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RESUMEN

Introduccién: Las setas comestibles Pleurotus son consideradas actualmente como
fuente de obtencién de nutracéuticos y micoquimicos con potencial bioterapéutico.
Aunque diversos estudios destacan los efectos inmunomoduladores de
biopreparaciones derivadas de este género en ratones inmunodeficientes, aun existen
aspectos no esclarecidos en estudios preclinicos con relacion a la influencia del sexo
en la funcidon inmunitaria de ratones inmunocompetentes.

Objetivos: Evaluar el efecto de un biopreparado seco derivado de cuerpos fructiferos
de Pleurotus sp. sobre pardmetros metabdlicos y de la respuesta inmune de ratones
inmunocompetentes de ambos sexos.

Métodos: La administracion del biopreparado nutracéutico se realizé durante 14 dias
por via oral (1000 mg/kg) y se determinaron, posteriormente, marcadores
hematoldgicos y bioquimicos en suero y se evalud la respuesta inmune innata y
adaptativa mediante el conteo de células fagociticas y la respuesta de
hipersensibilidad retardada, respectivamente.
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Resultados: El biopreparado incremento el conteo de leucocitos totales, con una
respuesta polarizada que evidencid diferencias significativas en las poblaciones de
linfocitos y polimorfonucleares en ratones machos y hembras, respectivamente. Se
aprecio, igualmente, efectos moduladores a nivel de la celularidad esplénica y un
aumento en el nimero de macrofagos peritoneales en las hembras tratadas. También,
aunque no se detectaron resultados significativos en los niveles de hemoglobina y
proteinas séricas totales, se evidencié un comportamiento diferencial que favorece la
sintesis de la fraccion globulinica en las hembras que recibieron el nutracéutico. El
suplemento estimuld, ademas, la respuesta inmune celular in vivo en ratones machos.

Conclusiones: El presente estudio proporciona nuevas evidencias del efecto
nutracéutico e inmunomodulador de un biopreparado de Pleurotus sp. en ratones
inmunocompetentes de ambos sexos. Ello sugiere la estimacién de los marcadores de
inmunomodulacién tanto en estudios preclinicos como en intervenciones nutricionales
en humanos y considerar, ademas, la influencia del sexo en dichos estudios.

Palabras clave: Setas comestibles Pleurotus; nutracéutico; inmunomodulador.

ABSTRACT

Introduction: The edible mushrooms Pleurotus are currently considered as a source
of obtaining nutraceuticals and mycochemicals with biotherapeutic potential. Although
several studies highlight the immunomodulatory effects of biopreparations derived
from this genus in immunodeficient mice, there are still aspects not clarified in
preclinical studies regarding the influence of sex on the immune function of
immunocompetent mice.

Objectives: To evaluate the effect of a dry biopreparation derived from fruiting
bodies of Pleurotus sp. on metabolic parameters and the immune response of
immunocompetent mice of both sexes.

Methods: The administration of the nutraceutical biopreparation was carried out for
14 days orally (1000 mg / kg) and serum hematological and biochemical markers
were subsequently determined and the innate and adaptive immune response was
evaluated by counting phagocytic cells and delayed hypersensitivity response,
respectively.

Results: The biopreparation increased the total leukocyte count, with a polarized
response that showed significant differences in lymphocyte and polymorphonuclear
populations in male and female mice, respectively. We also observed modulating
effects at the splenic cellular level and an increase in the number of peritoneal
macrophages in the treated females. Also, although no significant results were
detected in the levels of hemoglobin and total serum proteins, a differential behavior
was observed that favors the synthesis of the globulin fraction in the females that
received the nutraceutical. The supplement also stimulated the cellular immune
response in vivo in male mice.

Conclusions: The present study provides new evidence of the nutraceutical and
immunomodulatory effect of a Pleurotus sp. in immunocompetent mice of both sexes.
This suggests the estimation of immunomodulation markers both in preclinical studies
and in nutritional interventions in humans and also consider the influence of sex in
these studies.

Keywords: Edible mushrooms Pleurotus; nutraceutical immunomodulator.
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INTRODUCCION

Los alimentos funcionales o nutracéuticos son productos que se encuentran entre la
frontera de los alimentos y los farmacos. ! En este sentido, los nutracéuticos que se
consumen como suplementos nutricionales, son derivados, mayoritariamente, de
diversas fuentes naturales como las plantas, algas y las setas comestibles.?

