 min y se midió la 

absorbancia a 734nm en un lector de microplaca BioTek Epoch™. Todas las 

determinaciones fueron realizadas por triplicado. La actividad antioxidante fue 

expresada como % de inhibición, el que fue calculado a partir de la fórmula descrita 

por Masek et al. 2020 :  

Inhibición [%] = [(Ac - Am) / Ac] × 100 

donde Ac es la absorbancia control y Am es la absorbancia de la muestra. 

Ensayo DPPH 

El ensayo de eliminación de radicales DPPH se realizó mediante el procedimiento 

descrito por Qian et al. 2020, con algunas modificaciones. En primer lugar, se 

disolvió el DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo) en metanol a una concentración de 0.1 

mM. Para la reacción, se mezclaron 100μl de cada una de las muestras y 100μl de 

la solución de DPPH en una microplaca SPL 96 Well Plate Type 35096 y se dejó 

incubar por 30 minutos. Finalmente se midió la absorbancia a 517nm en el lector de 

microplaca BioTek Epoch™. Todas las determinaciones fueron realizadas por 

triplicado. La actividad de eliminación de radicales fue expresada como % de 

inhibición, los cuales fueron calculados a partir de la fórmula descrita por Masek et 

al. 2020. 

Inhibición [%] = [(Ac − Am) / Ac] × 100 

donde Ac es la absorbancia control y Am es la absorbancia de la muestra. 
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Ensayos biológicos  

Células PC12 

Las células PC-12 se mantuvieron en un medio de cultivo DMEM complementado 

con suero bovino fetal (5%), suero de caballo (5%), penicilina y estreptomicina (1%). 

Las células se mantuvieron en una incubadora termorregulada a 37°C con 5% de 

CO2 y se utilizaron después de alcanzar ∼80% de confluencia. 

Ensayo de citotoxicidad (MTT) 

Las células PC-12 fueron tratadas durante 24 hrs con distintas concentraciones de 

PsCe (0.1 μg/ml, 1 μg/ml, 10 μg/ml y 100 μg/ml), DMSO (1 μl) y FCCP (1 μM), este 

último fue utilizado como control de toxicidad celular. Posteriormente, se eliminó el 

medio de cultivo de las células, se agregaron 100 μl por pocillo de una solución de 

MTT (3-(4,5dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio bromuro; Sigma-Aldrich, Saint 

Louis, MO, USA) 1 mg/ml en DPBS 1X y se dejó incubar por 40 min a 37ºC. Luego, 

los productos de formazán generados en las células fueron solubilizados agregando 

100 µL de isopropanol por pocillo e incubándolos durante 25 min. Finalmente, la 

absorbancia se midió en el lector de multiplacas NOVOstar (BGM Labtech, 

Offenburg, Alemania) a una longitud de onda de 570 nm. 

Agregación de oligómeros solubles del péptido Aβ1-40 

El péptido Aβ1-40 (GenicBio, Shanghai, China) fue reconstituido en DMSO a una 

concentración de 2,3 mM. Desde ese stock se tomó una alícuota de 2 μL y se 

disolvió en PBS estéril (Phosphate-Buffered Saline, Corning, Manassas, VA, USA) 

hasta alcanzar una concentración de 80 μM. Esta solución fue sometida a agitación 

vertical (500 rpm, 4h, temperatura ambiente) para la formación de oligómeros. 

Ensayo de neuroprotección frente a la toxicidad generada por Aβ (MTT) 

Las células PC-12 fueron tratadas durante 24 h con Aβ (1 µM), PsCe (0.1 μg/ml, 1 

μg/ml, 10 μg/ml y 100 μg/ml), FCCP (1 µM) y Aβ+PsCe (mismas concentraciones 

usadas con anterioridad). Posteriormente, se utilizó el mismo procedimiento 

utilizado para el ensayo de citotoxicidad. 
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Análisis estadísticos  

Todos los resultados fueron expresados como la media ± error estándar de tres 

experimentos (n=3). Previo a los análisis estadísticos se evaluaron los supuestos 

de normalidad y homogeneidad de varianza. Para comparar las diferencias entre 

los grupos, se realizó un análisis de varianza (ANOVA) de una vía o su variante no 

paramétrica Kruskal-Wallis en caso de no cumplir con los supuestos. Cuando 

existieron diferencias significativas entre los grupos, se realizó una prueba post-hoc 

HSD de Tukey para comparar las medias de todos ellos, considerando diferencias 

significativas cuando p ≤ 0,05.  

