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RESUMEN

Las enfermedades que afectan al sistema circulatorio incluyen los trastornos tromboticos que
son la principal causa de morbilidad y mortalidad asociadas a pacientes hospitalizados. El
uso de agentes anticoagulantes constituye la principal alternativa de prevencion y tratamiento
de estas enfermedades. Aunque la heparina, un mucopolisacarido sulfatado, presenta varios
efectos adversos, sigue siendo el farmaco mas ampliamente utilizado debido a su efecto
anticoagulante y antitrombotico. Los farmacos anticoagulantes naturales pueden obtenerse a
partir de plantas, ricas en metabolitos secundarios bioactivos que, ademas de ser eficaces
antioxidantes, poseen propiedades anticoagulantes y antiagregantes plaquetarias, por lo que
pueden ser excelentes candidatos para el tratamiento de enfermedades tromboticas. Estudios
recientes han demostrado la eficacia de polisacaridos fungicos como inhibidores de la
coagulacion sanguinea a través de la catélisis de antitrombina. En la presente investigacion,
se determino la composicion quimica de los polisacaridos de la especie endémica comestible
Cortinarius lebre. Los polisacaridos crudos fueron obtenidos mediante extraccion con agua
caliente. Para la caracterizacion se utilizaron técnicas de FTIR, composicion monomérica,
contenido de azlicares totales y contenido de 4cido urénico. La capacidad anticoagulante, fue
determinada in vitro por ensayos de coagulacion de tiempo de tromboplastina parcial activada
(TTPA) y tiempo de protrombina (PT). Paralelamente, se determind la actividad antioxidante
in vitro mediante los ensayos DPPH (ICso 6.4 mg/mL) y ABTS (ICso 5.09 mg/mL). Este
estudio aborda por primera vez el contenido de polisacaridos de la especie Cortinarius lebre
y su relacion con las actividades bioldgicas y se propone a este hongo como potencial
alternativo farmacoldgico complementario para la prevencion y tratamiento de las

enfermedades tromboticas.

Palabras clave: trombosis, anticoagulante, antitrombdtico, antioxidante, polisacaridos

fingicos



ABSTRACT

Thrombotic diseases are a major cause of morbidity and mortality in hospitalized patients.
Anticoagulant agents are the primary treatment option for preventing and treating these
diseases. Despite its several adverse effects, heparin, a sulfated mucopolysaccharide, remains
the most widely used drug due to its anticoagulant and antithrombotic effects. Natural
anticoagulant medicines can be derived from plants, which contain bioactive secondary
metabolites. These metabolites are effective antioxidants and have anticoagulant and
antiplatelet properties, making them promising for treating thrombotic diseases. Recent
studies have shown that fungal polysaccharides can inhibit blood coagulation by catalyzing
antithrombin. The chemical composition of the polysaccharides from the edible endemic
species Cortinarius lebre was determined in this research. The crude polysaccharides were
obtained through hot water extraction. Characterization was performed using FTIR
techniques, monomeric composition, total sugar content, and uronic acid content. The
anticoagulant capacity was determined in vitro through activated partial thromboplastin time
(APTT) and prothrombin time (PT) coagulation assays. The study determined the antioxidant
activity in vitro using the DPPH (IC50 6.9 mg/mL) and ABTS (IC50 5.09 mg/mL) assays,
while also addressing the polysaccharide content of the Cortinarius lebre species and its
potential as a complementary pharmacological alternative for preventing and treating

thrombotic diseases.

Keywords: Thrombotic diseases, Anticoagulant, Antioxidant, Polysaccharides, Fungal



INTRODUCCION

Los hongos comestibles han sido parte de la dieta humana por mucho tiempo, reconocidos
por sus particulares caracteristicas organolépticas como aroma, sabor y textura. Son
apreciados por su valor nutricional y considerados una buena fuente de carbohidratos,
proteinas, fibras insolubles, aminoacidos y su bajo contenido de lipidos (Cano & Romero,

2016; Kalag, 2013)

Durante siglos, la cultura oriental ha utilizado y consumido hongos como alimentos
medicinales y en las tltimas décadas ha aumentado gradualmente en los paises occidentales,
ya que sumado a sus atributos nutricionales se valoran como una fuente tradicional de
compuestos bioldgicamente activos, estos incluyen principalmente una variedad de
compuestos de bajo peso molecular como policétidos y alcaloides. Ademas, compuestos de
alto peso molecular como proteinas, lipidos y polisacaridos. Se han reportado como parte de
tratamiento de variadas enfermedades como cancer, hipertension, sindromes metabolicos,
entre otros. Estas caracteristicas funcionales atribuidas a los hongos comestibles se deben

principalmente a su composicion quimica (De Silva et al., 2013; Manzi et al., 2001).

En relacion a estos ultimos, los polisacaridos son carbohidratos relativamente complejos y
son moléculas formadas por unidades de monosacaridos unidas por enlaces glucosidicos,
pueden diferir en la unidad y grado de ramificacion, el tipo de enlace entre los monosacaridos

y la longitud de sus cadenas (Chaplin, 2006; Glazer & Nikaido, 2007; Ponton, 2008)

En este contexto, los polisacaridos fingicos se diferencian de otros tipos de polisacaridos en
la naturaleza a través sus caracteristicas quimicas singulares, el grado de ramificacion,
longitud del esqueleto, conformacion tridimensional, por mencionar algunas de ellas. Los
polisacaridos fungicos son en su mayoria betaglucanos, estos se conforman de una cadena
principal de glucosa unidos por enlaces glucosidicos, la mayor parte de estos presentan una
disposicion B-(1,3) con puntos de ramificacion B-(1,6). Los betaglucanos junto con la quitina
constituyen los principales componentes de la pared celular de las células fingicas, actuando
como polisacaridos estructurales, ademas son capaces de interactuar con diferentes enzimas
y receptores celulares, contribuyendo asi en numerosos procesos bioldgicos, como la
sefalizacion celular y la modulacion del sistema inmune (Duarte-Trujillo et al., 2018; Maity

etal., 2021). Ademas, estos glucanos pueden unirse a otros azucares, dando origen a
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heteroglicanos, dependiendo del azticar anadido a su cadena principal pueden clasificarse en

galactanos, fucanos, xilanos, y mananos (Djordje et al., 2005; Pandya et al., 2019)

En relacion a los polisacaridos fungicos aislados desde hongos comestibles, varios glucanos
y heteroglicanos han presentado una amplia gama de actividades bioldgicas como
antitumorales, inmunoldgicas, antimicrobianas, antidiabéticas, antitrombdticas y
antioxidantes, entre otras. Su mecanismo de accion de estos glucanos es escasamente
conocido, sin embargo, se han asignado varias caracteristicas estructurales como
responsables de la amplia gama de propiedades bioldgicas, como las mencionadas
anteriormente. La composicion del azicar, el peso molecular, la conformacion, las estructuras
de la columna vertebral y el patron de ramificacion son algunas de las caracteristicas
estructurales cruciales que contribuyen a la bioactividad de los polisacaridos (Duarte Trujillo

et al., 2018; Maity et al., 2021)

Actividad anticoagulante de la heparina

La enfermedad tromboembdlica venosa (ETE) consiste en la obstruccion de una o mas venas
por un trombo que puede ocasionar obstruccion de otros vasos a distancia, conocidos como
émbolos. Esta enfermedad incluye las patologias trombosis venosa profunda (TVP) y
tromboembolismo pulmonar (TEP), las cuales son afecciones comunes con alta morbilidad
y mortalidad tanto en pacientes previamente sanos como en pacientes quirrgicos
hospitalizados. Si bien puede afectar a pacientes sin otras condiciones médicas previas se ha
reportado que esta enfermedad tiene una incidencia 130 veces mayor en pacientes
hospitalizados en comparacion con la poblacion general y se estima que el 25% de los eventos
tromboembdlicos tiene como factor de riesgo un procedimiento quirdrgico en si mismo. Es
la tercera causa mas comun de enfermedades cardiovasculares y ha sido catalogada como la
principal causa de muerte evitable en pacientes hospitalizados (Aizman et al., 2011; Cifuentes

& Aguilo, 2018; Martinez et al., 2014; Morales et al., 2019)