En el caso particular de las setas comestibles, éstas han sido catalogadas
recientemente como una bio-fabrica natural de sustancias y metabolitos secundarios
con efectos bioldgicos; y se consideran, ademas, una atractiva fuente para la
elaboracién de suplementos dietéticos y bionutrientes.3*

Sus preparaciones, tales como extractos crudos y semipurificados, asi como productos
secos, contienen diferentes moléculas bioactivas como polisacaridos, proteinas,
polifenoles, etc.>® El amplio espectro de propiedades biofarmacéuticas atribuidas a
estas sustancias incluyen, principalmente, los efectos antibacterianos, antifungicos,
antioxidantes, antitumorales e inmunomoduladores.” Dentro de los géneros
estudiados con mayor potencial bioterapéutico se destacan especies de Lentinus,
Grifola, Pleurotus, Ganoderma, Agaricus , entre otros.®

Pleurotus es uno de los géneros de setas mas importantes atendiendo a su produccion
y consumo a nivel mundial y que cuenta, ademas, con un elevado nimero de
especies. Entre las mas estudiadas se incluyen: P. tuber-regium, P.pulmonarius (= P.
sajor-caju ), P. ostreatus (= P. florida), P. eryngii y, mientras se describen otras
menos estudiadas como P. abalonus,P. cornucopiae, P. eous y P. sapidus. ° Ademas,
de su alto valor nutricional, este género exhibe importantes propiedades medicinales,
dentro de las que se destacan la accidén anticancerigena, la posibilidad de combatir
procesos oxidativos en el organismo y su capacidad de modular la respuesta
inmunitaria.t®

Diversos estudios han demostrado que los extractos derivados tanto del micelio como
de los cuerpos fructiferos de P. ostreatus ejercieron propiedades inmunomoduladores
al incrementar la produccién de especies reactivas del oxigeno en neutrdfilos.!! En
adicion, otros autores destacan el efecto inmunopotenciador de una fraccién
hidrosoluble derivada de P. tuber-regium vy rica en polisacaridos a nivel de la
inmunidad innata y en linfocitos T auxiliadores en ratones.!?

Sin embargo, poco es conocido acerca de los efectos de suplementos nutracéuticos
elaborado a partir de la biomasa seca de cuerpos fructiferos de Pleurotus sp. en
ratones inmunocompetentes de ambos sexos. En este sentido, diversos estudios han
referido la influencia del sexo en la funcién inmunitaria y la respuesta diferencial
dependiente del sexo ante las infecciones, procesos autoinmunes y la accion de
farmacos anti-inflamatorios.!314 Este aspecto, en consecuencia, podria ser tomado en
consideracion tanto en las evaluaciones preclinicas, como en la estimacion de los
marcadores de inmunomodulacion en las intervenciones nutricionales en humanos.
Por otro lado, no existe uniformidad en la mayoria de la literatura cientifica consultada
con respecto al uso de los biomodelos y el sexo propuesto. Estos elementos, por
tanto, dificultan la comparacion de resultados obtenidos en estudios enfocados en
evaluar el potencial inmunomodulador de preparados bioactivos.

http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas. 2018;37(3)

Por tal motivo, la presente investigacion evalla el efecto de un biopreparado seco
como nutracéutico, derivado de cuerpos fructiferos de Pleurotus sp. sobre parametros
bioguimicos y la respuesta inmune de ratones BALB/c inmunocompetentes de ambos
sexos. Esta investigacion, ademas, aporta evidencias que soportan el uso de
bioformulaciones como suplementos nutricionales a partir de las setas Pleurotus en el
tratamiento complementario y la profilaxis en grupos poblacionales con riesgo a las
inmunodeficiencias.

METODOS

Material bioldégico y método de obtencidn del biopreparado nutracéutico de
Pleurotus sp

Se utilizd la cepa de Pleurotus sp. (CCEBI 3024), depositada en la Coleccion de
Cultivos Microbianos del Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial (CEBI).

Los cuerpos fructiferos de Pleurotus sp. se obtuvieron por fermentacion en estado
solido utilizando como sustrato pulpa de café, previamente pasteurizadas. Una vez
cosechados, los cuerpos fructiferos se fragmentaron en pequefas porciones y se
incubaron en estufa (Venticelli, Alemania) durante 24 h a 45°C. El polvo resultante
del molinado de los cuerpos fructiferos secos fue conservado en bolsas de nylon,
protegido de la luz y la humedad hasta su utilizacién (biopreparado seco, SN).

