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RESUMEN

El cancer es la segunda causa de muerte en el mundo, siendo precedido por las
enfermedades cardiovasculares, a nivel mundial la incidencia de este grupo de
enfermedades ha ido en aumento; los tratamientos existentes no siempre son los
adecuados y suelen generar una diversidad de efectos secundarios. Es por ello, que
existe la necesidad de buscar nuevas alternativas que sean menos nocivas y/o
ayuden a contrarrestar los efectos adquiridos. Los productos naturales son una
alternativa que ha ido adquiriendo fuerza luego del descubrimiento de la penicilina y
la serie de medicamentos extraidos de plantas y hongos. Los polisacaridos de hongos
se han convertido en compuestos de gran interés para la ciencia, puesto que se ha
descubierto que poseen propiedades bioactivas. En Chile, existe una variedad de
hongos comestibles. En el presente estudio se trabajo con el género Cyttaria, hongos
parasitos asociados a arboles del género Nothofagus, se estudiaron los polisacaridos
de las tres especies mas consumidas, Cyttaria berteroi, Cyttaria espinosae y Cyttaria
harioti. En este estudio proponemos que las especies comestibles de diglefes
Cyttaria berteroi, Cyttaria espinosae y Cyttaria harioti presentan polisacaridos con
actividad citotéxica diferenciada dada sus caracteristicas fisico-quimicas. Para tal
efecto, se estudiaran las caracteristicas quimicas, fisicas, actividad oxidante y
citotoxica frente la linea celular de cancer de mamas (MCF-7). Los polisacaridos de
las Cyttarias estudiadas reportaron contener enlaces 3-glucanos y acidos urénicos en
su composicién quimica. Al mismo tiempo, los polisacaridos purificados reportaron
una mayor actividad citotéxica en la linea tumoral de mama (MCF-7). Cyttaria berteroi
es la especie que reportd resultados mas prometedores, es importante continuar
investigando respecto a sus polisacaridos, conocer su estructura, su bioactividad
frente otras lineas tumorales, y su mecanismo de accion.

Palabras claves: Cancer, Cyttaria, polisacéaridos, hongo.



ABSTRACT

Cancer is the second cause of death, preceded by cardiovascular diseases worldwide.
The incidence of this group of diseases has been increasing; Existing treatments are
not always adequate and usually generate a variety of side effects, so there is a need
to look for new alternatives that are less harmful and help counteract the acquired
effects. Natural products are an alternative that has been gaining strength after
discovering penicillin and the series of medicines extracted from plants and fungi.
Fungal polysaccharides have become compounds of great interest to science since
they have been found to possess bioactive properties. In Chile, there is a variety of
edible mushrooms. In the present study, we will work with Cyttaria, parasitic fungi
associated with trees of the genus Nothofagus. The polysaccharides of the three most
consumed species, Cyttaria berteroi, Cyttaria espinosae and Cyttaria harioti, will be
studied. In this study we propose that the edible digene species Cyttaria berteroi,
Cyttaria espinosae and Cyttaria harioti present polysaccharides with differentiated
cytotoxic activity given their physicochemical characteristics. Its chemical
characteristics, oxidant activity, and cytotoxic activity against the breast cancer cell line
(MCF-7) will be studied. The polysaccharides of the studied Cyttarias reported to
contain B-glucan linkages and uronic acids in their chemical composition. At the same
time, the purified polysaccharides reported higher cytotoxic activity in the breast tumor
line (MCF-7). Cyttaria berteroi is the species that reported the most promising results;
it is important to continue investigating its polysaccharides, to know their structure,
their bioactivity against other tumor lines, and their mechanism of action.

Keywords: Cancer, Cyttaria, polysaccharides, fungus.



INTRODUCCION

A nivel mundial, el cancer es la segunda causa de muerte, después de las
enfermedades cardiovasculares. De acuerdo con datos reportados por el Observatorio
Global del Cancer, para el afio 2020 se reportaron 19.292.789 nuevos casos, siendo
los hombres los que presentan el mayor nimero de incidencia con 10.065.305 casos
en que los cinco principales son cancer de pulmoén (14.3%), préstata (14.1%),
colorrectal (10.6%), estomago (7.1%) e higado (6.3%) (Figura 1). En el caso de las
mujeres se reportaron 9.227.484 nuevos casos a nivel mundial, en donde los canceres
mas comunes son: mamas (24.5%), colorrectal (9.4%), pulmon (8.4%), cuello uterino
(6.5%) y tiroides (4.9%) (Figura 2). Con una mortalidad total de 9.958.133 (Globocan,
2020).

En Chile la situacion no es muy distinta, durante el afio 2020 fueron reportadas 28.584
muertes atribuibles al cancer, aumentando en un 12% respecto al afio 2018 (Parra-
Soto et al., 2020). Los nuevos casos alcanzaron un total de 54.227 siendo 28.779
hombres, perteneciendo el 28.3% al cancer de prostata, 10.8% al de colorrectal, 9.7%
al estbmago, 8% al de pulmoén y 5% al de higado (Figura 3). En las mujeres, el nUmero
de nuevos casos informados fueron 25.448 del cual 20.9% pertenece a cancer de
mamas, 12.2% colorrectal, 6.6% pulmén, 5.9% cuello uterino y 5.6% estémago (Figura
4) (Globocan, 2020).

Sin embargo, entre el 30% y el 50% de estas enfermedades se pueden evitar. Los
datos expuestos anteriormente demuestran que es necesario reducir los factores de
riesgos y aplicar nuevas estrategias preventivas con base cientifica, para asi poder
ofrecer una estrategia a largo plazo mas rentable para el control del cancer (OMS,
2022).
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Figura 1: Grafico del porcentaje de incidencia (nuevos casos) de cancer en hombres
a nivel mundial (Globocan, 2020)
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Figura 2: Gréfico del porcentaje de incidencia (nuevos casos) de cancer en mujeres
a nivel mundial (Globocan, 2020).
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Figura 3: Gréfico de incidencia (nuevos casos) de Cancer en hombres de Chile.
Fuente (Globocan, 2020).
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Figura 4: Grafico de incidencia (nuevos casos) de Cancer en mujeres de Chile. Fuente
(Globocan, 2020).
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¢QUE ES EL CANCER?

Céancer es el nombre que se da a un conjunto de enfermedades relacionadas a una
alteracion en la proliferacion celular (INC, 2021). En la alteracion de estas células y la
proliferacion de estas mismas se genera una acumulacién anormal de células a las
gue se denominan tumor. Por definicién, un tumor es un tejido anormal, éste puede
ser benigno o maligno, los tumores benignos en ocasiones crecen considerablemente
pero no se diseminan; en cambio, un tumor maligno es canceroso y suele diseminarse
hacia otros tejidos, esto lo hacen a través de la sangre y/o el sistema linfatico
(American Cancer Society, 2020). Este proceso se denomina metastasis, la cual es
un proceso que incluye diversas etapas, que incluyen acontecimientos como (1) las
células pierden todo contacto de interaccion célula-célula, (2) movimiento de las
células tumorales que les permite el traspaso al torrente sanguineo y/o linfatico, (3)
desarrollo de la capacidad de supervivencia en estos sistemas, (4) desplazamiento
del torrente sanguineo hacia algun érgano, (5) establecer células tumorales en aquel
organo lejos del tejido original (Arvelo et al., 2016)

En el proceso normal de la célula hay diversos eventos por los cuales la célula crece
y se divide componiendo una nueva generacion de ceélulas hijas y asi suplir las
necesidades para lo que son requeridas (Weinberg, 1996). Las células cumplen un
proceso mitotico para su division, en donde el ADN se duplica para generar una copia
idéntica. El ADN esta distribuido en genes los cuales a su vez estan compuestos de
nucleétidos, que a partir de la expresion génica daran origen a las proteinas y asi ésta
cumplir una determinada funcion (Urry et al., 2017)

Los genes a cargo del funcionamiento normal de la divisién celular y encargados del
crecimiento celular son los proto-oncogenes, cuando en algin sector del gen cabe
una mutacion, este proto-oncogen se convierte en un oncogén que se convierte en
cancerigeno impulsando de esta forma la multiplicacion excesiva (Weinberg, 1996).
Para el desarrollo del cancer existen dos genes que tienen relevancia; el primero de
estos son los genes promotores del crecimiento; las mutaciones en los proto-
oncogenes deriva a que éstos produzcan una cantidad excesiva de la proteina
estimuladora del crecimiento. Por otra parte, estan los genes supresores de tumores,
como su nombre lo dice, inhibe el crecimiento celular, sin embargo, estos genes
también pueden sufrir mutaciones desembocando una inhibicion de la produccién de
esta proteina contribuyendo de esta manera al desarrollo del cancer (Weinberg,
1996).