El tratamiento y la prevencion de ETE se basa en la anticoagulacion, debido a su eficacia la
heparina, la cual se ha convertido en el fArmaco mas utilizado en cirugia vascular para
prevencion de la coagulaciéon durante intervenciones prolongadas y trombosis

postoperatorias (Morales et al., 2019).
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La heparina es una mezcla heterogénea de mucopolisacaridos sulfatados de caracter acido,
obtenida a partir de la mucosa intestinal de cerdos, ovinos o bovinos. Sumecanismo de accion
estd mediado por la union de la heparina a la antitrombina (ATIII), una glicoproteina de la
sangre que inhibe la trombina. La interaccion entre la ATIII y la trombina se acelera, lo que
conduce a la inactivacion de la trombina y dado que la funcion principal de la trombina es
transformar el fibrindgeno en fibrina, se inhibe o disminuye la formacion de este polimero,
que es el paso final en la cascada de coagulacion sanguinea (Mestechkina & Shcherbukhin,

2010a; Rivera et al., 2009)

La heparina no fraccionada (HNF) y la heparina de bajo peso molecular (HBPM) son
ampliamente administradas en la practica médica a pesar de manifestar una serie de efectos
secundarios adversos, entre los mas frecuentes y predecibles se destaca la hemorragia, la cual
se ha reportado que incrementa con el uso de otros anticoagulantes ya que estos actian de
forma sinérgica. Ademads, induce la osteoporosis, trombocitopenia y reacciones de
hipersensibilidad (erupcion, escalofrios, fiebre). Sumado a esto, debido a que la heparina se
extrae de tejidos animales, puede causar riesgo de contaminacion por patdgenos animales.
Estos antecedentes han motivado el estudio, deteccion y busqueda de anticoagulantes
analogos efectivos libres de efectos secundarios a partir de diversas fuentes naturales no

animales (Morales et al., 2019; Rivera et al., 2009).
Polisacaridos de origen fiingico con actividad anticoagulante

Se denomina anticoagulante a cualquier sustancia que impida la coagulacion de la sangre o
prolongue el tiempo de coagulacion. La actividad anticoagulante se puede determinar
mediante pruebas de coagulacion, ensayos clasicos incluyen el tiempo de tromboplastina
parcial activada (APTT) que evalia la via intrinseca de coagulacion, el tiempo de
protrombina (PT) el cual evalua la via extrinseca y tiempo de trombina (TT) que evalia una
via comin donde convergen ambas. Estas vias forman parte del modelo de Cascada de
Coagulacion, el cual explica el funcionamiento del mecanismo de coagulacién mediante un
proceso enzimatico secuencial sobre la superficie de las plaquetas, con el cudl se favorece la

generacion de trombina (Guerrero & Lopez, 2015).

Algunos de los anticoagulantes se aislan de fuentes naturales, tales como los polisacaridos

del hongo comestible Auricularia auricularia-judae, del cual se obtuvo un polisacarido acido
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sulfatado, aislado por método de extraccion de agua caliente. El polisacarido, previamente
purificado, mostrd una actividad anticoagulante de 2 Ul/mg y su método de accion fue
mediada por la catalizaciéon de la inhibicion de la trombina por la antitrombina. Estos
resultados indican que los polisacaridos de A. auricularia inhiben la coagulacion de la sangre
mediante las vias intrinseca o convergente, pero con baja inhibicion por la via extrinseca. Se
reporta que la composicidon quimica de este polisacarido, de bajo peso molecular (~160 kDa),
se basa principalmente de manosa, glucosa, xilosa y en especial se destaca la presencia de
acido glucuronico como esencial para accion anticoagulante, ya que la actividad desaparecio

después de la reduccion de sus grupos carboxilos (Guerrero & Lopez, 2015;Yoon et al., 2003)

Igualmente, segin lo indicado Nataraj et al (2022), los polisacaridos crudos de Calocybe
indica de manera dosis dependiente (en un rango de 5y 10 mg/mL) podria prolongar el APTT
y el TT, lo que implica la inhibicién de la via de coagulacién intrinseca y la formacion de

fibrina mediada por trombina.

Es importante destacar que existe una estrecha relacion entre las actividades bioldgicas y las
caracteristicas estructurales de los polisacaridos, tales como, el contenido de monosacaridos,
el peso molecular, el tipo de enlace glucosidico, el grado de ramificacion y la conformacion
de la cadena. En este contexto, la capacidad anticoagulante esta determinada en gran medida
por el tamafio molecular de los polisacaridos y guarda relacion con la composicion la
posicion de los monosacaridos y el contenido de grupos sulfato. En cuanto a la composicion
monomeérica, cabe destacar que los monosacaridos mas abundantes en los polisacaridos
reportados con actividad anticoagulante son la manosa, glucosa y xilosa (Nataraj et al.,

2022a; Shanmugam & Mody, 2000; Wang et al., 2016; Zhang et al., 2008)
Actividad antioxidante de polisacaridos de origen flingico

La trombosis es un proceso complejo que involucra la interaccion de varios tipos de células,
incluidas las células endoteliales vasculares, las plaquetas y los globulos rojos El estrés
oxidativo caracterizado por un exceso de produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
puede perjudicar significativamente el funcionamiento de estas células, provocando una serie
de eventos que conducen a la formacion de trombos, es decir, constituye un factor de alto
riesgo para enfermedades cardiovasculares y ataques cardiacos. Tomando en cuenta la

relacion entre el estrés oxidativo y las enfermedades cardiovasculares, y la busqueda de
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opciones complementarias para tratar estas afecciones, investigaciones recientes han
presentado evidencia sobre antioxidantes de origen natural con propiedades antioxidantes
que podrian tener efectos anticoagulantes (Bijak et al., 2016; Peiming et al., 2024; Rao et al.,
2014). Es por esta razén que, en paralelo, se ha investigado la actividad antioxidante de los
polisacaridos fungicos. En el contexto actual de la busqueda de alternativas de antioxidantes
naturales, estos polisacaridos estan siendo ampliamente estudiados debido a su capacidad
para proteger a los organismos y las células del dafo causado por el estrés oxidativo (Cazzi

etal., 1997).

Estudios demuestran que la capacidad antioxidante de los polisacaridos de hongos esta
relacionada con la alta presencia de acidos urénicos y grupos sulfatos. Un ejemplo es lo que
se reporta en (Nataraj et al., 2022) para el polisacarido de Calocybe indica, el cual indica que
el mecanismo de accion de los acidos urdnicos, se basa en que la presencia de estos atomos
activa el hidrégeno del carbono anomérico, incrementando asi la capacidad de suministrar
hidrogeno por parte del polisacarido. A su vez, se ha reportado que la presencia de grupos
sulfatos mejoraria la solubilidad en agua y las caracteristicas fisicoquimicas de estos
compuestos. Sumado a esto, la posicidn en la que estos grupos se encuentran guarda relacion
con la actividad antioxidante presente, los grupos posicionados en C-4 y C-6 aumentarian su
actividad mientras que la disminuiran en una posicion C-2. Por otro parte, se puede atribuir
la capacidad antioxidante a los polisacaridos de bajo peso molecular, los cuales se espera,
tengan mas grupos OH reducidos, que puedan recibir y extinguir los radicales libres.
Finalmente, se ha registrado que los betaglucanos en forma de piranosa exhiben una mayor
actividad antioxidante, por lo que esta capacidad podria asociarse a la estructura del

polisacarido (Nataraj et al., 2022a; Xie et al., 2016; Zhong et al., 2019)
Hongos de estudio: hongos comestibles del género Cortinarius

Los hongos comestibles han sido parte de la dieta humana en casi todo el mundo desde
tiempos prehistoricos y un gran nimero de ellos corresponden a especies micorricicas (Pérez

et al., 2020)

En los bosques andino-patagdénicos de Nothofagus se han descrito alrededor de mil especies
de macrohongos, de ellas solo unas pocas especies son recolectadas y consumidas

regularmente por poblaciones locales. Uno de los géneros mdas diversos de hongos
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ectomicorricicos en estos bosques es Cortinarius, del cual se han reportado varias especies

comestibles, entre ellas Cortinarius lebre (Garrido, 1988; Palfner et al., 2022)

Cortinarius lebre Garrido (Cortinariaceae, Agaricales, Basidiomycota) se distribuye en el
centro sur de Chile, se puede encontrar en grandes cantidades en remanentes de bosque nativo
a lo largo de la Cordillera de la Costa, especialmente en la Region del Biobio. Su
fructificacion se produce durante la temporada de lluvias en mayo y agosto, y se puede
identificar por su consistencia dura y pileo de color violeta, pero especialmente se caracteriza
por su fuerte y desagradable olor similar a la naftalina, cuyo componente esta identificado
como un indol y que a menudo se puede percibir a varios metros de distancia de los

basiodiomas (Arnold et al., 2011; Mueller et al., 2007; Palfner et al., 2022)

Ademas del atributo organoléptico informado, Jacinto-Azevedo et al (2021) mediante una
composiciéon proximal, proporcionaron atributos nutricionales de Cortinarius lebre,
reportando un alto contenido en carbohidratos, proteinas y fibra, ademas de un bajo contenido
de grasa. Los autores concluyeron que estas caracteristicas indican que este hongo comestible

tiene un alto valor nutricional y es ideal para consumirlo en dietas hipocaloricas.