Todos los análisis se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 8 (GraphPad 

Prism, CA, USA) 
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RESULTADOS 

A partir de 74,41 g de estromas liofilizados de Cyttaria espinosae, se obtuvieron 

6,48 g de extracto de polisacáridos dializados (PsCe), lo que representa un 

rendimiento del 8,71%. 

Caracterización química del extracto 

FTIR 

 

Figura 3. Espectro del extracto de polisacáridos de Cyttaria espinosae obtenido 

mediante espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier.  

Los datos del espectro FTIR muestran los patrones típicos de los carbohidratos (He 

et al. 2012). En primer lugar, la banda ancha ubicada en torno a 3290 cm-1 
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representa una vibración de estiramiento de los grupos hidroxilo (He et al., 2012; 

Stuart, 2005). Mientras que la banda débil observada en torno a 2926 cm-1 se debe 

al estiramiento C-H (Stuart 2005). Por otra parte, las bandas a 1645 y 1525 cm-1, se 

deben al estiramiento del enlace C=O (Barth 2007; Stuart 2005). Seguido por las 

bandas observadas en torno a 1415 y 1357 cm-1 que se atribuyen a la flexión de los 

enlaces O-H (Hong et al., 2021). La presencia de una ligera banda en torno a 1253 

cm-1 , puede deberse a la presencia de estiramiento S-O (Ptak et al. 2021). Mientras 

la banda ubicada a 1147 cm-1 representa el estiramiento del enlace C-O 

(Wiercigroch et al. 2017). La banda característica cercana a 997 cm-1 se debe a la 

presencia de enlaces glicosídicos (Hong et al. 2021; Wiercigroch et al. 2017). 

Finalmente, las bandas a 927 y 848 cm-1 indican la presencia de la configuración β 

y α respectivamente (Wang et al. 2022). 

Contenido de azúcares 

 

Figura 4. Curva de calibración para la cuantificación del contenido de azúcares. Se 

presenta la media ± error estándar de 3 experimentos en conjunto con la ecuación 

de la recta y el coeficiente de determinación asociado.  

- Absorbancia de la muestra = 0,364 
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- Contenido de azúcares en 100 μg/ml de muestra = 76,86 μg/ml 

- Porcentaje de azúcares en la muestra = 76.86% 

Contenido de fenoles 

 

Figura 5. Curva de calibración para la cuantificación de polifenoles totales con el 

reactivo de Folin-Ciocalteu. Se presenta la media ± error estándar de 3 

experimentos en conjunto con la ecuación de la recta y el coeficiente de 

determinación asociado.  

- Absorbancia de la muestra = 0,0712 

- Contenido de fenoles en 10mg/ml de muestra = 8,01 μg/ml 

- Contenido de fenoles de PsCe = 0,801 mg GAE g-1 PS 
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Contenido de proteínas 

- Ecuación de la recta: Y = 0,0316x – 0,004 

- Valor de absorbancia (muestra – blanco) = 0,039 

- Contenido de proteínas en 10mg de muestra = 1,36 mg 

- Porcentaje de proteínas en la muestra = 13,6% 

Contenido de sulfatos  

 

Figura 6. Curva de calibración para la cuantificación del contenido de sulfatos 

usando el método de Terho et al. 1971. Se presenta la media ± error estándar de 3 

experimentos en conjunto con la ecuación de la recta y el coeficiente de 

determinación asociado.  

- Absorbancia de la muestra = 0,0817 

- Contenido de sulfatos en 4000 μg/ml de muestra = 8,25 μg/ml 

- Porcentaje de sulfatos en la muestra = 0,21% 
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Ensayos antioxidantes 

Ensayo de neutralización del radical (DPPH) 

El DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) es un radical libre que al ser disuelto en etanol 

o metanol da lugar a una solución de color violeta, cuyo rango máximo de absorción 

se da a los 517 nm. Este ensayo determina la capacidad antioxidante de una 

molécula, mediante un mecanismo de donación de átomos de hidrógeno. La 

donación de estos, produce una reducción de la molécula de DPPH, y con ello un 

cambio de color en la solución (Garcia et al. 2012; Gupta 2015).  

