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Resumen

El hongo Lentinula edodes se cultiva por sus propiedades nutracéuticas y medicinales que
se han popularizado por diversos extractos utilizados para aprovechar las sustancias
activas que contiene. Es por eso que en el presente trabajo se evaluo el efecto de los
extractos de L. edodes sobre la regulacién de la glicemia. Se obtuvo el cuerpo fructifero y
cepa del hongo en la Planta Piloto y Laboratorio para la Ensefianza en la Produccién de
Hongos Comestibles y Medicinales Cultivados FESI propagandose la cepa en medio de
cultivo sélido de agar destroxa papa y para la produccién de micelio se empled medio liquido
de maltosa y glucosa. Se realizaron extractos etandlico y acuoso de C. fructifero y micelio
para evaluar su efecto sobre la glucosa en sangre en ratas Wistar normoglucémicas a través
de curvas de tolerancia a la glucosa, los datos se analizaron mediante un examen de
varianza (ANOVA de dos factores) y posteriormente una prueba de comparaciones
multiples de Tukey, con un valor de p<0.05 para establecer diferencia significativa. Los
resultados muestran que el extracto etandlico de micelio (EM) demostré una tendencia
analoga en las tomas de glucosa postprandial a grupo control glibenclamida cuyo
mecanismo de accién es estimular la secrecién de insulina por células 3 del pancreas. En
el caso del extracto acuoso de micelio (AM) y etandlico de cuerpo fructifero (EF) tuvieron
un efecto similar al no alterar la glucosa basal después de una carga de glucosa,
infiriendose un patrén antihiperglicémico. Con base a estos resultados se midi6 la actividad
inhibitoria de los extractos sobre la a-glucosidasa, el extracto EF mostré un IC50 de 1.4
pag/mL con respecto a la acarbosa de 0.31 ug/mL. Los resultados obtenidos apoyan la idea
de que los extractos de L. edodes pueden ser reguladores de glicemia como estimulador

pancreatico y como inhibidores de la actividad de a-glucosidasa.



Abstract

The Lentinula edodes mushroom is cultivated for its nutraceutical and medicinal properties
that have been made popular by various extracts used to harness the active substances it
contains. That is why in this study the effect of the L. edodes extracts on the regulation of
glycemia was evaluated. The fruiting bodies and fungal strain was obtained in the Planta
Piloto y Laboratorio para la Ensefianza en la Produccién de Hongos Comestibles y
Medicinales Cultivados FESI propagating the strain on potato dextrose agar solid medium
and for the production of mycelia maltose and glucose liquid medium was used. Ethanolic
and aqueous extracts from the mycelium and fruiting Bodies were conducted to assess their
effect on blood glucose in normoglycemic Wistar rats through a glucose tolerance curve, the
data was analyzed by a variance test (two-way ANOVA) and then a Tukey multiple
comparisons test, with a value of p <0.05 to establish significant difference. The results show
that the ethanol extract of mycelium (EM) showed a similar trend in postprandial glucose
samples to glibenclamide control group whose mechanism of action is to stimulate insulin
secretion by pancreatic B cells. In the case of aqueous extract of mycelium (AM) and the
ethanol extract of the fruiting body (EF) both had a similar effect by not altering the basal
glucose after a glucose load, inferring an antihyperglycemic pattern. Based on these results
the inhibitory activity of the extracts on the a-glucosidase was measured, the EF extract
showed an ICso of 1.4 ug/mL, relative to 0.31 pg/mL from acarbose. The results support the
idea that L. edodes extracts can be used as pancreatic glucose regulators stimulator and as

inhibitors of a-glucosidase activity.



Introduccion

El consumo de alimentos naturales no soélo de buen sabor, sino también inocuos, nutritivos
y con propiedades benéficas para la salud, representa la gran tendencia mundial de la
alimentacion humana en el siglo XXI (Martinez.et al., 2007). Gracias al estudio quimico de
productos naturales, los hongos comestibles han sido considerados como alimentos
funcionales importantes en la prevencién de enfermedades, como por su accion en el
ecosistema y al hecho de que han estado ligados al hombre, los estudios realizados sobre
estos organismos han permitido incrementar su conocimiento en aspectos taxonomicos,

ecoldgicos, nutricionales, farmacolégicos y bioquimicos (Rojas, 2012).

La importancia inicial de los hongos en el consumo humano reside en su valor dietético por
los bajos contenidos de carbohidratos y grasas, asi como un contenido significativo de
proteinas y vitaminas. También por ser un complemento agradable en las comidas por sus
propiedades organolépticas. Constituyen un grupo muy variable y polimorfico, pues son
organismos que nacen de esporas y se reproducen sexual o asexualmente, con un cuerpo
generalmente formado por filamentos muy ramificados llamados hifas, los cuales en
conjunto forman el micelio, este ultimo en forma de masas algodonosas de forma radial y
que almacenan su energia en polisacaridos como el glucégeno, polimero de la glucosa que

los animales utilizan para almacenar energia por corto tiempo (Carrillo, 2003).