TRATAMIENTOS CONVENCIONALES CONTRA EL CANCER

Actualmente los tratamientos convencionales para combatir los distintos canceres
son: radioterapia, terapia a base de rayos (X, gamma, electrones o protones)
provocando dafio o eliminacion de las células cancerosas, si bien es cierto es una
terapia localizada, podria dafiar células normales que se encuentren cerca de la zona
de radiacion; la quimioterapia, es un tratamiento a base de medicamentos indicados
segun el tipo de cancer, ademas puede ser administrado via oral, via intravenosa o
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ambas a la vez; la cirugia, es otro método, consiste en la extirpacion del tumor. Los
tratamientos anteriormente mencionados son los métodos mas utilizados. Estos
procedimientos se pueden indicar independientes o en conjunto (al menos dos),
dependiendo el tipo de cancer, etapa y/u otras enfermedades asociadas (2020
Palacios-Espinosa & Vargas-Sterling, 2012; American Cancer Society).

Ademas de los tratamientos mencionados anteriormente existen métodos menos
conocidos como lo son: la terapia dirigida, la cual consiste en indicar medicamentos
que afectan directamente a las células cancerosas, siendo asi menos invasiva
respecto a las mencionadas anteriormente; la inmunoterapia, que consiste en
aumentar el sistema inmunitario a partir de dos opciones i) estimular y/o reforzar el
sistema inmune naturalmente para que este pueda atacar con mas fuerza a las células
cancerosas; ii) mediante medicamentos con sustancias similares al sistema inmune
gue funcionen para mejorar la forma en la que se arremete a las células ( American
Cancer Society, 2020 ).

Del mismo modo, se utiliza la terapia a base de células madre, la cual reforzara la
cantidad de células sanguineas, dentro de ellas los glébulos blancos; para conseguir
las células madres se tiene 3 opciones, extraer directamente medula ésea, potenciar
las células madres en el torrente sanguineo o extraerlas desde el cordén umbilical, de
esta Ultima solo es posible durante el embarazo o bien post parto, para la primeras
dos mencionadas las extracciones pueden ser tanto del paciente como de amigos y/o
familiares ( American Cancer Society, 2020). Finalmente, la terapia hormonal es
llamada también un tratamiento sistémico puesto que, se administran medicamentos
los cuales recorren todo el cuerpo para encontrar y atacar la hormona y asi evitar que
i) la hormona se una a las células cancerosas, ii) evitar su correcto funcionamiento, iii)
evitar que el cuerpo produzca la hormona en cuestiéon. Cabe destacar que cada
tratamiento no funciona de igual manera en todos los tipos de canceres (American
Cancer Society, 2020).

Todas las terapias estan asociadas a efectos secundarios tan conocidos como las
nauseas, vomitos, perdida del cabello, disminucién del peso, anemia, entre otros
(Palacios-Espinosa & Vargas-Sterling, 2012) Sin embargo, existen otros tipos de
efectos secundarios que se desarrollan a largo plazo, como la osteonecrosis maxilar
(Espinoza & Lamura, 2020) afecciones a la piel donde esta se convierte de seca a
escamosa e incluso provocando erupciones (Fuenmayor et al., 2013). También se han
mencionado en estudios que los tratamientos de radiacion y quimioterapia esta
asociado con problemas nefroticos (nefropatias, lesiones glomerulares) (de Francisco
et al., 2019), ademas de consecuencias cardiacas (Yera et al., 2018).

La mayoria de los efectos adversos que provocan estos tipos de tratamiento, se
pueden contrarrestar con otros medicamentos (Fuenmayor et al., 2013). Sin embargo,

13



esto afecta de gran manera el estado fisico y mental de los pacientes tratados
(Palacios-Espinosa & Vargas-Sterling, 2012). Es a partir de estos antecedentes que
es necesario encontrar nuevos métodos para tratar tanto el desarrollo del cancer como
los efectos secundarios que los tratamientos convencionales provoca, para esto, una
opcion que ha tomado fuerza los ultimos afos es encontrar nuevas alternativas de
medicamentos a partir de productos naturales.

USO DE COMPUESTOS DE ORIGEN NATURAL

Desde la antigledad, las grandes civilizaciones han utilizado las plantas como
alimento, también con propdsitos medicinales. El primer registro de la utilizacion de
plantas para el beneficio humano se encontré en unas tablas provenientes de alguna
civilizacion que habité en Sumeria hace aproximadamente 4000 afios a.c (Vetvicka et
al., 2021). De entre estas civilizaciones se puede mencionar a la cultura celta, para
ellos la naturaleza era sagrada, era la forma de manifestacion de las fuerzas divinas,
veneraban a arboles, animales y plantas por igual (Centelles Josep & Imperial
Santiago. 2010). En la cultura celta, el tejo (género Taxus) era un arbol utilizado por
sus toxinas, empleado para los sacrificios, envenenar las flechas para las batallas, sin
embargo, también lo consideraban para la inmortalidad (Centelles & Imperial, 2010).

Desde hace unos 200 afios, que el primer compuesto farmacolégico usado
frecuentemente en medicina como analgésico fue obtenido desde una planta, la
amapola, desde donde se obtiene la morfina (Benzie & Sissi Wachtel-Galor, 2011).
Este descubrimiento llevo a concluir que los compuestos de las plantas se podian
purificar y administrar en dosis precisas. Desde entonces, que el desarrollo de drogas
guimicamente sintéticas ha sido la forma de cuidar y tratar las enfermedades, sin
embargo, existe una gran parte de los paises en desarrollo que aun utilizan la
medicina tradicional y natural para su cuidado (Benzie & Sissi Wachtel-Galor, 2011).

Hacia fines de la década del 60 principio de los 70, cientificos norteamericanos
comenzaron a estudiar un grupo de plantas para la identificacion de nuevos
compuestos antitumorales, de entre ellos el tejo (Taxus brevifolia). A partir de esta
especie extrajeron el paclitaxel, un agente antitumoral que se emplea para el
tratamiento de algunos tipos de céncer (principalmente cancer de mamas y en
combinaciéon con otro compuesto constituye la quimioterapia para el cancer de
ovarios) por su capacidad de inhibir la multiplicacion de las células tumorales
(Centelles & Imperial, 2010).
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Hongos: una fuente de compuestos con actividad bioldgica

No solo las plantas han sido de importancia medicinal, sino que también los hongos.
En la actualidad, se considera que existen entre 5 y 7 reinos dependiendo de la
clasificacion que se utilice, sin embargo, hasta antes de 1969 los hongos y las plantas
eran considerados en un mismo grupo, hasta que el ecélogo Richard Witthaker en
1969 propuso que los hongos debian poseer su propio reino, puesto que, existian
demasiadas diferencias e incongruencias con las plantas como para reunirlos en un
solo grupo (Whittaker, 1969).