El porcentaje de inhibición del radical DPPH exhibido por las distintas 

concentraciones de PsCe, mostró diferencias significativas entre sí (p<0.05), 

alcanzando un valor máximo de 32,14 ± 1,94% a una concentración de 10 mg/ml. 

Las concentraciones restantes de PsCe exhibieron un porcentaje de inhibición de: 

24,09 ± 0,81 (5 mg/ml); 14,56 ± 1,67 (2,5 mg/ml); 12,08 ± 1,18 (1,25 mg/ml); 7,91 ± 

0,84 (625 μg/ml) y 5,32 ± 1,54% (312,5 μg/ml), lo que devela una clara tendencia 

dependiente de la concentración (Figura 7). Por otra parte, en comparación con el 

control utilizado (ácido ascórbico), el porcentaje de inhibición de este radical por 

parte de PsCe fue considerablemente menor, puesto que el ácido ascórbico 

mantuvo un porcentaje de 94,77 ± 0,49% en todas las concentraciones utilizadas. 

Adicionalmente, para calcular el valor de TEAC, se estimó el IC50 de PsCe (16194 

μg/ml, Figura 8A) y el IC50 de Trolox (0,00021 umol/ml, Figura 8B). El valor obtenido 

fue de 0,0013 umol TEAC g-1 PS 
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Figura 7. Porcentaje de inhibición del radical DPPH usando distintas 

concentraciones de PsCe. Se designaron grupos basados en las diferencias 

estadísticas, los que se representan con diferentes letras. Se presenta la media ± 

error estándar de 3 experimentos.  

Gráfico de IC50 de Cyttaria espinosae y Trolox 

A)  

 

 

B) 
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B) 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. (A) IC50 de PsCe, se presenta en conjunto con la ecuación de la recta y el 

coeficiente de determinación asociado. (B) IC50 de Trolox, se presenta la ecuación 

de la recta y el coeficiente de determinación asociados.  

Ensayo de neutralización del radical (ABTS+) 

El ABTS+ (ácido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico) es un radical que 

presenta una coloración azul-verdosa al diluirse en agua. Es producido por la 

oxidación de ABTS con persulfato de potasio, y su máxima absorción se da a los 

734nm. Este ensayo permite determinar la capacidad antioxidante, mediante un 

mecanismo de transferencia de electrones, pues, los electrones donados por el 

agente antioxidante, reducen el radical de ABTS+● a ABTS, provocando una 

decoloración de la solución (Munteanu & Apetrei 2021; Opitz et al. 2014; Re et al. 

1999).  

El porcentaje de inhibición de este radical por parte de PsCe, al igual que en el 

ensayo del DPPH, mostró una tendencia dependiente de la concentración, 

existiendo diferencias significativas entre las concentraciones utilizadas (p<0.05). El 

máximo valor de inhibición fue de 19,10 ± 1,00% y se alcanzó a una concentración 

de 10mg/ml. Los valores restantes fueron 10,61 ± 0,26 (5 mg/ml); 6,19 ± 0,26 (2,5 

mg/ml); 4,59 ± 0,38 (1,25 mg/ml); 2,40 ± 0,46 (625 μg/ml) y 1,80 ± 0,33 (312,5 μg/ml) 

(Figura 9). Al igual que en el ensayo anterior, el ácido ascórbico presentó un 
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porcentaje de inhibición mucho mayor que PsCe, manteniéndose alrededor 100,1 ± 

0,19% en todas las concentraciones utilizadas. En este ensayo también se calculó 

TEAC, por ello, se determinó el IC50 de PsCe (26762 μg/ml, Figura 10A) y el del 

Trolox (0,0024 umol/ml, Figura 10B), obteniéndose un valor de 0,090 umol TEAC g-

1 PS. 

 

Figura 9. Porcentaje de inhibición del radical ABTS+ usando distintas 

concentraciones de PsCe. Se designaron grupos basados en las diferencias 

estadísticas, los que se representan con diferentes letras Se presenta el presenta 

la media ± error estándar de 3 experimentos.  
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Gráfico de IC50 de Cyttaria espinosae y Trolox 

A) 
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Figura 10. (A) IC50 de PsCe, se presenta en conjunto con la ecuación de la recta y 

el coeficiente de determinación asociado. (B) IC50 de Trolox, se presenta tanto, la 

ecuación de la recta, como el coeficiente de determinación asociados.  
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Ensayos en neuroprotección 

Ensayo de Viabilidad celular 

En primer lugar, fue necesario determinar si las concentraciones a utilizar de PsCe, 

eran citotóxicas en línea celular PC-12. Para ello, se evaluó la viabilidad celular 

utilizando la técnica MTT. Esta técnica mide la capacidad reductora del complejo II 

(succinato deshidrogenasa) de la cadena transportadora de electrones, mediante la 

conversión del compuesto MTT de color amarillo, en cristales de formazán color 

violeta (van Tonder et al. 2015).  