Los andlisis quimicos y organolépticos son generalmente escasos para las especies
formadoras de micorrizas en Sudamérica. Los estudios realizados sobre especies de
Cortinarius se han enfocado en determinar su valor nutricional y dilucidar algunos de los
metabolitos secundarios que estos hongos presentan. Sin embargo, el conocimiento sobre la
descripcion, caracterizacion y variacion quimica de los polisacaridos de Cortinarius lebre no

han sido documentadas, ni asi sus actividades biologicas.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto y considerando que las caracteristicas quimicas
de los polisacaridos estan estrechamente relacionadas con las actividades bioldgicas que
puedan presentar, se determinaran las caracteristicas quimicas de los polisacaridos del hongo
comestible C. lebre y su relacion con las actividades anticoagulante (TTPA, TP) y

antioxidante (DPPH, ABTS*")
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HIPOTESIS

1. La actividad antioxidante de los polisacaridos aislados desde Cortinarius lebre esta

influenciada positivamente por el contenido de acido urdnico presente.

2. El grado de sulfatacion y la composicion monomérica de los polisacaridos de
Cortinarius lebre incrementa su actividad anticoagulante por inhibicion de la

trombina.

OBJETIVO GENERAL

Determinar las caracteristicas quimicas de los polisacaridos en la especie de hongo
comestible Cortinarius lebre y su influencia diferenciada en la actividad antioxidante y

anticoagulante.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar quimicamente los polisacaridos aislados desde el cuerpo fructifero de
Cortinarius lebre.

2. Evaluar la actividad antioxidante y anticoagulante de polisacaridos aislados desde el
cuerpo fructifero de Cortinarius lebre.

3. Dilucidar la relacién entre la composicion quimica de los polisacaridos del hongo

comestible Cortinarius lebre con su actividad antioxidante y anticoagulante
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METODOLOGIA

[ Recoleccién de muestras ]

[ Extraccion de polisacaridos

Caracterizacion quimica

FTIR
Composicion de monosacaridos
Contenido de acido urénico

Actividad antioxidante
DPPH y ABTS*

Actividad anticoagulante
TPy TTPA

Contenido de azucares totales
Contenido de fenoles

> Anélisis estadisticos

Figura 1: Diagrama de flujo que indica el diserio experimental.

Recoleccion e identificacion del material bioldgico

Los cuerpos fructiferos de Cortinarius lebre fueron recolectados durante el mes de julio de
2023 en el Campus Concepcion, Universidad de Concepcion, Region del Bio Bio, Chile
(36°50'17.5"S 73°01'32.0"W), asociada a Nothofagus spp. Posteriormente, las muestras
fueron trasladadas al Laboratorio de Quimica de Productos Naturales de la Universidad de
Concepcidn. Las muestras fueron almacenadas a -30°C y posteriormente liofilizadas durante
48 horas en un liofilizador automatico modelo CHRIST Alpha 2-4 LO plus y almacenados a

-20°C para su posterior utilizacion.

Para la identificacion taxonomica de los hongos, estas fueron observadas las caracteristicas
macroscopicas de los hongos (morfologia externa, color, olor, textura, tamafio) y
microscopicas (estructuras reproductivas) con ayuda del material bibliografico especializado

(Furci, 2018; Lazo Araya, 2001).
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Extraccion y aislamiento de polisacaridos de Cortinarius lebre

Las muestras liofilizadas de Cortinarius lebre fueron trituradas en una picadora Moulinex
DP800 y se determind la masa inicial. Previo a la extraccion, los pigmentos, proteinas,
compuestos fendlicos y lipidos de la muestra fueron eliminadas en una solucién de EtOH al
70% durante 24 horas con agitacion constante. Luego, las muestras fueron centrifugadas a
4500 rpm durante 10 min, se recupera el residuo so6lido resultante para finalmente ser secado

y pesado para calcular su rendimiento.

Se realiz6 la extraccion de polisacaridos de acuerdo con el método descrito por (Figueroa
et al., 2020) con algunas modificaciones. El material fue resuspendido en 400 mL de agua
destilada y calentado a 80°C durante 1 hora. Posteriormente, esta solucion fue centrifugada
a 4500 rpm durante 8 min y se recupero el sobrenadante, este procedimiento fue repetido dos
veces. Luego, con la finalidad de disminuir volumen del sobrenadante, este fue concentrado
en un rotavapor (IKA HB10 digital, Staufen, Germany) a 90 rpm, presion reducida y 65°C

hasta reducir el volumen a 300 mL.

Luego, para precipitar los polisacaridos, a los 300 mL de sobrenadante, se agreg6 etanol frio
(EtOH absoluto) en una proporcion 1:1 y se mantuvo a 4°C durante 24 h. Luego la muestra
fue centrifugada a 4500 rpm durante 15 min, recolectandose los polisacaridos crudos (PsCl),
los que seran liofilizados (en un liofilizador automatico modelo CHRIST Alpha 2-4 LO plus)

y almacenados a -20°C para su posterior uso.
Rendimiento de polisacaridos (Pc) (%).

El rendimiento de los polisacaridos crudos de C. lebre fue determinado utilizando la férmula

(Samavati, 2013)

Rendimiento Pc = (Peso de Pc crudos (g)) / (peso de material seco (g)) *x 100
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Caracterizacion quimica de polisacaridos

Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).

Para la caracterizacion de los grupos funcionales de los hongos se utilizé el equipo de
espectroscopia de absorcion infrarroja por transformada de Fourier Shimadzu modelo
IRAffinity-1S con accesorio ATR modelo QATR 10. La espectroscopia de absorcion
infrarroja de los polisacaridos se midié en la region 4000-400 cm™ con una resolucion de
4cm-1 y 60 escaneos. Se grafica el espectro con el software OriginPro 2018 y utilizando el

algoritmo Savitzky-Golay con 30 puntos de suavizado (Sangeetha et al., 2020)
Determinacion del contenido de azicares totales

Se determind el contenido de azucares totales utilizando la metodologia segun (Dubois et al.,
1956) con algunas modificaciones. Se prepard una solucién de antrona en H>SO4 a una
concentracion de 2mg/mL. Ademas, se prepard una solucion de polisacaridos 5 mg/mL en
agua destilada. Para la curva de calibrado, se utilizé glucosa como estdndar y se realizaron
diluciones en un rango de 200ug/mL a 10ug/mL en H>O. Luego se extraen 200ul de cada
muestra, se les agregd 1 mL de la solucion de antrona, estas soluciones se hidrolizaron a 90°C
durante 17 minutos. Finalmente, se depositarén 200 uL de cada muestra en una microplaca
SPL 96 Well Plate Type 35096 y se midio la absorbancia a 620nm en el lector de microplaca

BioTek Epoch™. Todas las determinaciones fueron realizadas por triplicado.
Determinacion del contenido de acido urénico

Se determiné el contenido de 4cido urdnico utilizando la metodologia segin (Taylor &
Buchanan-Smith, 1992) con algunas modificaciones. Se prepard una solucion de carbazol en
etanol a una concentracion de 10 mg/mL Adicionalmente se agregaron 0.8 g de tetraborato
de sodio a una solucion de acido sulfurico 8.46 M, se dejo reaccionar a temperatura ambiente
por 24 horas. Para la curva de calibrado, se utiliz6 como estandar acido galacturénico a una
concentracion de 10 mg/mL y se realizaron diluciones en un rango de 0 a 100 (ug/mL).
Ademas, se prepard una solucion de polisacaridos de Smg/mL en agua destilada y se
realizaron diluciones en un rango de 1 a 5 mg/mL. Luego, en tubos Eppendorf se agregan
100 uL de cada muestra de polisacaridos o 100 uL de cada muestra de acido glucurénico y

se adicionan 200 uL de agua destilada, 100 uL de carbazol y 1mL de é4cido borato, estas

18



soluciones se hidrolizaron a 100°C durante 15 minutos. Finalmente, se depositaron 200 ul
de cada muestra a una microplaca SPL 96 Well Plate Type 35096 y se mide la absorbancia a
520nm en un lector de microplaca BioTek Epoch™. Todas las determinaciones fueron

realizadas por triplicado.
Determinacion de contenido de fenoles totales

Se utiliz6 el método colorimétrico desarrollado por (Folin & Ciocalteu, 1927). Inicialmente,

se prepar6 una solucion de polisacaridos en concentracion 5 mg/mL en agua destilada.