Los hongos son organismos que se caracterizan por presentar agradables aromas y
sabores. Ademas, han ayudado en la salud humana por sus aportes nutricionales,
como proteinas, fibras, minerales e incluso en algunos casos antioxidantes (Wang et
al., 2017). Los hongos también contienen propiedades bioactivas provenientes de sus
polisacéridos, terpenos, lectinas, lactonas y alcaloides (Wang et al., 2017).

Posteriormente al descubrimiento de la penicilina, comenzd una tendencia de utilizar
fuentes naturales de origen vegetal y microorganismos (hongos y bacterias) para la
produccion de nuevos farmacos comerciales (Benzie & Sissi Wachtel-Galor, 2011).
Algunos ejemplos de esto son: estimulantes cardiacos como la digoxina aislados
desde Digitalis purpurea, el &cido salicilico derivado de la corteza del sauce (Salix sp),
reserpina, un antiespasmaodico y antihipertensivo extraido desde Rauwolfia sp,
agentes reductores de lipidos como la lovastatina que proviene desde el hongo
Aspergillus terreus, antibioticos tales como la penicilina y eritromicina extraidos desde
Penicillium notatum y Streptomyces erythraeus respectivamente, todos estos y mas
con gran relevancia médica en el tratamiento de enfermedades que afectan a millones
de personas (Benzie & Sissi Wachtel-Galor, 2011).

Los hongos, presentan una pared celular que posee una estructura que le otorga gran
plasticidad, esta pared celular esta compuesta por tres principales estructuras, a
diferencia de las plantas que presentan una pared compuesta principalmente de
glucosa, la pared de los hongos esta compuesta principalmente por polisacaridos y
proteinas, de entre los polisacaridos se destaca la quitina, las glicoproteinas y el
glucano (Pontén, 2008).

Al ser ricos en polisacaridos se han transformado en interés farmacologico. Uno de
los polisacaridos que ha captado la atencién de diversos investigadores son los de
tipo B- glucanos, los cuales son conocidos por ser ampliamente bioactivos (Kaur et
al., 2020). Los B glucanos presentan estructuras formadas por enlaces p (1 — 3) (1 -
4)y B (1-6), compuestos por unidades monoméricas de 3 — D- glucosa, sin embargo,
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también forman heteroglicanos que involucran monosacaridos como arabinosa,
manosa, fucosa, galactosa, xilosa etc. Se unen a los residuos de proteinas como
complejos PSP (polisacéaridos-proteina) (Pandya et al., 2018).

La disposicion en la que se presenten sus enlaces, la longitud de la cadena principal
y/o la ramificacion de esta interferird en el peso molecular y propiedades bioactivas
asociadas (Kaur et al., 2020). Cabe destacar que los - glucanos no se expresan en
las células animales, sin embargo, éstas si son capaces de reconocerlos, los
monocitos, macrofagos alveolares y neutréfilos humanos poseen un receptor para los
B- glucanos existiendo una especificidad para los ligandos de B-glucanos 1-3 y/o 1-6
(Abel & Czop, 1992; Hofer & Pospisil, 2011).

Se ha descrito que los B-glucano no activan directamente a los leucocitos en el
organismo, sino que lo hacen a partir de los receptores captadores de
monocitos/macréfagos, TLR4 (proteina transmembrana localizada en células
mieloides), CR3 (receptor de células fagociticas), CD14 (receptor células mieloides),
dectina-1 (Receptor de lectina con mayor afinidad a los B-glucanos), entre otros. Los
B-glucanos mejoran la actividad microbicida de los neutréfilos y macréfagos, ademas
de preparar los leucocitos para una mayor respuesta (Schepetkin & Quinn, 2006).

La importancia de estos receptores junto a los - glucanos para el organismo humano,
es que promueven la produccion de globulos blancos y la capacidad de aumentar la
hematopoyesis tanto en la médula 6sea como en el bazo. Debido a que los f-
glucanos promueven la estimulacion de monocitos (y, ademas) provocan que se
desencadene la transcripcion de TNF-a e interleucina 1, esto es lo que los lleva a ser
un agente activo de interés (Williams et al., 1988; Schepetkin & Quinn, 2006; Hofer &
Pospisil, 2011).).

Algunos polisacaridos comerciales son lentinan, un polisacarido proveniente del
hongo Shiitake (Figura 5) (Lentinula edodes), es un polisacarido de 3 (1-3) y B (1-6)
gue resultd ser un gran agente antitumoral e inmunomodulador, este compuesto actla
a través de la produccion de citoquinas a partir de inmunocitos (Zhang et al., 2001).
Por otra parte, se utilizan comercialmente los polisacaridos PSK (krestin) extraidos de
Trametes versicolor o Coriolus versicolor (Figura 5), es un complejo que presenta
conformacién B-glucano (1-4) con cadenas laterales (1-6) B-glucopiranosidico por
cada unidad de glucosa (Pandya et al.,2018). Schizophyllan es otro polisacarido de
conformacién B-glucano (1-3) que tiene unido un grupo B glucopiranosidico unido por
un enlace B (1-6) (Pandya et al., 2018). Todos los compuestos mencionados, actian
estimulando el sistema inmune, ya sea a partir de la produccion de citoquinas donde
se incluyen las interleucinas (IL), factores de necrosis tumoral (TNF), interferones
(IFN) lo cual conlleva a que estos compuestos sean utilizados para contrarrestar los
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efectos inmunopresores de los tratamientos contra el cancer (Filella et al., 2002; Cui
& Chisti, 2003).

Figura 5: A) Trametes versicolor (Coriolus versicolor) B) Estructura quimica del
compuesto PSK krestin, extraido de Trametes versicolor. C) Lentinula edodes sobre
tronco. D) Estructura quimica del compuesto extraido de Lentinula edodes, Lentinan.
(Sanchez, 2012; Pandya et al., 2018).

EL GENERO CYTTARIA

El género Cyttaria esta representado por 11 especies a nivel mundial existiendo 7
especies en Sudamérica y 4 en Nueva Zelanda y Australia. Estas especies son
parasitas exclusivas de los Nothofagus, los cuales para protegerse de esta infeccion
engloban al hongo en una especie de tumor. Los cuerpos fructiferos se denominan
estromas, siendo su principal caracteristica comdn su forma globosa. En Chile y
Argentina se distribuyen 7 especies que comparten, estas son: Cyttaria exigua, C.
hookeri, C. johowii, C. darwinii, C. harioti, C. espinosae y C. berteroi. Estas tres ultimas
especies son las mas consumidas en Chile. (Salazar Vidal, 2020)
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Cyttaria berteroi es el mas grande del género midiendo un diametro de 2.5 a 12
centimetros, conocido vulgarmente como pinatra, son irregularmente globosos,
turbinados, y gelatinosos, son de color amarillento a anaranjado (Figura 6). Su
fructificacion se da entre septiembre y noviembre, su distribucién va desde Valparaiso
a los lagos. Se puede encontrar asociado a N. glauca (Hualo), N. obliqua, N.
macrocarpa (Roble de Santiago). (Peterson & Pfister, 2010; Salazar Vidal, 2020)

Cyttaria espinosae conocido simplemente como diguefie, presenta fructificaciones
entre los meses de septiembre y noviembre (Figura 6). Sus caracteristicas estromales
son que alcanzan un diametro de 1-5 a 5 centimetros de diametro, son carnosos,
globosos y emergen en tumores esféricos. El color de los estromas es anaranjado-
ocraceo una vez maduros. Su distribucion es entre Valparaiso y los lagos. Esta
especie se puede encontrar asociados a N. glauca (Hualo), N. obliqua (Roble) N.
dombeyi (Coihue), N. macrocarpa (Roble de Santiago), N. alpina (Rauli). (Peterson &
Pfister, 2010; Salazar Vidal, 2020)

Cyttaria harioti conocido vulgarmente como Llao Llao o diguefe del coihue posee
estromas de 2 a 4.5 centimetros de diametro, son subglobosos y su base se torrna
conica, de color amarillo-anaranjado y amarillos- ambarinos cuando estan maduros
(Figura 6). Estos estromas emergen a partir de un tumor esférico. La fructificacion de
C. harioti se presenta entre noviembre y enero y su distribucion es desde la region del
Maule hasta la Patagonia. Las especies a las que esta asociado son: Nothofagus
antarctica (Nirre), N. belutoides (Coihue de Magallanes), N. dombeyi (Coihue), N.
nitida (Coihue de Chilo€) y N. pumilio (Lenga) (Peterson & Pfister, 2010; Salazar Vidal,
2020).