En este ensayo, se utilizó como control positivo de toxicidad celular el compuesto 

FCCP (Carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona), un desacoplante de la 

cadena de electrones, que provocó una reducción en la viabilidad celular de un 

41,32 ± 13,36%. Además, también se evaluó el potencial citotóxico del solvente 

utilizado para disolver los polisacáridos, es decir, DMSO, el que produjo una leve 

reducción en la viabilidad celular de un 6,22 ± 4,39% (Figura 11). Finalmente, las 

células PC-12 incubadas con distintas concentraciones de PsCe, mostraron valores 

de viabilidad celular muy similares al control, siendo de: 103,0 ± 10,03 (0.1 μg/ml); 

109,0 ± 8,49 (1 μg/ml); 123,9 ± 13,25 (10 μg/ml) y 90,04 ± 10,94% (100 μg/ml) 

(Figura 10). 
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Figura 11. Viabilidad de células PC-12 incubadas con DMSO (1μl), FCCP (1μM) y 

distintas concentraciones de PsCe (0,1-100 µg/ml). Se designaron grupos basados 

en las diferencias estadísticas, los que se representan con diferentes letras. Se 

presenta la media ± error estándar de 3 experimentos. El número de * presentes, 

señala el nivel de significancia de las diferencias con respecto al control * (p<0,05) 

** (p<0,01) *** (p<0,001), **** (p<0,0001).  

Posteriormente, para determinar el potencial neuroprotector de este extracto, se 

utilizaron células PC-12 coincubadas con el péptido β-Amiloide (1uM) y las mismas 

concentraciones de PsCe. El Aβ redujo la viabilidad de las células hasta alcanzar 

un valor de 84,5 ± 1,76%, mientras que el control de toxicidad celular (FCCP) redujo 

la viabilidad hasta un 57,1 ± 2,70%. Por otra parte, las células incubadas con Aβ y 

las distintas concentraciones de PsCe, mostraron valores muy similares a las 

células que sólo fueron sometidas a Aβ, alcanzando una viabilidad de 86,9 ± 2,09 

(100 μg/ml); 87,3 ± 2,34 (10 μg/ml); 86,1 ± 2,07 (1 μg/ml) y 90,0 ± 2,29% (0.1 μg/ml). 

Sin embargo, el análisis estadístico reveló la no existencia de diferencias 

significativas entre sí (Figura 12). 
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Figura 12. Viabilidad de las células PC-12 incubadas con distintas concentraciones 

de PsCe (0,1-100 µg/ml) y Aβ (1uM). Se designaron grupos basados en las 

diferencias estadísticas, los que se representan con diferentes letras. Se presenta 

la media ± error estándar de 3 experimentos. El número de * presentes, señala el 

nivel de significancia de las diferencias con respecto al control * (p<0,05) ** (p<0,01) 

*** (p<0,001), **** (p<0,0001).  
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DISCUSIÓN 

Según lo reportado en Jacinto-Azevedo et al. 2021, la mayor parte de la biomasa 

fúngica de Cyttaria espinosae está conformada por carbohidratos, los que 

constituyen el 71,6% aproximadamente. El resto de la biomasa, la componen 

proteínas (17,5%), fibra (8,1%), lípidos (6,1%) y materia inorgánica (4,9%). De 

acuerdo con esto, era esperable que los polisacáridos también estuvieran presentes 

en una alta proporción. Luego de realizados los procesos de extracción y 

purificación del extracto, el rendimiento fue de un 8,71% con respecto a la biomasa 

seca total, lo que ratifica la presunción realizada con anterioridad.  