Paralelamente, se prepar6 una solucion de carbonato de calcio a una concentracion de 200
mg/mL. Para la curva de calibracion, se utilizo 4cido galico en un rango de concentraciones
desde 10 pg/mL hasta 200 pg/mL en agua destilada. En tubos Eppendorf se anadieron 400
uL de agua destilada, 20 pL. de muestra y 40 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu y fue agitado
en un vortex V1 plus (Boeco, Hamburgo, Alemania). Se dejo reaccionar la mezcla durante 5
minutos. Seguidamente, se agregaron 200 pL de carbonato de calcio y se incubo en oscuridad
durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, se afiadieron 200 pL de cada muestra en
una microplaca SPL 96 Well Plate Type 35096, y se midi6 la absorbancia a 765 nm utilizando
el lector de microplacas BioTek Epoch™., La determinacion fue realizada por triplicado. Los

resultados se expresaron como mg equivalentes de acido galico (GAE) por g de extracto.

Composicion de monosacaridos

Después de someter los polisacaridos a una hidrolisis (3 ml de H2SO4 al 72%, 121°C, 1 h),
se determino la fraccion de composicion de monosacéridos totales mediante cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC), con detector de indice de refracciéon y columna
Phenomenex Rezex RoA Organic acid H+, 300x 7.5 mm. Se utilizaron glucosa, arabinosa,
xilosa como estandar para el analisis (Dore, Faustino Alves, Pofirio Will, Costa, Sabry, De

Souza Régo, et al., 2013).
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Determinacion actividad antioxidante
DPPH (2,2-difenilpicrilhidrazilo)

La actividad antioxidante de los polisacaridos se evalud siguiendo el procedimiento de
(Brand-Williams et al., 1995) con pequefias modificaciones. Inicialmente se prepard el
radical DPPH en metanol a una concentracion de 0.1mM. Como curva de calibracion, se
utilizd6 una solucion Trolox en etanol en concentraciones desde 200-10 pg /mL.
Paralelamente, se prepararon las diluciones de polisacaridos en un rango de 1 a 5 mg/mL.
Para la reaccion se agregaron 100 pl de solucion de diferentes concentraciones de muestras
(mg/mL) o Trolox a 900 pl de solucion de 2,2-difenilpicrilhidrazilo (DPPH). Luego, la
mezcla se mantuvo en oscuridad a temperatura ambiente durante 30 min. Finalmente, la
absorbancia se leyd a 517 nm mediante un espectrometro BioTek Epoch™. Todas las
determinaciones fueron realizadas por triplicado. La actividad secuestrante de DPPH se

calcuL6 de acuerdo con la siguiente ecuacion:
DPPH (%) = (Ac— As) / Ac x 100

Donde Ac es la absorbancia del control negativo (agua destilada) y As es la absorbancia de

la muestra.
ABTS™

La actividad de captacion de radicales libres de los polisacaridos se determind utilizando
radicales ABTS (Re et al., 1999) El cation radical ABTS (ABTS™) se prepard haciendo
reaccionar 50 mL de soluciéon ABTS 7mM y una solucion acuosa con persulfato de potasio
2,45 mM a temperatura ambiente durante 16 horas previo al uso. Esta solucion fue disuelta
en agua destilada hasta obtener una absorbancia de 0,8 a 734 nm. Luego, se mezclaron 100
pL de diferentes concentraciones de polisacéridos (5, 4, 3, 2, 1 mg/mL) con 900 uL de la
solucion ABTS". La solucién se mantuvo a temperatura ambiente durante 30 minutos y se
centrifugaron los tubos Eppendorf durante 2 minutos. Finalmente, se agregaron 200 puL de la
solucién a una placa de 96 pocillos y se midi6 la absorbancia a 734 nm. Adicionalmente, se
utilizd6 Trolox como curva de calibracion en concentraciones 200 a 0 pg/mL. Todas las
determinaciones fueron realizadas por triplicado. La actividad secuestrante de ABTS™ se

calculLL6 de acuerdo con la siguiente ecuacion:
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ABTS (%) = (Ac— As) / Ac < 100

Donde Ac es la absorbancia del control negativo, en este caso agua destilada y As es la

absorbancia de la muestra.
Actividad anticoagulante

Utilizando el método de (Mourdo et al., 1996) Se realizaran ensayos de coagulacion de
tiempo de tromboplastina parcial activada (APTT) y tiempo de protombina (PT) usando
plasma humano normal. Se prob6 un rango de concentraciones de 125 a 1.000 pg/mL de
polisacaridos. Los tiempos de coagulacion de la sangre se registraron en un coagulometro.
Los experimentos independientes se realizaron por triplicado. La actividad anticoagulante se
expres6 como tiempo de coagulacion o Ul/mg usando una curva estandar paralela basada en

el 4° Estandar Internacional de Heparina (193 Ul/mg).
Analisis estadistico

Los datos para los experimentos fueron expresados como promedios + desviacion estandar
(DE) con un n muestral de tres. Previo a los analisis se evaluaron los supuestos de normalidad,
y la homogeneidad de varianza. La evaluacion estadistica se realizo utilizando anélisis de
varianza (ANOVA) unidireccional o su variante no paramétrica Kruskal-Wallis en caso de
no cumplir con los supuestos. Se realiz6 un andlisis de correlacion de Pearson para clarificar
la relacion entre la presencia de 4cido uronico y la actividad antioxidante exhibida por PsClI.
Las diferencias estadisticamente significativas se consideraran cuando p < 0,05. Las pruebas
estadisticas se realizaron en el software estadistico INFOSTAT. (Kuckartz et al., 2013;
Jerrold H. Zar, 1999; Zuur et al., 2009; Kim, 2014).)
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RESULTADOS

Recoleccion de Cortinarius lebre

Figura 2. Cortinarius lebre Garrido basidiomas maduros.

Se recolectaron 8 ejemplares maduros (33.6 g) con las siguientes caracteristicas:

Caracteristicas morfologicas: Pileo de 8-10 cm de didmetro, plano con margen débilmente
deprimido e irregular, superficie lisa y viscosa, de color lilidceo a marron, laminas muy
proximas de color crema a marrén. Estipite de 8-15 cm, cilindrico, seco, fibroso-escamoso

de color crema. No se observaron rastros de cortina. Olor fuerte a naftalina.

Habitat y habito: ejemplares ectomicorricicos que crecen en pequefios grupos, entre la

hojarasca o el suelo de bosque de Nothofagus.

Lugar de recoleccion: Ciudad de Concepcion, Region del Biobio (36°50'17.5"S
73°01'32.0"W).

Rendimiento de polisacaridos
A partir de 33.6 g de cuerpo fructifero liofilizado de Cortinarius lebre, se obtuvieron 6 g de

polisacaridos crudos (PsCl), lo que representa un rendimiento del 17.8%.
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I. Caracterizacion quimica de polisacaridos de Cortinarius lebre

Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).
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Figura 3. Espectro FT-IR de polisacaridos aislados de Cortinarius lebre.

Se realiz6 un analisis espectroscopico FTIR para caracterizar los grupos funcionales
asociados a los polisacaridos crudos de C. lebre mediante la determinacion de las vibraciones
moleculares de los grupos funcionales organicos. Los resultados del analisis detectaron la
presencia de bandas de absorcién que corresponde a las estructuras tipicas de polisacaridos.
Se demostro la existencia de enlaces glucosidicos tipo a y B, presencia de trazas de acido

uronico, anillos de piranosa y algunas amidas.
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Composicion monomérica

Tabla 1. Composicion de monosacaridos de los polisacaridos de Cortinarius lebre.

Glucosa Xilosa/Manosa Arabinosa

Monomeros (%op/p) 36.98+£0.02 8.82 +0.07 0.38 £0.02

* Peak de xilosa/manosa fue expresado como xilosa equivalente.