El género Cyttaria, ha sido poco estudiada, su simbiosis con Nothofagus como sus
propiedades nutricionales y bioactivas. En Chile, de las 7 especies descritas, Cyttaria
harioti es la especie mas estudiada, entre 1975 y 1984 se describieron dos
importantes polisacaridos que presentan una conformacion a-glucano y otro (1-3) B-
glucano con ramificaciones (1-6) B-glucano, este segundo polisacarido tiene
importancia clinica como ya se ha mencionado antes, puesto que, presentan funcion
citotoxica (Fernandez Cirelli & de Lederkremer, 1976; Oliva et al., 1985). Estudios
recientes realizados por Salazar- Vidal et al. (2020), evidenciaron que los
polisacéaridos extraidos de C. berteroi y C. harioti poseen actividad citotéxica en las
lineas celulares de cancer de colon (HCT-116), leucemia (U-937) y cancer de mama
(MCF-7). Desde el punto de su potencial nutricional, se reportd que las especies de
Cyttaria berteroi y Cyttaria harioti poseen un alto contenido de proteinas y de
aminoacidos, sin embargo, la actividad antioxidante no resulté significativa. Un factor,
importante de mencionar es que dependiendo del método de extraccion yl/o
purificacion de los compuestos a estudiar, es la proporcién y aplicacion que tendran
(Zhang et al., 2015). A partir de los antecedentes mencionados, proponemos que las
especies comestibles de diguefies Cyttaria berteroi, Cyttaria espinosae y Cyttaria
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harioti presentan polisacaridos con actividad citotoxica diferenciada dada sus
caracteristicas fisico-quimicas

Figura 6: A) Cyttaria berteroi sobre rama de N. obliqua. B) Cyttaria harioti sobre N.
dombeyi. C) Cyttaria espinosae sobre rama de N. obliqua. (Salazar Vidal, 2020;
Salazar-Vidal et al., 2020)
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HIPOTESIS: Las especies comestibles de digilefies Cyttaria berteroi, Cyttaria
espinosae y Cyttaria harioti presentan polisacaridos con actividad citotoxica
diferenciada dada sus caracteristicas fisico-quimicas

OBJETIVO GENERAL: Comparar las diferencias fisico-quimicas y citotoxicas de los
polisacaridos de los hongos Cyttaria berteroi, Cyttaria espinosae y Cyttaria harioti.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.- Caracterizar la quimica de los polisacaridos de los hongos Cyttaria berteroi,
Cyttaria espinosae y Cyttaria harioti.

2.- Determinar las caracteristicas termoestables de los polisacaridos de los hongos
Cyttaria berteroi, Cyttaria espinosae y Cyttaria harioti.

3.- Determinar la actividad citotoxica de los polisacaridos de los hongos Cyttaria
berteroi, Cyttaria espinosae y Cyttaria harioti.
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MATERIALES Y METODOS

RECOLECCION DE MUESTRAS

Los estromas fueron recolectados entre primavera y verano de los afios 2017-2018
en la zona de Nahuelbuta VIl region y la reserva Altos de Lircay VII region. Luego las
muestras fueron trasladadas el Laboratorio de Quimica de Productos Naturales de la
Universidad de Concepcion y fueron almacenadas a -20 °C para su posterior uso.

IDENTIFICACION DEL MATERIAL BIOLOGICO

Los caracteres macroscopicos de los estromas fueron observados y documentados
en campo a través de fotografias in situ a color realizadas con camara réflex Canon
modelo T6 y en laboratorio bajo lupa microscopica.

La determinacion taxonémica de los especimenes recolectados se realzé observando
los caracteres microscopicos bajo un microscopio 6ptico trinocular AmScope modelo
T670B sobre secciones de material fresco y/o deshidratado previamente a 45°C en
un deshidratador de alimentos Blanik, montado en agua, KOH al 5%, floxina y reactivo
de Melzer, utilizando bibliografia base (Gamundi, 1971; Furci, 2013)

Posteriormente los estromas congelados fueron liofilizados durante 48 h en un
liofilizador automatico modelo CHRIST Alpha 2-4 LO plus. Finalmente, estos fueron
triturados en una picadora Moulinex DP800.

EXTRACCION DE LOS POLISACARIDOS

Para realizar la extraccién de los polisacaridos se utilizé el método descrito por
(Figueroa et al., 2019) con algunas modificaciones. Se utilizaron 100 g de muestra
liofilizada, y se resuspendieron en 500 mL de etanol al 70% durante 24 h con la
finalidad de eliminar pigmentos y proteinas. Posteriormente, las muestras se
centrifugaron y se recuperoé la biomasa. Luego, las muestras se resuspendieron en
1.2L de agua destilada y fueron calentadas por 2 h a una temperatura de 70-80°C
con agitacion constante. Se dejaron enfriar y se centrifugaron durante 10 min. a
4500 rpm (este proceso se realizo dos veces). Luego, se recupero el sobrenadante y
fue concentrado en un rotavapor (IKA HB10 digital, Staufen, Germany) a 90 rpm,
luego se agrego etanol absoluto (2:1) y se dejo toda la noche a 4°C para precipitar
los polisacéaridos. Las muestras se centrifugaron a 4500 rpm por 10 min y fueron
recuperados los polisacaridos crudos (Pc). Seguidamente, los Pc fueron liofilizados
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(Lyophilizer Cryodos, Telstar) (trampa de frio -60 °C, 1 atm de presion) durante 24 h
y almacenados en frascos &mbar para su posterior uso.

Finalmente, para cada tipo de polisacarido se le calculo el %de rendimiento con la
formula utilizada por Samavati (2013).

ASPY (Masa de polisacarido total (g))
0 =

(Masa de hongo utilizado (g))

PURIFICACION DE LOS POLISACARIDOS

Los PsC fueron purificados de acuerdo con la técnica descrita por Palanisamy et al.
(2017). Brevemente, se utilizé 250 mg de PsC se le afiadié 25mL de agua y 0,75 ml
de HCI 3M y se calentdé con agitacion durante 3 horas, luego se dejo enfriar, se
centrifugé a 4500rpm durante 15 min y recupero el sobrenadante. Al sobrenadante se
le agreg6 0,75mL de NaOH 1M para detener la reaccion, se agreg6é 100mL de etanol
para precipitar los polisacéridos. Se conservé durante toda la noche a 4°C. Para
recuperar los polisacaridos purificados (PsP) se centrifugé durante 15 min a 4500rpm.
Los PsP obtenidos se traspasaron a placas Petri, se les agrego agua y dejo congelar
para finalmente liofilizar.
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Figura 7: Esquema para la extraccion y purificacion de los polisacéaridos de los hongos
Cyttaria berteroi, Cyttaria espinosae y Cyttaria harioti.

ESPECTROSCOPIA INFRARROJA CON TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Los espectros infrarrojos se determinaron utilizando un FTIR. El analisis de las
fracciones PsC y PsP se llevo a cabo generando discos 16mm (diametro) preparados
con una mezcla de polisacéarido y bromuro de potasio (1% p/p) prensados a 15,0 t de
presién hidrostatica durante 5 min. Posteriormente, los discos se midieron con un
espectrofotometro infrarrojo en el rango de frecuencia de 4000400 cm™'. El ajuste de
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la linea de base se realizé utilizando el programa de espectrofotometro (Thermo
Nicolet OMNIC) para aplanar lineas de base en cada espectro.

ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (TGA)

El comportamiento térmico de PsC y PsP se evalué mediante analisis térmico
gravimétrico (TGA) y gravedad térmica diferente (DTG) con el analizador térmico (STA
449 F3C, Netzsch, Alemania). Se introdujo PsC y PsP (4 mg) en la bandeja de
muestra y se calentd de 10 a 600 °C con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min
en atmodsfera de nitrégeno. El caudal de gas fue de 40 ml/min. (Chen & Xue, 2018)

ENSAYOS ANTIOXIDANTES

ENSAYO RADICAL DPPH

El ensayo de eliminacion de radicales DPPH se realiz6 mediante el procedimiento
descrito por Brand-Williams et al., (1995) con modificaciones de Criséstomo-Ayala et
al., (2021). Para determinar la actividad de eliminacion de radicales DPPH de los PsC
y PsP de las especies de Cyttaria y de Trolox de utilizé el radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo (DPPH). La mezcla contenia 270 pL de radical DPPH 0.06mM preparada
en metanol y 30 pL de Trolox (para la curva) en diferentes concentraciones (10 a
200ug/mL) y para la actividad de los polisacaridos, todas las determinaciones por
triplicado. La actividad de eliminaciéon de radicales fue expresada como % de
inhibicidn, los cuales fueron calculados a partir de la formula descrita por Masek et al.
(2020).

inhibicién [%] = [(Ac — Am)/Ac] X 100

donde Ac es la absorbancia control y Am es la absorbancia de la muestra.
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ENSAYO RADICAL ABTS*

El ensayo ABTS* se realizé mediante el procedimiento descrito por Re et al., (1999)
con algunas modificaciones de Crisostomo-Ayala, et al., (2021). Las soluciones
estandar utilizadas fueron ABTS 3.5mM (2,2-azino-bis-3-etilbenzoazolina-6-sulfonato)
y persulfato potasico 1,22M. Luego se utilizé ambos stocks mezclandolos en partes
iguales y permitiéndoles reaccionar por 16 h a temperatura ambiente en oscuridad.
Posteriormente se obtuvo el radical ABTS*. Luego se diluyé la solucion mezclando
1mL de radical ABTS"y 14mL de agua destilada para obtener un valor de absorbancia
de 0.70 + 0.01 unidades a 750nm. La solucion ABTS* se preparo recientemente para
cada ensayo, para la reaccion se utilizé 20 pul de muestra (concentracién 1000 pg/ml)
de cada polisacéarido y 180 pl de radical ABTS*. Para la curva estandar Trolox ((x-6-
hidroxi-2,5,7,8-acido tetrametilcromano-2-carboxilico) se utilizaron diluciones de 10 a
200 pg/ml. Todas las determinaciones fueron realizadas por triplicado. La actividad
antioxidante fue expresada como % de inhibicion, los cuales fueron calculados a partir
de la formula descrita por Masek et al. (2020):

inhibicion [%] = [(Ac — Am)/Ac] X 100

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

ENSAYO CITOTOXICIDAD

El ensayo de citotoxicidad se llevo a cabo utilizando la linea tumoral de mama MCF-7
para ser expuesta a extractos crudos y purificados de Cyttaria berteroi, Cyttaria
espinosae y Cyttaria harioti. La linea tumoral se mantuvo con medio DMEM,
antibidtico/antimicético 1X, L-glutamina 1X, suero fetal bovino al 5% e incubado a
37°C en 5% de COz en cajas de cultivo celular de 25mL.Para esto utilizando placas
de 96 pocillos se pusieron 5000 células por pocillo y se agregaron 100uL de las
muestras y se mantuvo en iguales condiciones de suplementos e incubacion por 72
horas, al cabo de este tiempo se realizo el conteo de viabilidad celular para esto se
utilizé el compuesto MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio).
Como control negativo se utilizd el cultivo celular sin adicién de la muestra, al cual
también se le hizo conteo celular como punto de comparacion del crecimiento
logaritmico a las 72 horas. Los ensayos se realizaron por triplicado. La citotoxicidad
en la linea tumoral se realiz6 mediante el recuento de las células viable a 72 horas
después de la adicion de las muestras en las concentraciones de polisacaridos (0-
10.000pg/mL). El porcentaje de célula viables se calculo a partir del valor medio del
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recuento de los cultivos tratados con cada concentracion de las muestras respecto al
control que es el 100% de viabilidad.

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados fueron expresados como media + desviacion estandar de tres
experimentos (n=3). Para comparar las diferencias significativas en cada tratamiento
de citotoxicidad se realizé un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias. Previo a los
andlisis se evaluaron los supuestos de normalidad, y la homogeneidad de varianza.
Posteriormente, cuando existieron diferencias significativas se realizé una prueba
post-hoc HSD de Tukey para la comparacion entre las medias de cada tratamiento.
Se consideraron diferencias significativas cuando p<0,05. Los analisis se realizaron
utilizando el programa STATISTICA 7.0.

RESULTADOS

Tabla 1: Rendimiento de los polisacaridos totales (%) de las especies de Cyttaria
berteroi, Cyttaria espinosae y Cyttaria harioti, a partir de 100 gr.

Especie Rendimiento PsC
(%)

Cyttaria berteroi 13,2

Cyttaria espinosae 25,81

Cyttaria harioti 6,92

Como se observa en la tabla 1 el mayor rendimiento de polisacaridos crudos se
reporté en Cyttaria espinosae, seguido por C. berteroi y finalmente C. harioti. Por otra
parte, mencionar que posterior al proceso de purificacién la mayor pérdida de masa
fue observada en C. harioti, seguido de C. espinosae y finalmente C. berteroi.

ESPECTROSCOPIA INFRAROJA CON TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Para conocer la composicién de los polisacaridos de las especies de Cyttaria se
realizaron analisis de espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR)
en donde los resultados se muestran en las figuras 8,9 y 10.
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Figura 8: Espectros FTIR de polisacaridos PsC y PsP obtenidos de Cyttaria berteroi

Los peaks 1y 2 en color (rojo y negro) a 3268 y 2920 cm representan una absorcion
asociada a grupos OH y CH respectivamente. Entre los 1600 y 1400 cm™ (peaks 3 y
4) para el PsC estan asociados a proteinas, mientras que en PsP indican la presencia
de &cido urénico y anillos aromaticos. El peak 5 a 1018 cmde se asocia a enlaces C-
O; en cambio el peak 5 a 1424 cm de PsP representa un grupo carboxilo; el peak 6
a 1156 cm™ en el PsC muestra un pequefio quiebre asociado a B glucano. El peak 6
a 1150 cm* de PsP indica un peak extenso corresponde a un estiramiento C-O-C. El
peak 7 indica dos peak, por un lado, un estiramiento alrededor del 992 cm™ lo que
muestra la presencia de un enlace C-O (glucosidico), ademas de un peak a 995 cm*
donde existe una superposicion atribuida a la presencia de 3 glucanos. Finalmente, el
peak 8 a 828 cm™ es un peak asociado a B glucanos.
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Figura 9: Espectros FTIR de polisacaridos (PsC y PsP) obtenidos de Cyttaria
espinosae

En los peaks a 3300 cm? a 2922 cm™ (1 y 2 de ambos polisacaridos) muestran
estiramiento de OH y CH respectivamente; el peak 3y 4 a 1627 cm™* y 1363 cm™ de
PsC indican la presencia de proteinas mientras que el peak 3 de PsP a 1638 cm™
indica acido urénico y el peak 4 a 1357 cm™ representa un estiramiento de un grupo
carboxilo; los peaks 1146 cm™, 1075 cm™, 993 cm™ (5, 6 y 7) de PsC indican C-O-
C, B y enlace glicosidico C-O respectivamente; el peak 8 y 9 a 904 cm™ y 844 cm™?
representan a y B glucanos superpuestos . Por otra parte, PSP en sus peaks 5y 7,
1146 cm?y 992 cmindican C-O-C y C-O respectivamente, mientras que los peaks
1076 cm™ ,928 cm y 835 (peaks 6, 8 y 9) muestran los B glucanos y a y B glucanos
superpuestos.
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Figura 10: Espectros FTIR de polisacaridos PsC y PsP obtenidos de Cyttaria harioti.