El alto contenido de polisacáridos presentes en los hongos, se debe a la presencia 

de estos compuestos en la pared celular fúngica, donde desempeñan labores 

estructurales y señalizadoras (Pizarro et al. 2014; Pontón 2008). Los polisacáridos 

predominantes en las paredes celulares fúngicas son del tipo α y β glucanos (Pontón 

2008). Los α-glucanos presentes en las células fúngicas son amorfos y solubles en 

agua, siendo los más comunes el glucógeno, que cumple una función de reserva 

energética; y los glucanos que se encuentran unidos mediante enlaces α-1,3 y α-

1,4 que cumplen funciones estructurales (Grün et al. 2005; Hochstenbach et al. 

1998; Ruiz-Herrera & Ortiz-Castellanos 2019). Por otra parte, los β-glucanos son 

más abundantes y su estructura más variable, llegando a identificarse hasta siete 

tipos diferentes en las células fúngicas (Ruiz-Herrera & Ortiz-Castellanos 2019). La 

principal propiedad atribuida a estos azúcares (principalmente a los β-glucanos), es 

su efecto inmunomodulador, pues estas moléculas son reconocidas por animales y 

plantas, siendo capaces de inducir la activación del sistema inmune, activación que 

depende en gran medida de la naturaleza y tamaño molecular del polisacárido 

(Fujikawa et al. 2012; Rappleye et al. 2004; Ruiz-Herrera & Ortiz-Castellanos 2019).  

Características químicas del extracto 

El espectro FTIR de PsCe, denota una alta presencia de azúcares, pues el espectro 

típico de los carbohidratos, muestra una intensa señal entorno a los 3600-3000     

cm-1 la que se debe a la vibración de los enlaces puentes de hidrógeno del 

polisacárido. Además, se observa una banda más débil a 3000-2800 cm-1, la que 
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está asociada al estiramiento de los esqueletos C-H (Hong et al. 2021). En adición 

a lo anterior, las bandas 5, 6, 8, 9, 10 y 11 también se asocian a los carbohidratos. 

En primer lugar, las señales 5 y 6 se deben a la flexión de los  enlaces C-H y O-H, 

que se encuentran en una alta proporción en estas moléculas (Hong et al. 2021; 

Stuart 2005). Por otra parte, las señales en torno a 1400 y 800 cm-1 se deben a la 

presencia de enlaces glicosídicos (Hong et al. 2021; Stuart 2005; Wiercigroch et al. 

2017). Finalmente, las bandas 10 y 11, se deben a la presencia de las estructuras 

α y β de los polisacáridos, pues estas estructuras muestran una señal típica entorno 

a los 900 cm-1 para los β-glucanos y alrededor de los 850 cm-1 para los α-glucanos 

(Wang et al. 2022). 

El espectro FT-IR, también confirma la presencia de proteínas en el extracto, pues 

el espectro típico de estas moléculas, muestra una señal alrededor de los 1700-

1600 cm-1 asociado a la presencia de amidas primarias y otra entorno a los 1565-

1520 cm-1 atribuido a las secundarias (Barth 2007; Stuart 2005).  

Los análisis químicos realizados confirman lo mostrado por el espectro FTIR, pues 

aproximadamente un 76,9% del extracto está conformado por carbohidratos, según 

el contenido de azúcares totales. Además, las proteínas conforman una parte 

importante de este extracto, representando un 13,9%. Finalmente, el porcentaje 

restante del extracto está conformado por agua y otro tipo de moléculas. De estos 

constituyentes minoritarios se cuantificaron únicamente el contenido de fenoles y 

sulfatos, obteniéndose un valor de 0,801 mg GAE g-1 PS para los fenoles y de 8,25 

μg/ml para los sulfatos (lo que representa un 0,41% del extracto). 

La composición química del extracto de polisacáridos, concuerda con lo esperado 

según los métodos de extracción y purificación utilizados. El método de extracción 

utilizado, fue el del agua caliente, debido a su bajo costo y complejidad (Leong et 

al. 2021). Este método se basa en que los polisacáridos tienen una mayor 

solubilidad y permanecen estables en el agua caliente, sin embargo, no es capaz 

de recoger algunas fracciones para las que se requieren procesos adicionales y el 

uso de otros insumos como enzimas, solventes orgánicos o soluciones alcalinas 

(Shi 2016). El extracto crudo obtenido a partir de este método, contiene numerosas 
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impurezas, como sales inorgánicas, sustancias no polares de bajo peso molecular 

e impurezas de alto peso molecular como proteínas y lípidos (Shi 2016).  Para la 

purificación del extracto, se utilizó el método de diálisis, debido a que elimina sales 

inorgánicas, monosacáridos, oligosacáridos e impurezas no polares de bajo peso 

molecular (Leong et al. 2021). Sin embargo, este método es incapaz de eliminar 

sustancias complejas de alto peso molecular como las proteínas, para ello, existen 

otros métodos que utilizan otros agentes, por ejemplo, el método enzimático, Sevag, 

triclorotrifluoroetano y ácido clorhídrico (Leong et al. 2021; Shi 2016). 