Dentro de las especies comestibles con mayor produccion en México se encuentran los
géneros Agaricus, Pleurotus y Lentinula, donde el 95.35% corresponde a los Champifiones,
seguido por las setas con 4.62% y Shiitake con 0.038%; estimandose que los volumenes
de produccion ascienden a mas de 47,468 toneladas anuales de hongos frescos, siendo

México el pais con mayor produccién en Latinoamérica (Martinez. et al., 2007).



El hongo Lentinula edodes conocido como Shiitake, de origen asiatico, pertenece a la clase
Basidiomycetes, familia Thricholomataceae, género Lentinula y especie edodes, se
caracteriza por no tener anillo, con un pileo marrén oscuro de 5 a 20 cm de diametro, de
forma convexa, con laminillas que son planas y blancas y un estipite de 8 a 13 mm de grosor
y 3 a 5 cm de largo que crece de forma silvestre sobre residuos de lignina (Garcia, 2003).
Se cultiva por su exquisito sabor y por sus propiedades nutracéuticas y medicinales; como
antiinflamatoria, antitumoral, antiviral, antibacterial, antiparasitaria, regulador de la presién
sanguinea y de los niveles de colesterol, inmunomodulador y antidiabético. La medicina
tradicional mexicana atribuye propiedades hipoglicemiantes a numerosas especies
vegetales y en el caso de los hongos se han realizado investigaciones en Coprinus comatus,
no solo como un gran complemento de aplicacién en tratamientos de diabetes tipos | y I,
sino como un importante complemento alimenticio para todos aquellos pacientes que
presenten hiperglicemia (Han et al., 2006).

También, estudios anteriores han demostrado que la ingesta del hongo Maitake o algunos
de sus extractos, influye en el metabolismo de glucosa, probablemente a través de la mejora
de la sensibilidad a la insulina (Manohar et al., 2002). Ademas de sus propiedades, tienen
gran valor debido a que son un buen recurso de vitaminas B1 (tiamina), B2 (riboflavina), B3
(niacina) y D, también contiene todos los aminoacidos esenciales, fibra dietaria, alto valor
caldrico y la cantidad de proteina es comparable con la del pollo y el cerdo pero con mas
fibra que dichas carnes, ademas contiene altos niveles de minerales como hierro, potasio y

fosforo (Rivera, 2010).

En la actualidad existen en el mercado diferentes empresas que se encargan de la
extraccién de componentes activos de productos naturales, y que son comercializados
como suplementos dietarios, productos nutracéuticos, aditivos alimenticios, medicinas
naturales y productos farmacéuticos. En el campo de los hongos hay un gran historial de
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productos medicinales obtenidos a partir de estos y usados con gran frecuencia en nuestra
sociedad, estos procedimientos de extraccion sirven para mejorar notablemente la calidad
del producto deseado, aprovechando las sustancias activas del extracto (Gonzalez, 2004).
Gracias al desarrollo de la quimica de los productos naturales y al enfoque sobre el estudio
de los metabolitos fungicos (Piqueras, 2004), los hongos comestibles se reconocen como
funcionales por la presencia de compuestos como polisacaridos, triterpenos, flavonoides,

esteroles y acidos grasos entre otros (Rivera, 2010).



Antecedentes

- Martinez Carrera et al. 2004, consideraron las propiedades del hongo
comestible Shiitake en la alimentacién mexicana, ya que se trata de un alimento
natural que se ha utilizado a través de diversos extractos o concentrados como
suplementos alimenticios a nivel mundial, para fortalecer el sistema inmunoldégico,

reducir la hipertension, prevenir y tratar el cancer, la diabetes, entre otros.

- Nieto Ramirez et al. 2012 evaluaron el estipite de Shiitake como un alimento
con propiedades nutraceuticas. Observaron que tiene alto contenido de fibra
dietaria, acidos grasos insaturados y proteina de alta calidad, ademas de que aporta
adicionalmente B-glucanos ramificados, compuestos anticancerigenos e inmuno-

estimuladores.

- Lo Hui Chen y Wasser P. 2011 escriben el panorama en que se encuentra la
diabetes mellitus y la eficacia de la utilizacion de hongos medicinales que contienen
componentes activos, como los polisacaridos y fibra dietética, extraidos de los
cuerpos fructiferos o micelio y que han sido reportados como hongos con
propiedades hipoglucémicas; sin embargo, recomiendan un mejor disefio y mas

ensayos controlados para comprobar la bioactividad en pacientes diabéticos.