Animales y disefio experimental

Se utilizaron 20 ratones BALB/c de ambos sexos (8 semanas de edad), con un peso
corporal de 18-25 g, libres de patégenos, procedentes del Centro Nacional para la
Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB, Habana). En el cuidado de los
ratones se emplearon condiciones sanitarias convencionales, y se mantuvieron a
temperatura y humedad ambiental controladas. A los animales se les suministrd agua
y pienso peletizado para ratones (ALYco®, CENPALAB) ad libitum. Los experimentos
fueron aprobados por el Comité de Etica de la Universidad de Oriente y el Centro de
Toxicologia y Biomedicina (TOXIMED), Universidad de Ciencias Médica de Santiago de
Cuba y se desarrollaron considerando las legislaciones cubanas y la Directiva Europea
2010/63/EU para la proteccion de animales usados con fines cientificos.

Los animales fueron distribuidos de forma aleatoria en cuatro grupos experimentales
(dos correspondientes a cada sexo, h=5). A los grupos designados como SN-
Pleurotus Hembras y SN-Pleurotus Machos, se les administrd por via oral durante 14
dias 0,2 mL de una suspension del biopreparado seco (1000 mg/kg) en solucién salina
fisioldgica. Dicha administracién se realiz6é diariamente en las mafianas y a la misma
hora. Los grupos controles (Control Hembras y Control Machos) se alimentaron con
pienso peletizado para ratones durante la investigacion. La observacion clinica de los
animales se realiz6é diariamente durante 14 dias.
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Parametros hematoldgicos en sangre periférica

Se tomaron muestras de sangre por el plexo retroorbital de cada animal empleando
capilares heparinizados y se colectaron en viales que contenian anticoagulante (20
ML). Se determind el contenido de hemoglobina en sangre con el empleo de reactivo
comercial Hemotest (EPB Carlos J. Finlay, Ciudad de La Habana).

Para el conteo total de leucocitos se tomaron 20 pL de sangre, los que se afadieron a
viales que contenian 0,4 mL de acido acético (2 %). Se homogeneizaron y se procedio
al conteo en camara de Neubauer (Alemania) en microscopio éptico (NOVEL, China).
El resultado se expresé en 10° células/L.

Para el conteo diferencial se realizaron extensiones de una gota de sangre fresca y a
continuacion las preparaciones se fijaron con etanol absoluto y se tiferon con solucion
de Giemsa. El conteo se realizdé en base a 100 células, diferenciando las mismas
segun sus caracteristicas morfoldgicas con el empleo del microscopio éptico.

Analisis biogquimicos en suero

Se determind la concentracion de proteinas séricas totales por el método de Biuret.!>
Se estimo la concentracién de albumina en suero mediante el juego diagnostico
Albumin-ELITech (Francia) basado en la reaccion con el verde de bromocresol. Los
niveles de globulinas se determinaron a partir de la diferencia de la concentracién de
albamina de las proteinas totales. Se calculd, ademas, la relacion albamina/globulinas
(A/G).

Celularidad esplénica

La suspension de células esplénicas se prepard triturando suavemente el bazo con
solucion de Hanks helada, filtrandola luego a través de una gasa antiséptica (Johnson
& Johnson Medical, EUA). Las células fueron contadas en cdmara de Neubauer en un
microscopio optico.

Celularidad en el exudado peritoneal

Luego del sacrificio de los ratones, se inoculd por via intraperitoneal (i.p) 5 mL de
solucién salina de Hanks. Se realizé una incision y se colectaron las células de la
cavidad con pipeta Pasteur. Luego de centrifugar (5 000 rpm/10 min), las células
fueron resuspendidas en 1 mL de solucidén de Hanks y se estimé la celularidad en
camara de Neubauer al microscopio éptico.

Ensayo de estimulacion de la inmunidad celular (Reaccion de
hipersensibilidad retardada, HR)

La respuesta inmune celular se evalué mediante el ensayo de hipersensibilidad
retardada.'® Los grupos experimentales se conformaron segun se describid
previamente (2.3). El dia 15 los ratones fueron sensibilizados por la inoculacion
intradérmica (i.d.) de 50 yL de una solucion de seroalbimina bovina (BSA) 5 mg/mL
en Adyuvante Completo de Freund (Sigma, EUA) en dos sitios del abdomen. A los
ocho dias los animales se retaron por via i.d. en el cojinete de la pata trasera
izquierda con 20 pL de la solucion de BSA 5 mg/mL. En el cojinete de la pata derecha
se inoculd un volumen similar de solucién salina fisiolégica (SSF). La medicion de la
induracién se realizé con un micrometro (K1972r, Rusia) a las 24, 48 y 72 h del reto.
La respuesta de HR se expresé como la diferencia entre la magnitud del edema en la
pata inoculada con el antigeno y su valor en la pata inyectada con SSF.
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Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados como la media + desviacién estandar de los datos
(DE). Se utilizé el analisis de varianza de clasificacion simple por rangos de Kruskal-
Wallis, de conjunto con la prueba de Student-Newman-Keuls (p< 0,05).