Contenido de azucares totales
La determinacion del contenido de aztcares se llevo a cabo mediante el método de la antrona,

un método colorimétrico para la determinacion de la concentraciéon de carbohidratos
ampliamente utilizado debido a la facilidad del procedimiento, sensibilidad y rapidez de
ejecucion, ademds de ser apropiado para cuantificar diferentes azlcares como
monosacaridos, oligosacaridos y polisacaridos. Esta técnica se basa en la hidrélisis de los
polisacéridos en aztcares simples mediante una hidrolisis acida y posterior cuantificacion de
los monosacaridos restantes. Este proceso implica la formacion de un complejo de color
azuL-verde entre los carbohidratos y el reactivo de antrona, que se determina
colorimétricamente con un maximo de absorcion a 620 nm (Dubois et al., 1956; Lopez-

Legarda et al., 2017)

Curva de calibracién
(azucares totales)
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Figura 4. Curva de calibracion para la cuantificacion del contenido de azucares utilizando
como reactivo estandar glucosa. Los valores se expresan como medias + error estandar

(n=3)
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- Absorbancia de la muestra (nm): 0.336
- Contenido de azucares en 100 ug/mL de muestra: 80.25
- Porcentaje de azlcares de la muestra: 80.25%

Contenido de fenoles totales

La determinacion del contenido de fenoles totales se realizd segun el método de Folin-
Ciocalteu (1927), este método ha sido descrito en la literatura como un protocolo estdndar
para la cuantificacion de polifenoles en tejidos vegetales y alimentos de origen vegetal. En
esta técnica, el reactivo Folin-Ciocalteu (una mezcla de 4cidos fosfotingico y
fosfomolibdeno) en presencia de compuestos fendlicos se reduce, en un medio alcalino, a
oxidos azuLes de tungsteno y molibdeno, que muestran absorcion de luz a 765 nm. Como
estandar se utiliza el dcido galico, comunmente utilizada para expresar los resultados en datos
cuantitativos, como acido galico por unidad de muestra (Blainski et al., 2013; Kupina et al.,

2018)
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Figura 5. Curva de calibracion para la cuantificacion del contenido de fenoles totales utilizando el
reactivo Folin-Ciocalteu. Los valores se expresan como medias * error estandar (n=3).

- Absorbancia de la muestra (nm): 0.157
- Contenido de fenoles en 5 mg/mL de PsCl: 54.07 pg/mL
- Contenido de fenoles de PcCl: 10.8 mg GAE/g

- Porcentaje de fenoles de la muestra: 1.08%
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Contenido de acido uronico

Para determinar el contenido de &cido uronico de los polisacaridos de C. lebre fue utilizado
el método del acido carbazol-sulfurico, un ensayo colorimétrico simple y sensible que utiliza
como estandar el 4cido glucurénico, un acido urdnico comun presente en varios extractos
biologicos, lo que lo convierte en un método adecuado para el andlisis cuantitativo de
carbohidratos complejos. El principio de esta técnica se basa en hidrolizar los polisacaridos
con acido sulLftrico concentrado para luego reaccionarlos con carbazol y producir un
cromoéforo que puede cuantificarse espectrofotométricamente con un maximo de absorcion

de 520 nm (Knutson & Jeanes, 1968; Li et al., 2007; Taylor & Buchanan-Smith, 1992)
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Figura 6. Curva de calibracion para la cuantificacion del contenido de dcido uronico
utilizando como reactivo estandar acido galacturonico. Los valores se expresan como medias
+ error estandar (n=3)

- Absorbancia de la muestra (nm): 0.287
- Contenido de acido urénico en 5 mg/mL: 47. 09 ng/mL
- Porcentaje de acido uronico de la muestra: 0.94%
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1. Actividad antioxidante

i.  Ensayo de neutralizacion del radical DPPH

Los polisacaridos crudos de C. lebre exhibieron porcentajes de inhibicion del radical DPPH
de manera dosis dependiente, el valor méximo alcanzado fue de 33.67 + 0,53% a una
concentracion de 5 mg/mL. Como se observa en la Figura 6, en concentraciones de PsCl/
menores se redujo el porcentaje de inhibicion del radical: 25.88 = 1,12% (4 mg/mL) 19.27 +
0,68% (3 mg/mL) 12.39 + 0.80% (2 mg/mL) y a la menor concentracion (1 mg/mL) no
exhibiod inhibicion. Ademas, en las Figuras 6 y 7 se indican los valores de ICsy estimados de

PsCly Trolox, indicando un 6,92 mg/mL y 72,14 pg/mL respectivamente.
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Figura 8. Porcentaje de inhibicion del radical DPPH de polisacaridos crudos de C. lebre a diferentes
concentraciones. Se designaron grupos basados en las diferencias significativas, se indican con
diferentes letras. Los valores se expresan como medias + error estandar (n=3)
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Curva de calibracion
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Figura 9. (A) Curva de calibracion del estandar Trolox, se presenta valor de IC50. (B) Porcentajes
de inhibicion del radical DPPH de PsCl y se indica el valor de IC50. Todos los valores se expresan
como medias + DE (n=3). En ambos grdficos se indica ecuacion de la recta y coeficiente de
determinacion asociados.
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i.  Ensayo de neutralizacion del radical ABTS*

La figura 8, indica los porcentajes de inhibicion del radical ABTS por parte de los
polisacaridos de C. lebre, en donde la concentracion mas alta, de 5 mg/mL exhibi6 un
porcentaje de 50 £ 1,19%, para las concentraciones menores probadas en este ensayo los
porcentajes disminuyeron dependientes de la concentracion, indicando valores de 39 + 1,48%
(4 mg/mL) 17 + 1,38% (3 mg/mL) 7 £ 0,57% (2 mg/mL) y en la menor concentracion, de 1
mg/mL no exhibi6 actividad. Adicionalmente, se estimaron los valores de ICso de PsCl y

Trolox, los cuales indicaron valores de 5,09 mg/mL y 42,10 pg/mL respectivamente.
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Figura 10. Porcentajes de inhibicion del radical ABTS de polisacdridos crudos de C. lebre a
diferentes concentraciones. Se designaron grupos basados en las diferencias significativas, se indican
con diferentes letras. Los valores se expresan como medias + error estandar (n=3)
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Curva de calibracion
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Figura 11. (A) Curva de calibracion del estandar Trolox, se presenta valor de IC50. (B) Porcentajes
de inhibicion del radical DPPH de PsCl y se indica el valor de IC50. Todos los valores se expresan
como medias DE (n=3). En ambos grdficos se indica ecuacion de la recta y coeficiente de
determinacion asociados.
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iili.  Analisis de correlacion entre el acido urdnico y la actividad antioxidante

Tabla 2. Coeficientes de correlacion de Pearson de la actividad antioxidante y el contenido
de 4cido uronico.

DPPH (%) ABTS (%)
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Figura 12. (A) Correlacion del porcentaje de inhibicion del radical DPPH y el contenido de acido
uronico. (B) Correlacion del porcentaje de inhibicion del radical ABTS y el contenido de dcido
uronico. En ambos grdficos se indica ecuacion de la recta y coeficiente de determinacion asociado.
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II1. Actividad anticoagulante

La actividad anticoagulante de los polisacéaridos crudos de C. lebre se investigaron mediante
las pruebas clésicas de coagulacion sanguinea: TP (tiempo de protrombina) y TTPA (tiempo
de tromboplastina activada) usando heparina como referencia, estos ensayos evaltian las vias

extrinsecas e intrinsecas de la coagulacion sanguinea, respectivamente.

La Tabla 2 indica la actividad anticoagulante de diferentes muestras de polisacaridos sobre
las pruebas de coagulacion TPy TTPA, ademas de incluir los valores obtenidos de la heparina
usada como control positivo. La actividad anticoagulante TP y TTPA en concentraciones
entre 125-1000 pg/mL se posicionaron en el rango normal de coagulacion y no existieron
diferencias significativas entre niveles, lo que indica que no prolongaron el tiempo de
coagulacion de la via intrinseca ni extrinseca, a pesar del aumento de las concentraciones de

polisacaridos.

Tabla 3. Andlisis de la actividad anticoagulante mediante de las pruebas TP y TTPA de los
polisacaridos crudos de Cortinarius lebre a diferentes concentraciones.