Actividad antioxidante  

En este estudio, se evaluó la actividad antioxidante del extracto de polisacáridos 

obtenido de Cyttaria espinosae mediante los ensayos DPPH y ABTS. Los resultados 

mostraron que PsCe tiene una actividad antioxidante moderada, pues es mayor a 

lo que se reportado en otros estudios como en el de Albornoz et al. 2022, donde los 

polisacáridos ácidos provenientes de la especie Nothophellinus andinopatagonicus, 

mostraron porcentajes de inhibición significativos sólo a la mayor concentración 

(40mg/ml), siendo de un 6,24% para DPPH y 4,63% para ABTS. Sin embargo, otros 

estudios como el realizado por Hu et al. 2019, en la especie Flammulina velutipes, 

muestran porcentajes de inhibición mayores a los obtenidos en este estudio, siendo 

de 29.39%, 33.26% y 73.43% en el ensayo ABTS y de 49,61%, 45,24% y 67,46% 

en el DPPH para las fracciones FVY-40, FVY-60 y FVY-80 respectivamente, a una 

concentración de 3 mg/ml. Las diferencias en los niveles de inhibición mostrados en 

estos estudios pueden explicarse por diversos factores como el peso molecular, la 

composición de monosacáridos, y el contenido de sulfatos, fenoles y ácidos 

urónicos (Wang et al. 2016). En el caso de los grupos sulfatos y ácidos urónicos, 

bastantes estudios muestran que los polisacáridos con un alto contenido de estas 

moléculas, poseen una mayor actividad antioxidante en diversos ensayos (Chen et 

al. 2015; Mateos-Aparicio et al. 2010; Sun et al. 2009; Wang et al. 2013; Xie et al. 

2016; Yin et al. 2021). En el caso de los grupos sulfatos, se plantea que la presencia 

de estos átomos, activa el hidrógeno del carbono anomérico, aumentando así la 

capacidad de suministrar hidrógeno por parte del polisacárido. En segundo lugar, la 
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presencia de sulfatos en la estructura de los polisacáridos puede mejorar la 

solubilidad en agua y las características fisicoquímicas de estos compuestos (Xie et 

al. 2016). Además, la posición de los grupos sulfato, también es un factor 

determinante para la actividad antioxidante, pues se ha observado que la 

derivatización de estos grupos, en las posiciones C-4 y C-6 pueden aumentar su 

actividad antioxidante, mientras la derivatización en la posición C-2 puede reducir 

su actividad (Zhong et al. 2019). En el caso de los ácidos urónicos se propone que 

la presencia de grupos electrófilos como ceto o aldehído en el polisacárido facilita 

la liberación de hidrógeno del enlace O-H (Wang et al. 2016). Finalmente, también 

es ampliamente reconocido que la cantidad de fenoles presentes en una muestra 

es una característica reveladora de la capacidad antioxidante de un compuesto, 

puesto que este tipo de metabolitos secundarios, son extremadamente eficientes 

secuestrando radicales libres (Rice-Evans et al. 1997). En este estudio, tanto el 

contenido de fenoles como el de sulfatos fue bastante bajo. Además, en el espectro 

FTIR no se observó la presencia de ácidos urónicos, por lo que, de estar presentes 

estarían en una baja proporción. Por lo tanto, la actividad antioxidante observada 

en esta investigación no puede atribuirse a estos factores.  

Otro factor importante a considerar es el contenido de proteínas, pues en ausencia 

de otros interferentes como fenoles, flavonas o terpenos, son las proteínas y los 

aminoácidos asociados a los polisacáridos, los que les brindan propiedades 

antioxidantes, lo que se debe a la capacidad que tienen algunos aminoácidos para 

donar protones a los radicales deficientes en electrones (Liu et al. 2013; Wang et al. 