RESULTADOS

Efecto del biopreparado nutracéutico de Pleurotus sp. sobre parametros
bioquimicos y hematolégicos

La presente investigacién evalud el efecto de la administracion oral de un
biopreparado seco de setas Pleurotus, en calidad de suplemento nutricional, en
parametros metabolicos y la respuesta inmune innata y adaptativa en ratones
inmunocompetentes de ambos sexos.

En el estudio no se encontraron diferencias estadisticamente significativas, con
relacion a los niveles de hemoglobina en sangre entre los diferentes grupos
experimentales estudiados (SN-Pleurotus y Control Hembras 145 £ 20y 140 + 14
g/L, vs SN-Pleurotus y Control Machos 150 + 18 y 136 £+ 15 g/L, respectivamente)
(p< 0,05).

De igual forma, tampoco se reflejan resultados significativos en cuanto al efecto de la
suplementacién con el biopreparado seco de Pleurotus en los niveles de proteinas
séricas totales y albumina (tabla).

Tabla. Efecto en los niveles de proteinas séricas de ratones BALB/c de ambos sexos
suplementados con setas Pleurotus.

SN-Pleuratus Control SN-Pleuratus Control
Hembras Hembras Machos Machos

Proteinas séricas 7,32 £ 2,306 0,30 £ 1,25 5,72 £ 2,07 4,84 + 0,97
totales (g/dL)ns
Albimina (g/dL)™ 3,62 + 1,02 3,54 + 0,45 3,99 + 0,83 3,00 + 0,95
Globulinas (g/dL)” 4,67 £ 1,27 | 2,06 £ 1,058 | 2,73 + 1,203k | 1,02 + 0,84
Relacién 0,80 + 0,46 2,12 + 0,98 1,92 + 0,92 2,35 + 0,89
Albumina/Globulinas
{MG]ns

A los grupos designados como SN-Pleurotus Hembras y SN- Pleurotus Machos se les
administré por via oral durante 14 dias 0,2 mL de una suspension del suplemento de
Pleurotus (1000 mg/kg) en solucion salina fisioldgica. Los resultados se presentan
como el valor medio en cada grupo £ DE (n= 5). Letras distintas indican diferencias
significativas (Kruskal-Wallis, Student-Newman-Keuls, p<0,05) ns: no hay diferencias
significativas.

Sin embargo, se observo un incremento diferenciado en la concentracion de la
fraccién globulinica en las hembras tratadas con el suplemento nutricional (p< 0,05).
Los ratones machos en cambio, mostraron valores comprendidos estadisticamente
entre las hembras tratadas y los grupos controles. De esta forma, las hembras que
recibieron el nutracéutico de setas Pleurotus mostraron los valores inferiores en la
relacion Albumina/Globulina, lo cual apoya la posible estimulacion de la sintesis de
globulinas séricas.

http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas. 2018;37(3)

La administracion oral del suplemento nutricional de Pleurotus sp., con independencia
del sexo, conllevd a un incremento estadisticamente significativo en el conteo de
leucocitos totales respecto a los controles (p< 0,05) (Fig. 1). Los valores de este
parametro se encontraron dentro del intervalo referido para la especie (8-17x10°%/L).'7

Los resultados, expresados en 10° células/L, se presentan como el valor medio en
cada grupo + DE (n= 5). Letras distintas indican diferencias significativas (Kruskal-
Wallis, Student-Newman-Keuls, p< 0,05).

Los resultados, expresados en 10° células/L, se presentan como el valor medio en cada
grupo = DE {n= 5). Letras distintas indican diferencias significativas (Kruskal-wallis,
Student-Mewman-Keuls, p< 0,05).

2.':":] -
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= 80
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SM- Control SN- Control
Pleurotus Hembras Pleurctus Machos
Hembras Machos

Fig. 1. Efecto de la suplementacion con setas Pleurofus sp en el conteo de leucocitos en
sangre periférica de ratones BALBE/c.