En los peaks 1y 2 (ambos polisacéaridos), 3280 cm* y 2925 cm™ respectivamente
indican la presencia de grupos OH y CH; los peaks a 1583 cm™ y 1369 cm™ (peak 3
y 4) en PsC indica la presencia de proteinas mientras que el peak 3 a 1641 cm™ en
PsP indica a un &cido urénico; las peaks 4y 5, 1418 cm™ y 1363 cm™ en PsP indican
la presencia de grupos acidos; la peak 5 de PSC a 1146 cm™y la peak 6 a 1077 cm™
de PsP indican un grupo C-O-C; la peak 6 a 994 cm™* PsC es indicativo del enlace
glucosidico C-O ademas de la presencia de pequefas superposiciones indicativas de
B glucanos. Por otra parte, lo puntos 6 y 7 de PSP es decir a 1148 cm? y 1075 cm™?
indican grupos C-O-C y B glucanos respectivamente. Finalmente, los peaks 992 cm-
y 828 cm (peaks 8 y 9) indican el enlace glicosidico y superposicion ay B glucanos
respectivamente.
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ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (TGA)

Tabla 3: Andlisis termogravimétrico de los PsC y PsP de las especies de Cyttaria.

Especie Polisacarido Te inicial T° final Peak Masa
(°C) (°C) (°C) perdida
(%)
C. berteroi PsC 71,8 212,5 147,9 15
PsC 2125 300 262,6 47
PsP 23 103 58,5 8
PsP 103 181 _ 2
PsP 181 3114 289,2 49
C. espinosae PsC 53,5 125 _ 2,5
PsC 125 260,7 _ 9,5
PsC 260,7 321 299 51
PsP 59,4 160 125,3 7,5
PsP 160 245 13
PsP 245 302,5 277,9 52,5
C. harioti PsC Sl 109,4 4
PsC 109,4 237,5 9,5
PsC 237,5 321,9 298,7 50,5
PsP 7,5 107,5 102,5 6
PsP 107,5 247,5 14
PsP 247,5 305 287,7 52,5

En la tabla 3 se muestran los andlisis termogravimétricos realizados a los PsC y PsP
de las especies de Cyttaria.

En los PsC y PsP de la especie Cyttaria berteroi se registraron 2 peaks. En los PsC
el primer evento de pérdida de masa reporté un peak a los 147,9°C con una pérdida
de masa del 15% a los 212,5°C y en el caso de PsP el primer evento de pérdida
comenzé a los 23°C y se observé un peak a 58,5°C con una pérdida de masa del 8%
a los 103°C. El segundo evento de pérdida de masa de los PsC comienza a los 250°C
reportando un peak a los 262,6°C con una pérdida de masa de un 47% a los 300°C
mostrando una pérdida menor en 2% que PsP que comenzé su segundo evento de
pérdida de masa a los 181°C reportando un segundo peak a los 289,2°C con una
pérdida de masa del 49% a los 289,2°C.

Por otra parte, en la especie Cyttaria espinosae los PsC comenzaron su primer evento
de pérdida de masa a los 53,5°C manteniendo una minima pérdida de masa de 9,5%
hasta los 260°C momento en el que comienza el segundo evento de pérdida
reportando un peak 299°C con una pérdida de masa del 51% a los 321°C. Por otra
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parte, los PsP comenzaron su primer evento de pérdida de masa a los 59,4°C
reportando un peak a los 125,3°C con una pérdida de masa del 7,5% a los 160°C
momento del inicio del segundo evento de pérdida de masa reportando un peak a los
277,9°C con una pérdida de masa del 52,5% a los 302,5°C.

Finalmente, en la especie Cyttaria harioti los PsC comienzan su primer evento de
pérdida de masa a los 31,3°C manteniendo una pérdida minima del 13,5% hasta los
237,5°C momento donde inicia el segundo evento de pérdida el cual reporta un peak
a los 298,7°C con una pérdida del 50,5% a los 321,9°C, mientras que los PsP tienen
su primer evento de pérdida de masa a los 7,5°C reportando un peak a los 102,5°C
con una pérdida de masa del 6% a los 107°C, el segundo evento de pérdida de masa
inicia a los 247,°C reportando un peak a los 287,7°C con una pérdida del 52,5% a los
305°C.

Los PsP reportaron eventos de pérdida de masa a menor temperatura que los PsC
ademas, los PsP presentaron una mayor pérdida de masa que los PsC, obteniendo
una diferencia de entre el 1y 2%
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ACTIVIDAD CITOTOXICA
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Figura 11: Efecto de los polisacaridos crudos (PsC) y purificados (PsP) de Cyttaria
berteroi en la linea celular de mamas (MCF-7).

Tabla 4: Andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias, donde se evalla el efecto de la
concentracion de polisacéarido y el tipo de polisacéarido (PsC y PsP) frente la linea
celular de mamas (MCF-7) de Cyttaria berteroi

Efecto gl MS F p

Concentracion 11 2939 567 0,000
Tipo polisacéarido 1 1718,1 331,3 0,000
Concentracion*polisacarido | 11 71,1 14 0,000

* Valor de significancia p<0.05
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Figura 12: Efecto de los polisacaridos crudos (PsC) y purificados (PsP) de Cyttaria
espinosae.

Tabla 5: Andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias, donde se evalla el efecto de la
concentracion de polisacarido y el tipo de polisacarido (PsC y PsP) frente la linea
celular de mamas (MCF-7) de Cyttaria espinosae

Efecto gl MS F p

Concentracion 11 594,1 101 0,000
Tipo polisacarido 1 394 67 0,000
ConcentracionXpolisacarido | 11 88 15 0,000

* Valor de significancia p<0,05
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Figura 13: Efecto de los polisacaridos crudos (PsC) y purificados (PsP) de Cyttaria

78

harioti en la linea celular de mamas (MCF-7).

Tabla 6: Andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias, donde se evalla el efecto de la
concentracion de polisacarido y el tipo de polisacarido (PsC y PsP) frente la linea

celular de mamas (MCF-7) de Cyttaria harioti

160 313 625 1250 2500 5000 10000
Concentracion ( pg/ml)

Efecto GL MS F P

Concentracion 11 500 35 0,000
Tipo polisacéarido 1 339 24 0,000
ConcentracionXpolisacarido | 11 535 37,1 0,000

* Valor de significancia p<0.05
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Las actividades citotdxicas de las especies de Cyttaria berteroi, C. espinosae y C.
harioti se muestran en las Figuras 11, 12 y 13 respectivamente. Al someter la linea
celular de cancer de mamas MCF-7 a concentraciones crecientes de PsC y PsP de
C.berteroi se observd una actividad citotoxica significativa (p<0,05). En los PsC se
reporto un I1Cso de 9,8 mg/mL y al exponer las células tumorales a una concentracion
de 10 mg/ml de polisacarido se observd un promedio de 46+2,2% de supervivencia
(Figura 11, Tabla 4). En los PsP se report6é un ICso de 5 mg/mL y un maximo nivel de
inhibicibn a una concentracion de 10 mg/ml observandose un porcentaje de
supervivencia del 29+3,9%.