Muestra Concentracién (ng/ml) TP (S) TTPA (s)
2 39.7+£047 44.03x285
Heparina
5 60.7+0.25 121.33+1.45
125 13.4+£0.2 38.9+0.26
250 13.6+£0.36 38.6+0.70
PsClI
500 14.06 £ 0.16 38.06 £0.55
1000 142+0.12 37.7+0.36

Rango normal TP: 11-13 s.; TTPA: 28-40 s. Los valores se expresan como medias + DE en

segundos (n=3).
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DISCUSION

Cortinarius lebre (Cortinariaceae, Agaricales, Basidiomycota) es una especie de hongo
comestible endémica de Chile y esta reportada en asociacion con bosques dominados por
Nothofagus spp. Presenta (Pileo de 40-150 mm de didmetro, hemisférico, ligeramente
aplanado umbonado, levemente viscoso, de color vindceo, en la madurez lilaceo-
ocraceomarrén. Sus lamelas son de color crema y marrén en ejemplares maduros. El estipite
de 60-150 x 15-30 mm, cilindrico, ligeramente atenuado, seco, fibroso-escamoso,blanco.
Sabor suave. Olor a naftalina. Esporada marron. Las caracteristicas morfologicas las
descripciones de habitat al que esta asociado y en el cual se distribuyen los ejemplares
recolectados, coinciden con las proporcionadas en la tanto descripcion original (Garrido,
1988) como en publicaciones mas recientes (Arnold et al., 2011; Palfner et al., 2022), lo que
confirma que los especimenes recolectados para este estudio corresponden a basidiomas

maduros de Cortinarius lebre.

Los atributos nutricionales reportados por Jacinto-Azevedo et al (2021) de Cortinarius lebre
lo posicionaron como un hongo comestible de alto valor nutricional, a través de un analisis
proximal determind que este hongo tenia un bajo contenido de grasa y un alto contenido de
proteinas, fibra y carbohidratos. Siendo este ultimo macronutriente muy abundante,
exhibiendo un valor de 66%, lo que es concordante con el contenido de carbohidratos en

hongos.

Los carbohidratos constituyen la mayor parte seca de los hongos. Se ha reportado que los
carbohidratos presentes en hongos comestibles oscilan en un rango de 50% al 70-85%.
Ademas de caracterizarse por su gran cantidad también destacan por su diversidad
estructural. Entre los carbohidratos presentes en los hongos se encuentran los glucanos,
quitina y glicoproteinas. Estos carbohidratos desempefian roles fundamentales en la biologia
de los hongos, participando en la estructura de la pared celular, la comunicacion celular, en
la formacion de estructuras bioldgicas y en la interaccion con el entorno. (Ao et al., 2019;
Maity et al., 2018; Vetter, 2023; W. Wang et al., 2022). Por todos estos antecedentes, es
consistente que el contenido de azuicares totales reportados en los polisacaridos de C. lebre

sea de un 80%.

33



La biologia de los hongos estda modelada por la presencia de polisacaridos, en especial la
quitina y los glucanos. Estos polisacdridos se unen mediante enlaces intermoleculares
formando una estructura polimérica compacta, que conforma la pared celular, donde
desempefian labores estructurales y son responsables de las interacciones con el medio
externo, como la sefializacion celular. Los polisacaridos predominantes en las paredes
celulares fungicas son del tipo a y B glucanos. Los alfa glucanos son amorfos y solubles en
agua y se encuentran en forma de glucogeno, reserva energética de los hongos, ademas, de
cumplir funciones estructurales si se encuentran unidos mediante enlaces a-1,3 y a-1,4.
Mientras que los betaglucanos son mas abundantes y sus estructuras son mas variables debido
a las configuraciones que pueden adoptar gracias a los enlaces. Por consiguiente, los
polisacaridos desempefian un rol central en la biologia y bioquimica de los hongos.(Barbosa

et al., 2020; Ponton, 2008; Vetter, 2023)

Dado los antecedentes, de que los polisacaridos son componentes estructurales, el método de
extraccion de estos mismos se basa en la deconstruccion de la pared celular. E1 método de
extraccion con agua caliente es una técnica convencional para aislar polisacaridos en
conjunto con el método de precipitacion con alcohol, debido a los bajos costos de ejecucion,
equipo simple y facil implementacion. Los polisacaridos de Cortinarius lebre exhibieron un
rendimiento de 17.8%. En la mayoria de los trabajos sobre polisacaridos fingicos, estos son
sometidos a tratamientos de purificacion, entre lo mas simples utilizados se encuentra la
purificacién por membrana de dialisis, este procedimiento puede eliminar entre un 50-90%
de los carbohidratos solubles de los extractos crudos de agua caliente, por lo que los
rendimientos de azlcares pueden ser considerablemente mas bajos que en polisacaridos

crudos (W. Wang et al., 2022)

La actividad bioldgica de los polisacaridos depende principalmente de sus caracteristicas
estructurales, como la composicidon quimica y sus componentes asociados y también de sus
propiedades fisicas como el peso molecular o la solubilidad.(Maity et al., 2018; J. Wang et
al., 2016) En ese sentido, los polisacaridos poseen estructuras mas complejas en comparacion
con otras macromoléculas bioldgicas como las proteinas o los acidos nucléicos, debido a la
diversidad de unidades monoméricas y tipos de enlaces. En ese sentido, a espectrometria

infrarroja es una técnica analitica ampliamente utilizada para el analisis de estructuras
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moleculares. En el caso de los polisacaridos, se enfoca en la region media del espectro
infrarrojo, que abarca una longitud onda entre 4000 cm™ y 400 cm™'. El espectro infrarrojo
de los polisacaridos se obtiene al medir la absorcion de radiacion infrarroja por la muestra en
relacion con la radiacion incidente. Los estiramientos en el espectro surgen cuando la
frecuencia de la radiacion coincide con la frecuencia natural de los enlaces presentes en las

moléculas organicas.(Hong et al., 2021).

En primer lugar, la banda ancha ubicada alrededor de 3304 cm™ indica una vibracion de
estiramiento de los grupos hidroxilo. Las bandas ubicadas en torno a 2920 cm™ y 2854 cm’!
se atribuyen a las vibraciones de estiramiento y flexion de los grupos CH del enlace CH> del
azicar. La banda de absorcién ubicada a 1747 cm™' corresponde a una vibracion del
estiramiento de C=0 en -COOH lo que indicaria la presencia de acido urdnico. La banda de
absorcion ubicada alrededor de 1635 cm™! indicaria el carboxilo de amida primaria y 1546
cm-1 indicaria la presencia del grupo NH de amidas secundarias, estas dos ultimas bandas
podrian confirmar la presencia de proteinas. Las bandas en torno a 1246, 1151 y 1026 cm’!
fueron asignados a vibraciones C-O-C, C-C y O=C-H flexion en el anillo de piranosa
respectivamente. Finalmente, las bandas caracteristicas a 918 y 886 cm™! fueron tipicos de
las configuraciones a y B de las unidades de azlcar respectivamente (Y. Guo et al., 2022;
Hong et al., 2021; Jeff et al., 2013; Lu et al., 2022; Tian et al., 2016; Y. Wang & Guo, 2020;
Y. Zhang et al., 2018)

Actividad antioxidante

La trombosis es un proceso complejo que implica la interaccion de varios tipos de células,
tales como las células endoteliales vasculares, las plaquetas y los gldbulos rojos. El estrés
oxidativo, caracterizado por una sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
puede perjudicar significativamente el funcionamiento normal de estas células, al modular la
actividad plaquetaria, promover la formacion de codgulos e impactar diversos procesos
celulares involucrados en la coagulacion y asi exacerbar la propension a la formacion de
trombos. Estudios han reportado la complejidad del estrés oxidativo y su impacto en la
trombosis y se ha propuesto la terapia antioxidante como una estrategia terapéutica esencial

en la prevencion y tratamiento de las enfermedades tromboticas. (Afanas’ev, 2011; Dubois-
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Deruy et al., 2020; Krotz et al., 2004; Peiming Li & Huang, 2024; Sugamura & John F.
Keaney, 2011)).

La actividad antioxidante de los polisacaridos crudos de C. lebre fueron evaluadas mediante
los ensayos de neutralizacion de los radicales DPPH y ABTS®". Los resultados de dichos
ensayos indicaron que PsClI tiene una actividad antioxidante baja, donde se observo un efecto
dosis dependiente, demostraron porcentajes de inhibicion de 33.67 + 0,53% (DPPH) y 50 +
1,19% (ABTS) a la maxima concentracion evaluada, 5 mg/mL y luego los porcentajes de

inhibicién disminuyeron conforme disminuia la concentracion de PsCL

En el primer caso, la capacidad de eliminacion de los antioxidantes se baso en la reduccion
del DPPHmetandlico, manifestada por el papel donador de hidrogeno y la reaccion de DPPH-
al no radical DPPH-H(Lo et al., 2011). Los valores de ICso indican a la concentracion
inhibitoria media que se necesita para reducirla actividad antioxidante en un 50%. En ese
sentido, los polisacaridos de C. /lebre alcanzaron un valor ICso de 6,92 mg/mL en el ensayo
DPPH. Este valor es alto en comparacion con la capacidad antioxidante de otros hongos
comestibles para este mismo ensayo. En el trabajo de He et al., 2012, determinaron el
potencial antioxidante de los polisacaridos crudos de cuatro especies de basidiomicetos
medicinales; Agaricus bisporus, Auricularia auricula, Flammulina velutipes y Lentinus
edodes, donde se reportd que los valores ICso oscilaron entre un =0,5 mg/mL y >2,0 mg/mL.
El ensayo de eliminacion de radicales ABTS depende de la transferencia de electrones entre
el antioxidante y los radicales ABTS®* El valor ICso obtenido en el ensayo ABTS fue de 5,09
mg/mL, al igual que en el ensayo anterior se han reportado para hongos comestibles
reconocidos valores inferiores de ICso, como en el caso de Lentinus edodes y Pleurotus

djamor que exhibieron 2,17 mg/mL y 0,8 mg/mL (Mufoz-Castiblanco et al., 2022).