No obstante, en el caso especifico de las poblaciones leucocitarias (linfocitos y
polimorfonucleares) en los animales que recibieron como complemento de la dieta el
biopreparado seco de Pleurotus sp., se apreciéo un comportamiento diferencial
dependiente del sexo. En este sentido, los conteos linfocitarios fueron superiores en
los machos tratados con el suplemento nutricional (p<0,05), y el de
polimorfonucleares en las hembras tratadas con dicho producto (p< 0,05) (Fig. 1).

Efectos del biopreparado nutracéutico de Pleurotus sp. sobre la respuesta
inmune innata

Con independencia del tratamiento, la celularidad esplénica resulté estadisticamente
superior en las hembras suplementadas con el nutracéutico con respecto a los machos
(p< 0,05) (Fig. 2).

Los resultados (x107/bazo) se presentan como el valor medio en cada grupo = DE
(n= 5). Letras distintas indican diferencias significativas (Kruskal-Wallis, Student-
Newman-Keuls, p< 0,05).
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Los resultados (x107/bazo) se presentan como el valor medio en cada grupo £ DE
{n= 5). Letras distintas indican diferencias significativas (Kruskal-Wallis, Student-Newman-
Keuls, p< 0,05).

18 -

16 a
[

Celularidad esplénica (x107/ bazo)

SN-Fleurotus Confrol SMN-Fleurotus Control
Hembras Hembras Machos Machos

Fig. 2. Efecto de la suplementacion con setas Plewrotus sp en la celularidad esplénica de
ratones BALE/c.

Se observo, de manera similar, un incremento en el nimero de macréfagos
residentes en la cavidad peritoneal en las hembras suplementadas oralmente con el
preparado seco de Pleurotus sp. y en un menor grado en los machos tratados, en
comparacién con los grupos controles (p< 0,05) (Fig. 3).

Los resultados (x10%/raton) se presentan como el valor medio en cada grupo = DE
(n=5). Letras distintas indican diferencias significativas (Kruskal-Wallis, Student-
Newman-Keuls, p< 0,05).

Los resultados (x10%ratén) se presentan como el valor medio en cada grupo £ DE (n= 5).
Letras distintas indican diferencias significativas (Kruskal-Wallis, Student-Mewman-Keuls,

p< 0,05).
3
2,5 -
b
2 ab
[ = .

Celularidad periteneal {x 10% ratén)
o

SN-Peurctus  Control Hembras  SH-Reurctus  Conlral Machos
Heamibir as Machos

Fig. 3. Numerce de células en el exudado peritoneal de ratones BALB/Sc suplementados con
setas Pleurctus sp.
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Efecto del biopreparado nutracéutico de Pleurotus sp. en la estimulacion de
la respuesta inmune celular in vivo

El biopreparado seco de Pleurotus sp., administrado durante 14 dias a ratones
previamente sensibilizados y retados con BSA, ejercid efectos diferenciados en
dependencia del sexo. Los ratones machos tratados con el complemento nutricional
mostraron una respuesta de HR superior a la del grupo control que resultd
significativa a las 48 horas (p< 0,05). Las hembras en cambio, mostraron valores
comprendidos estadisticamente entre los machos tratados o no con el suplemento

(Fig. 4).

La respuesta de HR se expresé como la diferencia entre la magnitud del edema
inflamatorio en la pata inoculada con el antigeno y su valor en la pata inyectada con
SSTF. Los resultados se presentan como el valor medio en cada grupo = DE (nh= 5).
Letras distintas indican diferencias significativas (Kruskal-Wallis, Student-Newman-
Keuls, p< 0,05).

La respuesta de HR se expresd como la diferencia entre la magnitud del edema inflamatorio
en la pata inoculada con el antigeno v su valor en la pata inyectada con SSTF. Los
resultados se presentan como el valor medio en cada grupo £ DE (n= 5). Letras distintas
indican diferencias significativas (Kruskal-Wallis, Student-Newman-Keuls, p< 0,05).

0.5 -
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S 03
k- b
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e 024 b
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E 014 I
ﬁ |
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24h 48 h T2h
B 3M-Pleurotus Hembras O Control Hembras
0O SM-Pleurotus Machos B Confrol Machos

Fig. 4. Respuesta de hipersensibilidad retardada (HR) especifica a la seroalbdmina
bovina en ratones BALB/c suplementados con setas Pleurotus sp.