2016; Zhong et al. 2019). En este estudio, el contenido de proteínas fue de alrededor 

del 13%, por lo que gran parte de la actividad antioxidante puede deberse a la acción 

del complejo polisacárido-proteína.  

Además, es necesario considerar que, tanto la especie utilizada como el hábitat en 

el que esta se desarrolla, cumplen un rol fundamental en la síntesis y conformación 

de los metabolitos secundarios. Esto se debe a que estas moléculas orgánicas 

tienen una distribución filogenética sesgada, como consecuencia de múltiples 

factores que han impulsado la diversificación de los genes implicados en su síntesis 
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a lo largo de la evolución. Además, la esencialidad de estas moléculas es de 

carácter contextual, es decir, depende en gran medida del ambiente en el que se 

encuentre un organismo. Por lo tanto, es el ambiente el que determina la 

importancia que tienen los metabolitos secundarios para la supervivencia o 

reproducción de los seres vivos y, por ello condicionan su cantidad y estructura (Bills 

& Gloer 2016).  

Por otra parte, los porcentajes de inhibición de ambos ensayos, es decir, DPPH y 

ABTS, no son comparables entre sí, puesto que las metodologías utilizadas en 

ambos varían considerablemente. Sin embargo, para poder compararlos, se utilizó 

el valor TEAC, es decir, la actividad equivalente a Trolox, realizando una curva de 

referencia con este análogo de la vitamina E. El valor de PsCe en ABTS fue de 

0,090 umol TEAC g-1 PS, lo que es considerablemente mayor al TEAC obtenido en 

DPPH, que fue de de 0,0013 umol TEAC g-1 PS. Una posible explicación a esta 

diferencia radica en las características propias de los radicales, pues el DPPH 

presenta impedimento estérico, lo que provoca que las moléculas pequeñas que 

tienen buen acceso al radical tengan un efecto antioxidante mayor, mientras los 

compuestos antioxidantes grandes como los polisacáridos, reaccionen de manera 

mucho más lenta, lo que reduce su efecto antioxidante (Magalhães et al. 2008). 

Finalmente, los mecanismos de acción antioxidante de los polisacáridos, aún no son 

totalmente conocidos, sin embargo, existen algunos propuestos, entre ellos, la 

eliminación de ROS, la regulación del sistema antioxidante y la regulación de las 

vías de señalización mediadas por el estrés oxidativo (Zhong et al. 2019). En este 

estudio, se evaluó únicamente la capacidad de eliminación de radicales libres, 

bioactividad que está relacionada con la eliminación de ROS en el organismo. Sin 

embargo, también es importante realizar ensayos que nos permitan dilucidar el 

potencial antioxidante mediado por el mecanismo de regulación del sistema 

antioxidante y de las vías de señalización mediadas por el estrés oxidativo, para lo 

cual es fundamental realizar estudios enzimáticos que permitan dilucidar este 

potencial.   
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Actividad neuroprotectora 

El potencial de los polisacáridos para hacer frente a la toxicidad inducida por el 

péptido β-amiloide está ampliamente documentado, ejemplos de ello, son los 

estudios realizados por Bravo et al. 2008, Zhang et al. 2015, Habaike et al. 2020, Li 

et al. 2019, Hu et al. 2021 y He et al. 2020, en los cuales el uso de polisacáridos de 

distintos organismos, aminoró en gran medida la reducción en la viabilidad de 

distintas líneas celulares provocada por la incubación con diferentes variantes del 

péptido Aβ. Para explicar, este efecto neuroprotector, se han propuesto diferentes 

mecanismos mediante los cuales, los polisacáridos son capaces de interferir con la 

toxicidad inducida por Aβ. El primero es disminuyendo la producción de Aβ mediante 

la regulación de los niveles de proteína APP y reduciendo los niveles de β-

secretasa. El segundo, es aumentando la degradación Aβ, promoviendo el aumento 

de las enzimas ligadas a la degradación de este péptido (IDE y NEP). Finalmente, 

el tercer mecanismo se basa en la disminución de la agregación de este péptido y 

con ello, la inhibición de la formación de los agregados tóxicos de Aβ (Zhang et al. 

2022). Además, también se ha descrito que los polisacáridos pueden desempeñar 

un papel anti-apoptosis, mediante la reducción de la liberación de Cyt-C, lo que a 

su vez reduce la apoptosis ejecutada por la Caspasa-3. Y también activando la vía 

PI3K-Akt y así elevando Bcl-2/Bax, manteniendo así la supervivencia de las células 

neuronales (Zhang et al. 2022).  