Los resultados exhibidos son considerablemente mayores a los exhibidos por el Trolox; 72,14
pg/mL para DPPH y para ABTS. Sin embargo, esto concuerda con Chen et al., 2009 y
Tsiapali et al., 2001 informaron que la mayoria de los polimeros de los carbohidratos tienen
una baja actividad antioxidante, significativamente mas débil que los antioxidantes sintéticos

como el Trolox o ditiocarbamato de pirrolidina (PDTC).

Los polisacaridos son una alternativa en el foco de la investigacion para su potencial como

antioxidantes naturales, sin embargo, la relacion entre la actividad antioxidante y las
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propiedades quimicas de los polisacaridos atin no estd completamente determinada. Algunos
factores clave que se han identificado como responsables incluyen la composicién de
monosacaridos, el peso molecular, la estructura quimica, el contenido de compuestos
fendlicos, acidos urdnicos y el grado de sulfatacion. Para desarrollar polisacaridos como
alternativa antioxidante natural, es necesario determinar la relacion esencial estructura-

actividad.

Segin J. Wang et al., (2016) varios estudios postulan que los extractos crudos de
polisacaridos pueden actuar como mejores antioxidantes que las fracciones purificadas,
debido a la presencia de otros compuestos asociados. En este estudio los polisacaridos
aislados no fueron sometidos a ninglin proceso de purificacion, por lo que se sugiere que
estas moléculas vienen conjugadas con otros componentes, como aminoécidos, proteinas,
acido urdnico, entre otros compuestos. Se ha reportado que polisacaridos que contienen un
alto contenido de 4cido urdénico muestran una actividad antioxidante significativa. La
interaccion entre los &tomos de hidrogeno del polisacérido y el 4cido urdnico podria ofrecer
una cantidad considerable de hidrogeno para neutralizar los radicales libres (P. He et al.,

2016; Kumar & Nagar, 2014; Wu et al., 2024; Yin et al., 2021).

En este estudio se determind que el contenido de acido urdnico presente en los polisacaridos
fue del 0.94%. Ademas, la observacion de una banda de absorcion en la region 1735 cm™ en

el FTIR podria confirmar la presencia de trazas de acido urénico.

La mayor parte de los polisacaridos fingicos son neutros y no contienen acido urénico, en
contraste con los polisacaridos de plantas y algas, y solo unos pocos han demostrado tener
un bajo contenido de acido urdnico. En esta linea, Liu et al (2020) reportaron que dos
fracciones de polisacaridos aislados del hongo Stropharia rugosoannulata, tan solo en una
fraccion se indico un 0,71% de 4cido urdnico. Asi mismo en Yan et al., 2019 indicaron que
el contenido de 4cido urénico en cuatro tipos de hongos; Pleurotus eryngii, Flammulina

velutipes, Pleurotus ostreatus y Hypsizygus marmoreus. oscilaba entre un 1,7% vy el 3,1%.

Se realiz6 un analisis de correlacion de Pearson para clarificar la relacion entre el contenido
de acido urodnico presente en los polisacaridos y la actividad antioxidante exhibida por estos.
Los coeficientes de correlacion de Pearson reportados en este estudio fueron r= 0.804 para el

ensayo de DPPH y r =0.865 para el ensayo ABTS. De acuerdo a Kuckartz et al (2013), los
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valores r =0.7 < 1 se consideran correlaciones muy altas. Esto que indica que el contenido de
acido uronico se correlaciond positivamente con la capacidad de eliminacion de radicales
DPPH y ABTS®". Estos resultados sugieren que la presencia de é4cido urdnico en los
polisacaridos de C. lebre, aiin en pequefias cantidades contribuyen de manera importante en
la capacidad antioxidante de este hongo. En los polisacaridos neutros y urdnicos, el grupo
hidroxilo es el que mas contribuye a la accion antioxidante donando hidrégeno o electrones
para estabilizar los radicales libres o reaccionando directamente con los radicales libres para

terminar la reaccion en cadena de los radicales (Lindsay, 1996).

Por otra parte, numerosos estudios han reportado una correlacion positiva directa entre la
actividad antioxidante y el contenido de compuestos fenolicos. Los compuestos fendlicos
representan una de las fuentes mas importantes de antioxidantes naturales en virtud de la
actividad donadora de electrones del grupo hidroxilo fendlico &cido. Estudios han informado
que las fracciones de polisacaridos crudos estin compuestos principalmente de conjugados
presentes después del pretratamiento, el tratamiento con agua caliente y la precipitacion con

etanol (Chen et al., 2009; Kozarski et al., 2012; Siu et al., 2014).

La mayoria de los polisacaridos y polifenoles se encuentran segregados en los tejidos
vegetales intactos, debido a que estos tltimos se encuentran almacenados en las vacuolas, las
cuales estan separadas de las paredes celulares por membranas, por esta razon se cree que las
interacciones entre polisacaridos y polifenoles no ocurren en las células vivas. Sin embargo,
cuando las células se rompen durante el procesamiento, estos dos compuestos comienzan a
asociarse y formar un complejo de interaccidon, ya sea covalente o no covalente. Estas
interacciones son vitales para las cualidades biologicas y nutritivas de productos
alimentarios, en este caso los hongos comestibles (Q. Guo et al., 2022; J. Liu et al., 2018; X.

Liu et al., 2020).

En este estudio, el contenido fenolico total de los polisacaridos fue determinado segun el
método de Folin-Ciocalteu (1927) y exhibio un valor de 10.8 mg GAE/g (Y. J. Guo et al.,
2012) reportaron que el contenido fenolico total de 49 hongos comestibles oscil6 entre un
2.4 a 19.3 mg GAE/g, considerando estos antecedentes se postula que C. /ebre tiene una
cantidad moderada de compuestos fendlicos. Estudios indican que la produccion de

metabolitos secundarios en hongos, en este caso compuestos fendlicos, estd condicionada
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principalmente por el tipo de nutrientes que conforman el sustrato y las condiciones
climaticas en las que se desarrollan, estos factores pueden alterar y cambiar su metabolismo,
generando diferencias en la presencia de compuestos bioactivos y su concentracion (Jong &

Birmingham, 1992; Sanchez, 2017).

En el mismo estudio, se reporté como la cantidad de compuestos fenolicos presentes se
correlacionaron positivamente con la capacidad antioxidante, mediante los ensayos de poder
antioxidante reductor férrico (FRAP) y capacidad antioxidante de Trolox equivalente
(TEAC). Ademas, determinaron que los compuestos fenélicos mas abundantes en los hongos
comestibles fueron el 4cido gélico y el acido p-hidroxibenzoico, los cuales se sugiere podrian

ser los responsables de reducir oxidantes y eliminar radicales libre.

Finalmente, cabe destacar que la presencia de proteinas y aminodcidos asociados a los
polisacaridos crudos, pueden brindarle una mayor actividad antioxidante, lo que se debe a su
capacidad de donar protones a los radicales deficientes en electrones. En este estudio del
espectro FTIR, en las bandas de absorcién ubicadas en torno a 1635 cm™ y 1546 cm™ se pudo
identificar amidas primarias y secundarias respectivamente, lo que confirmaria la presencia

de proteinas.(J. Wang et al., 2016b)

En resumen, las capacidades antioxidantes de los polisacaridos no son funcion de un sélo
grupo y se sugiere que estuvieron influenciadas sinérgicamente por los efectos combinados

del contenido de acido urdnico, fenoles y la presencia de complejos polisacaridos-proteinas.
Actividad anticoagulante

Las pruebas de coagulacion son ensayos funcionales que tienen como objetivo replicar in
vitro la activacion del sistema de coagulacion y evaluar la funcionalidad de este mismo, lo
que permite fundamentar y orientar el diagnostico clinico, o en este caso evaluar nuevos
compuestos que inhiban o estimulen el sistema de coagulacion. Las pruebas clasicas
utilizadas son el tiempo de protrombina (TP) que evalua el funcionamiento de la via
extrinseca de la coagulacion y el tiempo de tromboplastina parcial activado (TTPa) que
evalla a la via intrinseca. Los resultados de los ensayos indicaron valores en un rango normal

de coagulacion, ya que la prueba TP ni TTPA exhibieron una prolongacion del tiempo de
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coagulacion, lo que indica que los polisacaridos crudos de Cortinarius lebre no poseen

actividad anticoagulante por ninguna via de coagulacion.