DISCUSION

El elevado nimero de estudios que se registran en la actualidad en el campo de las
setas comestibles y medicinales, avalan el enorme potencial de su uso como fuente
de obtencidn de bionutrientes y/o compuestos con actividad medicinal. El desarrollo
de nutracéuticos y/o suplementos nutricionales derivados tanto del micelio como de
cuerpos fructiferos de las setas, representa una excepcional oportunidad en la
profilaxis y el tratamiento complementario de enfermedades crdnicas no
transmisibles, las cuales presentan mundialmente una alta incidencia en la morbi-
mortalidad.!81°
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Por otro lado, las afectaciones que involucran el sistema inmunitario representan un
elevado por ciento en la ocurrencia de las enfermedades cronicas no trasmisibles, tal
es el caso del cancer, las patologias asociadas el estrés oxidativo y las
inmunodeficiencias de tipo secundaria.* De modo que prevenir y combatir estos
padecimientos mediante la dieta y la incorporacion de suplementos nutricionales, se
vislumbra como una alternativa eficaz y desprovista de efectos secundarios
perjudiciales.

El conocimiento del comportamiento de los elementos que incide en la respuesta
inmunitaria y la evaluacién de parametros asociados a esta, constituiria un medio
sensible y funcional de deteccion de la respuesta a una intervencion determinada.?°
Un elemento a considerar es la influencia del sexo en la respuesta inmunitaria.
Aunque ambos géneros exhiben el mismo sistema de defensa, la respuesta inmune
frente a bacterias, virus, parasitos, alérgenos y auto-antigenos, es marcadamente
diferente y dependiente del sexo, a esto se le conoce como "dimorfismo sexual", y
ocurre tanto en humanos como en modelos animales.!32! Sin embargo, aun no se
refieren estudios que evallen la influencia del sexo en las variaciones de los
parametros inmunoldgicos como resultado de la administracion de nutracéuticos y en
particular, de los obtenidos a partir de setas comestibles-medicinales.

El presente trabajo propone, de forma preliminar, el efecto ejercido sobre el
metabolismo y la funcién inmunitaria de un biopreparado seco obtenido a partir de
cuerpos fructiferos de Pleurotus sp. administrado oralmente a ratones BALB/c
inmunocompetentes de ambos sexos.

De forma general, no se apreciaron diferencias significativas asociadas a la diferencia
del sexo en los niveles de hemoglobina y la concentracién de proteinas séricas
totales. Aunque estos indicadores bioquimicos se ven mayormente afectados antes
cambios patoldgicos,?? y el establecimiento de mecanismos regulatorios en
condiciones normales evitan un posible desbalance metabdlico, este resultado pudiera
estar también asociado al periodo de suplementacion con el bioproducto. En tal
sentido, algunos estudios apoyan la idea de evaluar un mayor tiempo de intervencién
nutricional con suplementos o nutracéuticos, considerando que estos cambios
bioguimicos y metabdlicos se reflejan lentamente.?3

Sin embargo, la sintesis de la fraccién globulinica fue favorecida en las hembras con
respecto a los ratones machos y los grupos controles. La relacién albumina/globulina
ha sido un indicador muy utilizado para evaluar el comportamiento de las proteinas
del suero en diversas enfermedades y trastornos nutricionales.?*

Estas evidencias suponen un efecto diferenciado sobre poblaciones celulares, como es
la posible estimulacion tanto a nivel de los hepatocitos relacionados con la biosintesis
de las fracciones a y B, asi como de las y-globulinas por linfocitos B pre-activados. Al
respecto, se ha comprobado que los estréogenos incrementan la respuesta de células B
tanto in vivo como in vitro, de modo que las hembras de diferentes especies producen
niveles mas altos de inmunoglobulinas circulantes, y tipicamente presentan una
respuesta inmune de tipo humoral mas pronunciada contra la infeccién; mientras los
andrdégenos disminuyen la produccion de anticuerpos.4

Anteriormente, se refirid que el tratamiento con estrégenos a ratones hembras
inmunocompetentes, indujo la activacion clonal de linfocitos B. Este estudio,
igualmente describié un efecto promotor in vitro de la maduracién a células
plasmaticas y la producciéon de inmunoglobulinas.?®
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El comportamiento de las poblaciones leucocitarias constituye otro indicador relevante
en la evaluaciéon de productos con potencial actividad sobre el sistema inmune, en
especifico aquellos provenientes de setas comestibles.?® El conteo total de leucocitos
en ratones de ambos sexos fue incrementado tras ser administrados con el
suplemento en comparacion con los grupos controles, aunque sin llegar a valores
patoldgicos para la especie. Sin embargo, los ratones machos y hembras tratados con
dicho nutracéutico respondieron con un aumento diferencial en el nUmero de linfocitos
y de polimorfonucleares, respectivamente.