En este estudio, se evaluó el potencial neuroprotector del extracto de polisacáridos 

obtenido de Cyttaria espinosae frente a la toxicidad inducida por Aβ, mediante un 

ensayo de viabilidad en células PC-12. PsCe mostró no poseer propiedades 

citotóxicas frente a esta línea celular, pues la viabilidad celular se mantuvo cercana 

al control e incluso aumento en ciertas concentraciones (0.1, 1 y 10 μg/ml). Por otra 

parte, Aβ redujo la viabilidad de las células PC-12 en un 15,5 ± 1,76%, lo que 

representa un porcentaje relativamente bajo con respecto al control, lo que 

probablemente se debe a la concentración y la variante del péptido utilizada (Aβ1-

40), pues esta variante, es menos tóxica que otras isoformas como la Aβ1-42 (Yan & 

Wang 2006). A pesar de lo anterior, la reducción en la viabilidad celular provocada 
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por Aβ fue estadísticamente significativa. Al utilizar PsCe en conjunto con Aβ, se 

evidenció un moderado incremento en la viabilidad de las células PC-12, el que no 

fue significativo con respecto a las células incubadas sólo con Aβ. Por lo tanto, PsCe 

no presenta actividad neuroprotectora en las condiciones en las que se realizó este 

estudio.  

La falta de actividad de este extracto, puede deberse a distintos factores 

relacionados a su composición química. En especial, el grado de pureza y la 

composición de monosacáridos parecen ser atributos muy relevantes para la 

actividad de estos compuestos frente a Aβ. En el caso del grado de pureza, los 

polisacáridos usados en los estudios anteriormente mencionados (Habaike et al. 

2020; He et al. 2020; Li et al. 2019; Zhang et al. 2015), fueron sometidos a diversas 

etapas de purificación, logrando obtener fracciones con un contenido de azúcares 

mayor al 95%, lo que devela un alto grado de pureza que probablemente esté 

relacionado con su bioactividad. En este estudio, el extracto de polisacáridos 

obtenido, contiene pocas impurezas de bajo peso molecular, sin embargo, tiene un 

contenido de proteínas nada despreciable, lo que podría estar mermando su 

bioactividad. Además, la composición de monosacáridos es un aspecto muy 

relevante para la bioactividad de estas moléculas, pues se ha reportado que la 

mayoría de los polisacáridos con efectos sobre Aβ, presentaban Glc en su 

estructura, mientras los polisacáridos con efectos anti-EA contienen 

mayoritariamente Glc, Man, Gal y Ara, lo que se especula está relacionado con la 

formación de estructuras activas (Zhang et al. 2022). Por lo tanto, es indispensable 

realizar análisis de este tipo en futuras investigaciones de carácter similar. 
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CONCLUSIONES 

El potencial de los polisacáridos fúngicos en neuroprotección está bastante 

documentado, sin embargo, en este estudio el extracto de polisacáridos de Cyttaria 

espinosae no fue capaz de atenuar la toxicidad inducida por el péptido Aβ, por lo 

que la hipótesis 1 se rechaza. La explicación a este resultado probablemente se 

encuentre en la composición química de este extracto. Sin embargo, los 

mecanismos y factores que afectan la bioactividad de estos compuestos en 

neuroprotección aún son bastante desconocidos, por lo que, se requiere continuar 

realizando investigaciones relacionadas a este ámbito.   

Por otra parte, PsCe presentó una moderada actividad antioxidante que se atribuye 

principalmente a su contenido de proteínas, por lo tanto, la hipótesis 2 se acepta, 

puesto que se evidenció actividad antioxidante la que está relacionada a las 

propiedades químicas de este extracto. Además, es necesario agregar que, aunque 

el resultado es positivo, es indispensable realizar ensayos que verifiquen la actividad 

de este extracto siguiendo otros mecanismos antioxidantes conocidos de los 

polisacáridos. 

Finalmente, es importante mencionar que futuros estudios acerca de los 

polisacáridos fúngicos, deben centrarse en ayudar a dilucidar los mecanismos 

asociados a la bioactividad de estas moléculas y también, cómo las propiedades 

químicas de estas, interfieren en su bioactividad. 
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