La composicion de monomeros de los polisacaridos de Cortinarius lebre se analizdé mediante
HPLC y demostr6 que su principal componente era la glucosa con un 36.98%, ademads de
presentar de xilosa/manosa en un 8.82%. Segin su composicion quimica, este polisacarido
se asemeja a la otros con potencial anticoagulante como es reportado por Yoon et al (2003)
en el hongo Auricularia auricula que contenia mayoritariamente monosacaridos manosa,
glucosa y xilosa, ademas contenia residuos de acido hexurdnico constituidos principalmente
por acidos glucurdnico, ya que tras la reduccion sobre los grupos carboxilo del polisacarido
se observd una disminucion en el contenido de acido hexurénico y un aumento proporcional
en la cantidad de glucosa. La actividad anticoagulante que present6 este hongo casi
desaparecid después de la reduccion de los grupos hidroxilo, por lo tanto, en este estudio se
afirma que los residuos de 4acido glucurénico fueron esenciales para la actividad
anticoagulante. Esto concuerda con los ensayos anticoagulantes reportados en (Pawlaczyk
etal.,, 2013) donde también consideraron significativa la accidon anticoagulante de los
carbohidratos y el 4cido urdnico presente en los polisacaridos de Fragaria vesca. Sus partes
de carbohidratos estaban compuestos por acidos hexuronicos, residuos de ramnosa, arabinosa
y galactosa. Los polisacaridos de C. lebre, a pesar de coincidir mayoritariamente en la
composicidon de monosacaridos de otros polisacaridos con actividad anticoagulante
reportada, presentd un bajo contenido de acido urdénico (0.94%) lo que en ese sentido podria

explicar su nula actividad antioxidante.

Ademéds, es importante destacar que los polisacdridos de C. lebre seria estructuralmente
diferente de los polisacéridos sulfatados que contienen fucosa de las algas marinas, de los
compuestos como los glucosaminoglicanos de los tejidos de invertebrados o heparinoides

que tienen propiedades anticoagulantes y actividades antiplaquetarias reportados.

Varios estudios han reportado sobre como el alto grado de sulfatacion de los polisacaridos
influye en una mayor capacidad anticoagulante. (Liu et al.,, 2017; Mestechkina &
Shcherbukhin, 2010b; Miao et al., 2020; Nataraj et al., 2022b; Thimmaraju & Govindan,
2022; Vasconcelos et al., 2013; Yoon et al., 2003) Sin embargo, en este hongo el contenido

de sulfato fue menor al 1%. En contraste, los polisacaridos de algas con alto contenido de
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sulfatos, especialmente fucoidanos, son caracteristicos como moléculas anticoagulantes.
(Chagas et al., 2020; Chang et al., 2021; Dore, Faustino Alves, Pofirio Will, Costa, Sabry, de
Souza Régo, et al., 2013; Kim & Wijesekara, 2011; X. Wang et al., 2013)

Es consistente el contenido de sulfato con la biodisponibilidad de azufre en los diferentes
ambientes en que estos organismos se desarrollan. En ambientes marinos, la principal fuente
de azufre es el sulfato (SO4> ) derivado de la erosion quimica de la roca continental y la
posterior disolucion del azufre mineralizado. En contraste, los ambientes terrestres obtienen
el azufre a través de la deposicion de basura organica y excrementos animales. En adicion,
se ha reportado una disminucion considerable en la deposicion atmosférica de S inorgénico.
El azufre en un rango normal se encuentra en un 0.05% del cudl 95% en formas organicas,
mientras que las fuentes inorgdnicas como el sulfato son menos comunes en suelos terrestres.

(Allen & Shachar-Hill, 2009; Linder, 2018; Sadzawka R., 1999)

Sumado a esto, es necesario considerar el rol ecologico que cumple C. lebre como hongo
ectomicorricico. Se ha informado, que la asociacion de las raices de los arboles con hongos
ectomicorricicos influye en la nutricion de azufre de los arboles, principalmente en la
absorcion y asimilacion de sulfatos. Esto puede suceder mediante la absorcion de sulfato por
las hifas de hongos micorricicos como paso intermedio. Estos antecedentes, ecologicos y
quimicos nos permiten entender el bajo grado de sulfatacion presentes en los hongos (Allen
& Shachar-Hill, 2009; Gahan & Schmalenberger, 2014; Rennenberg, 1999; Traynor et al.,
2019).

Finalmente, para entender coémo se relaciona la composicién quimica del hongo es necesario
considerar que tanto la especie estudiada como el habitat en el que se desarrolla, cumplen un
rol fundamental en la sintesis y conformacion de los metabolitos secundarios(Bills & Gloer,

2016).

Ademas, se debe considerar que las condiciones climéaticas y barreras naturales, la micobiota
chilena es tnica. Estas condiciones permiten que exisa una amplia variedad de hongos con
diferentes formas de vida; saprofitos, parasitos y simbidticos asociados a la flora endémica

de Chile (Garrido et al., 1985).
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Otro aspecto a considerar es que la especie de este estudio es un hongo simbionte
ectomicorricico, a nivel de especie, se caracteriza por tener requisitos especificos en términos
de tipo de vegetacion, condiciones climdticas y edaficas. Se ha reportado que algunos
metabolitos son fundamentales para el éxito ecoldgico de los hongos, ya que median la
adquisicion y transporte de nutrientes y las comunicaciones intra e inter especies, la
formacion de pigmentos, entre otras funciones. Finalmente, debido a que la expresion de los
metabolitos es provocada por estimulos quimicos y ambientales y se coordina con el
crecimiento y la formacién de estructuras del organismo, se puede afirmar que el ambiente
determina la importancia que tienen los metabolitos en la supervivencia o reproduccion de
estos, de esta forma condicionan su cantidad y estructura (Bills & Gloer, 2016; Palfner et al.,

2022).
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CONCLUSIONES

En este estudio, por primera vez se analizaron en detalle las propiedades quimicas y las
posibles aplicaciones de los polisacaridos crudos del hongo comestible Cortinarius lebre,

obtenidos mediante el método de agua caliente y precipitados con etanol.

La actividad antioxidante de los polisacaridos crudos de C. lebre fue dosis dependiente y
baja, ya que se necesitaron dosis altas para exhibir la actividad. En este estudio la actividad
exhibida se atribuye a su contenido de acido urénico y efecto de los fenoles presentes en los
polisacaridos, dada la naturaleza cruda de estos mismos, por lo que la hipotesis 1 se acepta.
Sin embargo, se requieren estudios adicionales para dilucidar el mecanismo antioxidante de

PsClI

Por otro lado, los polisacaridos de C. lebre no demostraron capacidad anticoagulante en
ninguna de las vias analizadas, posicionandose en los valores normales de la coagulacion de
la sangre sin generar efecto alguno. En este estudio, relacionamos la inactividad con la
ausencia de grupos sulfatos y a la composicién monomérica de los polisacaridos, por esto se

rechaza la segunda hipotesis.

Las bioactividades que se propusieron para C. lebre estaban mediadas por la composicion de
los polisacéridos de este hongo, las cuales a su vez estdn estrechamente relacionadas con la
especie y el entorno en el que se encuentra. El ambiente determiné la composicion quimica

y sus caracteristicas en funcion de la ecologia de este hongo.

Finalmente, para futuros estudios acerca de los polisacaridos de C. lebre cabe mencionar que
deben ser orientados a dilucidar los mecanismos asociados a la actividad antioxidante, a
través de ensayos con diferentes sistemas de radicales libres e identificar otros compuestos
que podrian ser responsables de esta bioactividad. Ademas, considerando que este estudio
fue realizado en polisacaridos crudos y se determind que esto podria afectar su actividad
bioldgica, es necesario explorar la obtencion de polisacaridos especificos, a través de técnicas
de purificacion, aislamiento o fraccionamiento que puedan potenciarlo como un hongo

bioactivo, para estas u otras actividades bioldgicas que pudiera presentar.
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