El efecto positivo sobre la hematopoyesis en ratones tratados con diferentes
fracciones obtenidas de setas comestibles ha sido informado en varios estudios, que
exponen la accion moduladora de éstos, evidenciada por la liberacién de citoquinas
por linfocitos, macrofagos y neutroéfilos.?’-2° Los resultados alcanzados en el presente
estudio podrian estar relacionados con la estimulacién de la produccion de
precursores de estas células en la médula ésea y probablemente también, con un
aumento en su tiempo de vida media. No obstante, futuros trabajos deben estar
encaminados a dilucidar el efecto especifico del sexo sobre las distintas poblaciones
leucocitarias cuando se evallen productos con posible accion estimuladora en los
procesos hematopoyéticos.

Por otra parte, el bazo es un importante érgano hematopoyético generador de
linfocitos y monocitos, siendo estos ultimos precursores de los macrdéfagos.33! La
celularidad esplénica observada fue superior en las hembras administradas oralmente
con el biopreparado nutracéutico. En esta direccion, otros trabajos apoyan este efecto
sobre la funcionalidad en los esplenocitos. Por ejemplo, ratones hembras
sensibilizados con ovoalbimina (OVA) y tratados oralmente con un extracto acuoso
de Agaricus blazei incrementaron el balance Th1/Th2 a nivel de esplenocitos.3? Sin
embargo, otra fraccidn derivada de las setas secas de Agaricus blazei produjo el
efecto contrario a nivel de células esplénicas de ratones BALB/c hembras,
favoreciendo el aumento del nimero de linfocitos Th2 y con ello la produccion de
anticuerpos IgE anti-OVA.33

De manera general, la accion estimuladora del biopreparado nutracéutico de Pleurotus
en este érgano puede estar asociada de igual manera a una activacion funcional de
las poblaciones celulares a nivel de este érgano, en dependencia del sexo. No
obstante, la variabilidad en resultados obtenidos abre nuevas interrogantes que deben
ser abordadas en futuros estudios, como ensayos de actividad funcional en
esplenocitos y determinaciones histoldgicas.

En adicién a los resultados presentados con anterioridad, se evalud el efecto del
suplemento de Pleurotus sobre macrofagos peritoneales. Los macrofagos son
considerados una de las poblaciones leucocitarias mas importantes debido a su
funcion tanto en la inmunidad innata como en la adaptativa.3* Por otro lado, varios
estudios han corroborado la presencia de receptores de membrana en estas células
capaces de unir compuestos del tipo polisacarido B-glucanos, una de las principales
moléculas bioactivas en hongos superiores.3>

Aunque las hembras mostraron una respuesta superior, el incremento observado en
ambos grupos supone un efecto activador en estas células por componentes
presentes en el biopreparado de Pleurotus. Una posible explicacion a este resultado,
unida también al aumento en la proporcién de polimorfonucleares neutrofilos en
sangre observado en las hembras que recibieron el nutracéutico, es que esté
relacionado con la sintesis de factores estimulantes de colonias (CSFs).
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Se ha planteado que este efecto superior en las hembras pudiera estar dado por un
elevado nivel de expresion de quimiocinas y receptores TLR (del inglés Toll-Like
Receptor) en macréfagos peritoneales. También, se refiere que estas poblaciones
exhiben mayor indice de fagocitosis y eliminacién de microorganismos mediante la via
dependiente del oxigeno.!3

Se ha demostrado que el 17-B-estradiol (E2), incrementa la expresion de marcadores
moleculares asociados al crecimiento y proliferacion celular en células fagociticas y
fibroblastos. 3¢ En lineas celulares de macréfagos murinos, el estradiol incrementa la
produccion de factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a) y disminuye la sintesis de IL-10
en cultivos estimulados con lipopolisacarido (LPS).3”

Por su parte, un extracto derivado de Pleurotus florida incrementé la viabilidad celular
y la produccién de 6xido nitrico en macréfagos peritoneales aislados de ratones
BALB/c inmunocompetentes y sugieren un efecto protector contra las infecciones. 38
Estas evidencias apoyan, ademas, la hipotesis de posibles compuestos presentes en el
biopreparado capaces de unirse a receptores presentes en la membrana de estas
células.