Por otra parte, al exponer la linea celular de cancer de mamas (MCF-7) a
concentraciones crecientes de polisacaridos de la especie C. espinosae se reportd
una actividad citotoxica significativa (p<0,05) sobre la linea (Figura 12, Tabla 5). Los
PsC reportaron una supervivencia promedio del 79+2,1% mientras que los PsP fue de
un 62+3,1%.

Finalmente, los polisacaridos de Cyttaria harioti evidenciaron un efecto citotdxico
significativo sobre la linea celular de cancer de mama (MCF-7) (Figura 13, tabla 6).
En los PsC se obtuvo una inhibicién del 10% en la supervivencia celular. Por su parte,
PsP si mostro un ICsp a los 9,8 mg/mL, a la concentracion de 10 mg/mL el porcentaje
de supervivencia bajo al 48+2,0%.

DISCUSION

FTIR

En este estudio, las caracteristicas estructurales mediante FTIR se observaron
sefales caracteristicas de polisacéaridos, la sefial reportada entre el rango de 3000-
3500 cm en los espectros de C. berteroi, C. espinosae y C. harioti corresponde a la
presencia de grupos OH. Datos similares fueron previamente observados por Kozarski
et al. (2012) en polisacaridos extraidos de la especie Lentinula edodes atribuido a los
grupos OH. Por otra parte, los grupos CH reportados entre los rangos de los 2500 y
2900 cm™ son similares a lo evidenciado por Kozarski et al. (2011) en polisacaridos
de Agaricus brasiliensis, Kozarski et al. (2012) con polisacaridos de Trametes
versicolor y Chen et al. (2019) en polisacéaridos de Grifola frondosa.

Los enlaces glucosidicos (C-O) reportados en las especies de Cyttaria coinciden con
los observados por Kozarski et al. (2011) en polisacéaridos de Agaricus brasiliensis con
un peak a 1020 cm?, Agaricus bisporus a 1022 cm?, Phellinus linteus 1044 cm™.
Kozarski et al. (2012) también reporté peaks similares en las especies Lentinula
edodes y Trametes versicolor, 1019 cm™ y 1023 cm! respectivamente.
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Las peaks asociadas a los enlaces B-glucanos de los polisacaridos de Cyttarias se
asemejan a lo previamente reportado por Kozarski et al. (2011) quienes observaron
gue las sefales entre los 1000 y 1100 cm de los polisacaridos de las especies G.
lucidum, P. linteus y A. brasiliensis se asociaban a la presencia de B-glucanos. En
esta linea, Kozarski et al. (2012) indicaron que los polisacaridos de Ganoderma
applanatum y G. lucidum reportan peaks asociados a 3-glucanos en los rangos 890 y
891 cm!respectivamente. Por su parte Chen et al (2019) indicaron un peak a 917 cm-
1 en polisacaridos de Grifola frondosa el cual asociaron a enlaces B-glucano. Por otra
parte, en los espectros de este estudio se observo la presencia a-glucanos en los
pglucanos ende las especies de Cyttaria, esto se relaciona con lo reportado Kozarski
et al. (2012) donde reportaron la presencia de a-glucanos en polisacaridos de la
especies G. applanatum a los 920 cm™.En esta misma linea, Ji et al. (2019) y Chen et
al. (2019) observaron que la presencia de a-glucanos en los polisacaridos de G.
frondosa estaban asociadas a sefiales alos 842 cm™*y 867 cm™, respectivamente

Finalmente, las proteinas reportadas en los PsC entre las peaks 1400 y 1600 cm™.
Para los polisacéaridos de C. berteroi se identificaron dos peaks asociadas a proteinas
alos 1403 y 1589 cm, en C. espinosae se reportaron peaks asociadas a proteinas a
los 1401, 1487 y 1627 cm™ y en C. harioti se observaron peaks de absorcién de
proteinas a 1369, 1410 y1583 cm, estas peaks coinciden con lo previamente
evidenciado por Kozarski et al. (2011) donde indicaron que polisacaridos de Lentinula
edodes, reportan peak asociados a proteinas en los rangos a 1635 cm?, 1520 cmty
1412 cm? , de forma semejante reportaron para los polisacaridos de Trametes
versicolor con peaks a 1636 cmty 1411 cm™ . Por otra parte, los acidos urénicos
reportados en los PsP de C. berteroi a 1736 cm™ y 1638 cm™, C. espinoase a los
1638 cmty C. harioti a los 1641 cm™ se asemejan a lo reportado previamente por
Chen y Xue (2018) con los polisacaridos de la especie Auricularia polytricha en donde
relacionaron las sefiales a 1740 y 1617 cm™ con &cidos urénicos.

ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO

La importancia de estudiar la termo estabilidad de los compuestos estudiados es para
identificar si tienen la capacidad de superar los procesos de esterilizacion que se
deben someter los compuestos que seran utilizados en la industria farmacéutica,
nutracéutica entre otros. (Chen & Xue, 2018).

Los analisis termogravimétricos de los PsC y PsP de las tres especies de Cyttaria se
muestran en la tabla 3, para las tres especies de Cyttaria la primera pérdida de masa
se reportd alrededor de los 100° C lo que indica la evaporacion del agua libre y la
estructural como lo indicaron previamente Chen & Xue (2018) donde observaron que
la primera pérdida de masa en polisacaridos de Auricularia polytricha se estableci6
entre los 30 y 140°C, asi también lo reportd Xu et al. (2019) en su estudio con
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polisacaridos de Ganoderma lucidum, indicando que alrededor de los 100°C los
polisacéridos sufrieron una ligera pérdida de masa. El inicio del segundo evento de
pérdida de masa marca diferencia entre los polisacéaridos y entre las especies, estos
se reportan entre los 181°C y 260°C, esta pérdida de masa se asocia a la degradacion
propia del polisacarido como lo reportaron previamente Chen & Xue (2018) en
polisacéridos de Auricularia polytricha con un segundo evento de pérdida alrededor
de los 250°C evidenciando una pérdida de masa del 56,9%; Xu et al. (2019) con
polisacaridos de G. lucidum reportaron que el segundo evento de pérdida de masa
comenzo a los 229°C y Wang et al. (2019) en polisacaridos de Alternaria tenuissima
reportando que el segundo evento de pérdida de masa se llevé a cabo a partir de los
245°C. Las diferencias de termoestabilidad entre PsC y PsP estan relacionadas con
los procesos de obtencién, la disminucion de la termoestabilidad de los PsP frente los
PsC se puede atribuir al proceso de purificacion con acido y posteriormente finalizar
la reacciéon con hidréxido de sodio, esto fue reportado anteriormente por Rozi et al
.(2019) quienes estudiaron los polisacaridos de Fritillaria pallidiflora reportando que la
fraccion tratada con acido y otra fraccién tratada con hidréoxido de sodio demostraron
menor termoestabilidad que la fraccion tratada solo con agua.

ENSAYOS ANTIOXIDANTES

Las pruebas DPPH y ABTS son los ensayos antioxidantes mas comunes, con DPPH
se establece la capacidad que tiene un compuesto determinado para estabilizar un
radical ya sea donando un electron o un atomo de hidrégeno (Chen & Xue, 2018).
Por su parte ABTS* evidencia la capacidad antioxidante total tanto antioxidantes
hidrofilicos como lipofilicos (Rodriguez Aguirre et al., 2016)

Los ensayos antioxidantes aplicados a los PsC y PsP de las especies de Cyttaria,
tuvieron una escasa reaccion frente a los radicales ABTS* y DPPH (resultados no
mostrados en este estudio), esta situacion puede ser explicada debido a que se ha
demostrado que los polisacéaridos para exponer una accion antioxidante requieren del
complejo polisacaridos-proteina (Wang et al., 2016), asi lo demostro6 Liu et al. (1997)
comparando la accion de ocho polisacaridos de distintas especies como agentes
antioxidantes, mediante distintos métodos, en consecuencia encontraron que el
polisacarido comercial lentinan y el polisacarido Schizophyllum (extraido de Coriolus
versicolor) contenian un bajo contenido de proteinas en sus estructuras, ademas de
presentar un bajo efecto en los ensayos antioxidantes, por el contrario los complejos
polisacaridos-proteina obtenidos de Ganoderma lucidum y Grifola umbellata,
generaron una mejor respuesta frente a los radicales. Asi también, Huang et al. (2013)
fracciond en 5 extractos los polisacaridos de Cordyceps sinensis, y tan solo una
fraccion, la con mayor contenido de proteina mostro una alta actividad antioxidante.
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Por otra parte, estudios demuestran que el medio de extraccion de los polisacaridos
interfiere en la actividad antioxidante, como lo expuso Liu et al. (2013) quienes
compararon dos técnicas de extraccion (I) mediante agua caliente y (lI) mediante
ultrasonido, dando a conocer que aquellos polisacaridos extraidos mediante
ultrasonido presentaron mayor porcentaje de proteinas y a su vez mejor capacidad
antioxidante que los polisacaridos extraidos mediante agua caliente.