- Saritha et al. 2009 evaluaron el efecto hipoglucémico de P. ostreatus en 3
grupos de ratas diabéticas durante 45 dias, con dosis de 250, 500 y 1000 mg/kg de
extracto etandlico. Se observé una disminucién dependiente de la dosis en el nivel

de glucosa en la sangre, todos los grupos mostraron una baja de triglicéridos y nivel



de glucogeno, siendo el grupo con dosis de 1000 mg/kg el mas significativo al

mostrar mayor disminucion de estos y de colesterol sérico.

- Avila Castafieda 2009 realizé un estudio quimico con énfasis en flavonoides
del hongo L. edodes y determiné su actividad antioxidante, utilizando extractos con
equipo Soxhlet empleando como disolvente metanol acidificado, que resultd ser un
método conveniente para la obtencién de compuestos polifendlicos, ademas de que
la actividad antioxidante del extracto crudo fue superior en comparacién con otros

hongos, infiriendo que tiene mayor valor nutraceutico.

- Garza et al. 2006 evaluaron la citotoxicidad, actividad antioxidante e
inmunomoduladora de extractos acuosos del micelio de cuatro especies de
macromicetos del noreste de México: Lentinus lepideus, Armillaria tabescens,
Calvatia cyathiformis y Ganoderma applanatum, se encontré que contienen
sustancias con actividad antioxidante, pero el extracto acuoso de Lentinus lepideus

tiene, ademas, compuestos con potencial actividad inmunomoduladora.

Salvo Miranda 2008 trabajé con hongos de la Division Basidiomycota, por el alto
interés en las ultimas décadas ya que tienen polisacaridos, metabolitos con un
amplio espectro de actividad bioldgica. Evalué in vitro el efecto antiproliferativo de
extractos a diferentes concentraciones de polisacaridos aislados desde el micelio de
A. aegerita y H. erinaceum, sobre dos lineas celulares tumorales. Los resultados
obtenidos en cuantificacién de proliferacion celular se mantiene en alto porcentaje,
con concentraciones bajas de extracto de polisacarido, sin embargo, a altas

concentraciones se observa una disminucion significativa.



- Murillo et al. 2006 evaluaron la actividad hipoglicemiante de los extractos
etandlico y acuoso de las hojas y corteza de Bauhinia kalbreyeri. La diabetes se
indujo en ratones normoglicémicos mediante la administracién de aloxano en dosis
de 75 mg/Kg. Los ratones fueron asignados a diferentes grupos para ser sometidos
a tratamiento con el extracto (1.000 mg/Kg). La dosis unica de 1.000 mg/Kg no
disminuyd los niveles de glucosa sanguinea en ratones con diabetes tipo |; no
obstante, los extractos etandlicos y acuosos de hoja y corteza de la planta mostraron
capacidad atrapadora de radicales libres, comparable al acido ascorbico, la
actividad antioxidante de los extractos podria estar relacionada con el uso de la
planta como antidiabético dado en la etnobotanica, y ser consecuencia de la

abundante cantidad de metabolitos tipo fendlico encontrados.

- Manohar et al. 2002 determinaron si un extracto soluble en agua de hongo
Maitake, que contiene B-glucano, que parece ser antidiabético, podria influir en la
glucosa circulante, aumentando la sensibilidad a la insulina en un modelo de ratén
resistente a la insulina de la diabetes tipo 2. Los ratones se trataron con una dosis
Unica de concentraciones variables del extracto (35-140 mg) y otros con una sola
dosis de una concentracion del farmaco hipoglicemiante oral, Glipizide, la insulina
en suero se estimé mediante un radioinmunoensayo (RIA). A una dosis de 140 mg
del extracto observaron disminucion de las concentraciones de glucosa y de
insulina, la reduccion aproximada del 25% de la concentracion original, concluyendo
que el hongo Maitake influye favorablemente en el metabolismo de la glucosa

mediante la mejora de la sensibilidad periférica a la insulina.



Justificacion

México es uno de los principales paises que se dedica a la produccion del hongo Lentinula
edodes, pero a un bajo porcentaje de cultivo, aun asi, la ingesta de hongos no es una
practica comun y extensiva de nuestro pais, ademas el conocimiento que tiene la poblacion
en general sobre los beneficios del consumo de hongos es escaso, se cree que
simplemente sirven como aderezo de comidas en general, gracias a su delicioso sabor
caracteristico. En la actualidad puede ser utilizado como un suplemento alimenticio gracias
a las propiedades medicinales, que le han adjudicado empiricamente y a sus componentes
biolégicos activos que han sido de utilidad en tratamientos benéficos para muchos
padecimientos, entre ellos, la regulacion de glucosa en sangre. Debido a la importancia y
eficiencia de la obtencion de estos componentes activos por medio de extractos y la falta
de protocolos para evaluar la calidad del producto, que son todavia problemas en la
produccién y aplicacion de hongos medicinales, se pretende hacer la produccion de micelio
de L. edodes, asi como la obtencion de extractos para su aplicacion y poder determinar el

efecto que tienen sobre la regulacion de la glicemia.