En el caso de la inmunidad especifica, evaluada mediante la prueba cutanea de
hipersensibilidad retardada,?® se observé un comportamiento superior en los machos
tratados por via oral con el suplemento de Pleurotus. En el caso de las hembras, este
comportamiento result6 intermedio entre los ratones machos y los grupos controles.
Este resultado indica un potencial efecto estimulador del suplemento de Pleurotus
sobre la respuesta inmune mediada por células T (CD4*+ Th1), particularmente en
machos.

Las subpoblaciones de linfocitos CD4* (Th1) actlian como células inductoras de la HR.
El mecanismo comprende su induccidn al primer contacto con el antigeno y luego ante
la segunda exposicion, se activan y secretan citocinas promotoras de la inflamacion
como el IFN-y y el TNF-a, potentes activadores de los macréfagos que se encuentran
infiltrando los sitios inflamados.4°

Paulik y colaboradores*! demostraron el efecto en ratones de dos glucanos derivados
de Pleurotus ostreatus y una levadura, en diferentes parametros del sistema inmune.
Ambos compuestos mostraron un incremento de la respuesta de HR respecto al
control, aunque el glucano aislado de la seta comestible mostrd una respuesta
superior.

Este efecto activador in vivo en poblaciones CD4* Th1 por setas del género Pleurotus,
fue referido también en un ensayo clinico realizado en voluntarios sanos que
consumieron setas Pleurotus cornucopiae. Los resultados mostraron que, tras la
ingestidon durante ocho semanas, los niveles de citocinas IFN-y e IL-12 se
incrementaron significativamente en relacidén al grupo placebo. Los autores refieren
también un aumento moderado de la actividad en células NK y resaltan, finalmente, la
importancia de este estudio para combatir enfermedades infecciosas en humanos.?3
Aunque el estudio utilizd voluntarios sanos de ambos sexos, los resultados fueron
expresados sin independencia del sexo, no permitiendo dilucidar si dicha actividad
sobre poblaciones de linfocitos CD4 * Thl puede ser también resultado de la influencia
del género.

La mayor parte de los informes publicados hasta la fecha, exponen que las hembras
muestran una mejor funcionalidad inmunoldgica ya sea mediante una potente
inmunidad humoral, exhibiendo altos niveles de anticuerpos, asi como una efectiva
respuesta inmune mediada por células, en comparacion con los machos.13:42
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Karpuzoglu y colaboradores,*> mostrd que la exposicidon a estrégenos in vivo, polariza
la respuesta en linfocitos hacia un perfil Th1 mediante la promocidn de la expresion
del factor de transcripcion T-bet, proceso regulado en parte por el IFN-y y la IL-27.
No obstante, otro trabajo exhibié que en el hamster de Siberia las hormonas sexuales
esteroideas potencian la respuesta inmune celular tanto en machos como en
hembras.

Las evidencias derivadas del presente estudio en relacion con la respuesta inmune
celular sugieren, que la posible funcidn inmunoreguladora de las hormonas sexuales
no esta del todo esclarecida y que, por tanto, no se puede determinar si un esteroide
en especifico presenta un efecto en particular. Los andrégenos y los estrégenos tienen
un impacto sobre la funcionalidad del sistema inmune y se encuentran relacionados
con diversas enfermedades del sistema inmune. El mecanismo por el cual actlan es
atribuido, principalmente, a interacciones con receptores presentes en algunas células
inmunes, de las cuales se derivan los procesos de maduracion, activacion y
diferenciacion. Estas hormonas podrian suprimir o activar la funcién celular en base a
estimulos diferentes en el tejido blanco, proporcionando, en parte, una explicacién a
las diferentes susceptibilidades referidas entre sexos, en relacion a determinadas
infecciones, patologias asociadas a la inflamacién crénica y en procesos

autoinmunes. 34445

A pesar de que en futuros estudios se debe profundizar en la influencia del sexo sobre
la respuesta inmune cuando se evallan productos con potencial actividad
inmunoestimuladora, en particular aquellas formulaciones que se derivan de setas
comestibles, el empleo de Pleurotus como "ingrediente" para el desarrollo,
procesamiento y disefio de suplementos nutricionales se vislumbra como una
alternativa promisoria en la profilaxis y el tratamiento complementario en diversos
estados patoldgicos. Los resultados obtenidos avalan, asi, la insercidon de las setas
Pleurotus para ser empleadas como nutracéutico. Por otra parte, el estudio muestra
los primeros resultados en animales inmunocompetentes tratados con setas
comestibles y sugiere la estimacion de algunos de estos marcadores de
inmunomodulacién tanto en estudios con biomodelos experimentales como en
intervenciones nutricionales en la practica clinica.
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