Finalmente, las fracciones de polisacéaridos purificados debido a que se eliminan los
compuestos fendlicos y proteinas no muestran actividades antioxidantes significativas
(Wang et al., 2016). Sin embargo, esto no ocurre en todos los casos puesto que, el
proceso de purificacion realizado en este estudio no es la causa principal de la falta
de actividad antioxidante dado que, los polisacaridos purificados de algas mediante
esta misma técnica, si presentan actividad antioxidante como lo describié Palanisamy
et al. (2017) con fucoidanos de Sargassum polycystum

ACTIVIDAD CITOTOXICA

El cancer de mamas es el mas comun entre las mujeres, la linea celular de mama
MCF-7 ha sido la mas utilizada a lo largo de los estudios con lineas celulares
tumorales. Se destaca por ser una linea resistente a multiples farmacos
anticancerigenos (Doyle et al., 1998).

Los andlisis de citotoxicidad medidos en el presente estudio indican diferencias entre
especies ademas de comportamientos distintos dependiendo del tipo de polisacérido,
los PsP presentan mayor actividad citotoxica que los PsC.

En el presente estudio, se observd una respuesta citotoxica dependiente de la
concentracion de los polisacéaridos, esto concuerda con lo descrito por Hanyu et al.,
(2020) con polisacéaridos de Ganoderma applanatum frente a la linea celular MCF-7
donde se reporté un IC50 a 9,976 mg/mL observando una inhibicion dependiente de
concentracion. Asi también lo reportdé Albornoz et al. (2022) con polisacaridos de
Nothophellinus andinopatagonicus frente a la linea celular MCF-7, reportando una
respuesta inhibitoria dependiente de la concentracion.
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Es importante destacar que la actividad citotoxica observado en este estudio difiere a
lo reportado previamente por Salazar-Vidal et al. (2020) donde los polisacaridos
extraidos de Cyttaria berteroi contenia un ICso por sobre los 10 mg/mly los de C. harioti
un ICso 9,470 mg/ml. Estas diferencias pueden estar atribuidas al proceso de
despigmentacion, en el presente estudio se despigmentd durante 24h en etanol para
conseguir una mayor eliminacion de proteinas y compuestos fendlicos, esto en
comparacion con el estudio realizado previamente por Salazar et al. (2020). Ademas,
es sabido que las proteinas presentes en los complejos proteina-polisacérido
(glicoproteina) aumenta las propiedades bioactivas (Xu et al., 2011, Giavasis, 2014).
Esto queda en evidencia en el estudio realizado por Wu, Siu, & Geng, (2021) donde
una fraccién Grifola frondosa, estaba constituida por un 30% proteina y un 70%
polisacarido. Esto deja en evidencia que las diferencias de citotoxicidad observadas
en este estudio pueden ser atribuidas a los pesos moleculares y la conformacién
estructural del polisacérido purificado.

Asi mismo Wang et al. (2020) sugiere que el peso molecular de polisacaridos de
Lentinula edodes confiere la principal caracteristica bioactiva, luego la composicion
de monosacaridos, los cuales pueden diferir dependiendo la especie, ademas de la
purificacion aplicada, la proporcion de enlaces glucosidicos y la configuracion tanto
de la cadena principal como ramificada.

Por otra parte la diferencia entre los PsC y PsP puede establecerse a la presencia de
ciertos tipos de &cidos urénicos, quizas del grupo glicoaminoglicanos, como heparan
sulfato (HS) que presenta capacidad de activar e inhibir citoquinas como interleucinas
y factor de necrosis tumoral; Heparina (hep) presenta actividad anticoagulante lo
ayuda a suprimir el crecimiento tumoral y/o condroitin sulfato (CS) el cual tiene
capacidades antiogiogénicas durante la generacién de un tumor (Koéwitsch et al.,
2017).

Puesto que los PsC y PsP reportaron contener enlaces B-glucanos, es posible que el
mecanismo de accién para la actividad citotoxica sea la inmunomodulacién como fue
reportado anteriormente por Kozarski et al (2011) con polisacéaridos de A. bisporus, A.
brasiliensis, G. lucidum, y P. linteus donde midieron la actividad inmunomoduladora a
partir de la concentracion de IFN-y. En esta misma linea Smiderle et al., (2013) con
polisacaridos de Agaricus bisporus y Agaricus brasiliensis reportando que ambos
presentaban actividad inmunomoduladora en macrofagos humanos. Otro mecanismo
de acciodn es la intervencion en el ciclo celular del tumor como lo reportaron Albornoz
et al (2022) con polisacaridos acidos de N. andinopatagonicus los cuales demostraron
actuar fomentando la apoptosis y reduciendo el porcentaje de células en las distintas
etapas (S, G2, M).
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CONCLUSION

El presente estudio reporta nueva informacion para las especies mas consumidas en
Chile del género Cyttaria. Este estudio concluye que los polisacaridos C. berteroi, C.
espinosae y C. harioti, presentan diferencias fisicas, sus grados de termoestabilidad
si bien es cierto, son estables por bajo los 250°C, los polisacéaridos de C. berteroi son
los que presentan la termoestabilidad mas baja y los polisacaridos de C. espinosae
reportd la termoestabilidad mas alta. En esta misma linea, los PsP obtuvieron una
termoestabilidad menor a los PsC por lo que es conveniente buscar otros métodos de
purificacion igualmente efectivo. Las diferencias quimicas reportadas a partir de los
espectros infrarrojos evidencian diferencias en la composicion de proteinas, acidos
urénicos, enlaces B-glucanos y grupos funcionales.

Los polisacaridos (PsC y PsP) de C. berteroi, C. espinosae y C. harioti, reportaron
actividad citotoxica diferenciada frente la linea celular de cancer de mamas (MCF-7),
siendo los PsP de C. berteroi los mas prometedores frente a esta linea celular,
mientras que los PsP de C. espinosae y C. harioti podrian funcionar como inhibidores
del crecimiento tumoral. La hipdétesis de este estudio se acepta, puesto que si existe
una actividad citotoxica diferenciada entre los polisacaridos de las especies mas
consumidas en Chile del género Cyttaria.

Futuros estudios deben centrarse en estudiar otras técnicas para medir capacidad
antioxidante, estudiar otras propiedades fisicas como la viscosidad y la elasticidad.
Ademas, identificar los mecanismos de accion de los polisacaridos, composicién de
monosacaridos, acidos urénicos presentes, analizar la estructura y peso molecular.
Asimismo, es necesario realizar estudios citotéxicos en lineas celulares sanas para
identificar que no sea téxico para estas mismas. Los resultados evidenciados en este
estudio impulsan a seguir estudiando los polisacaridos de las especies de Cyttaria
presentes en Chile y estudiar su efecto en otras lineas celulares de cancer tales como
hepatocarcinoma, cancer de pulmon, vejiga, leucemia entre otras.
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