Objetivo General

- Evaluar el efecto de los extractos de Lentinula edodes sobre la regulacion de

la glicemia.

Objetivos particulares

- Propagacién de micelio de L. edodes. en medio solido Agar destroxa papa

- Produccion de micelio de L. edodes en medio liquido.

- Obtencién de extractos etandlico y acuoso de L. edodes del micelio y cuerpo
fructifero.

- Evaluacién de los extractos en un bioensayo de curva de tolerancia a la

glucosa.
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Figura 1- Disefio metodoldgico.
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Propagacion de micelio de Lentinula edodes

La cepa en medio sélido y del cuerpo fructifero se proporcionaron por la Planta Piloto y
Laboratorio para la Ensefianza en la Produccion de Hongos Comestibles y Medicinales
Cultivados, el micelio se propago en cajas Petri con medio Agar dextrosa papa (PDA). En
condiciones estériles se realizaron cortes de 2 x 2 cm del cultivo y cada porcion se agrego
a una nueva caja con PDA, se selld y rotuld, incubandolo a 22°C durante 15 dias, se evaluo
el crecimiento de micelio cualitativamente al observar la invasion total de la caja Petri,

después se guardo para su utilizacion en la produccién de micelio en medio liquido.

La produccién en medio liquido se realizé en 6 lotes de 10 frascos de 500 ml agregando
250 ml de agua destilada con 5 g de glucosa y 2 g de maltosa, se esterilizé en autoclave a
121°C durante 15 min. Posteriormente se inoculd el micelio de una caja Petri, se sellaron y
rotularon los frascos y se colocaron en la cdmara de incubacién a 22 °C; después de 4
semanas se tomaron medidas de peso humedo y peso seco después de su deshidratacion

y se guardd para su uso.

Obtencioén de extractos

La materia prima desecada del cuerpo fructifero que se obtuvo de la Planta Piloto y
Laboratorio para la Ensefianza en la Produccion de Hongos Comestibles y Medicinales
Cultivados y del micelio obtenido, se trituré a temperatura ambiente. Los extractos etandlico
y acuoso se obtuvieron mediante el equipo Soxhlet, empleando como disolventes 200 ml
de etanol al 70% y 200 ml de agua destilada, respectivamente, y utilizando cartuchos de 4g
de micelio y 4g de cuerpo fructifero secos, para cada extraccion; quedando 4 extractos de
la siguiente manera: etandlico (EM) y acuoso (AM) de micelio, etandlico (EF) y acuoso (AF)
del Cuerpo fructifero. Posteriormente se concentraron los extractos por liofilizacion para

conservar el producto y obtener el peso seco.
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Prueba de tolerancia oral a la glucosa

Con los extractos que se obtuvieron se realizé un ensayo para la evaluacion de tolerancia
a la glucosa. Se trabajo con ratas Wistar normo-glicémicas, macho de 235-276 g de peso,
en las instalaciones de la Facultad de Estudios Superiores lIztacala U.N.A.M. Los
procedimientos involucrados en los animales y su cuidado se basaron con la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999 de especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y
uso de animales de laboratorio. Para la aplicacion de la prueba las ratas fueron colocadas

en grupos de 4 bajo condiciones de laboratorio a una temperatura de 22-24 °C.

Todas las administraciones de los extractos se suspendieron en solucién salina al 0.9 %.
Se utilizé glibenclamida (10 mg/kg) como medicamento control positivo y un control de
solucion salina, los cuatro extractos y estos dos grupos se administraron a las ratas por via
intragastrica, calculando la dosis en funcion del peso, 250 mg /kg de EM, y 100 mg/kg para
los extractos EF, AM y AF. Se tomaron en total 5 muestras sanguineas para glucosa a través
de la sangre obtenida de una vena caudal realizando una pequefia incision, la
determinacion de mg/dL de glucosa se realizd con un glucémetro (Accu-Check) la primera
en tiempo 0 y enseguida se les administré una carga de glucosa de 1.5 g/kg, después a los

tiempos 15, 30, 60 y 120 minutos para tomar el registro de glucosa sanguinea.
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Actividad inhibitoria sobre a-glucosidasa

El ensayo para medir la inhibicién de la actividad a-glucosidasa de los extractos AM y EF
de L. edodes se realizd en microplacas utilizando a-glucosidasas de Sacaromyces
cerevisiae 1U/mL, y amortiguador de fosfatos 0.1M pH 6.8, el extracto se evalu6 a
concentraciones 0.2-2mg/mL y se usd acarbosa como control positivo en el rango de
concentracién del extracto, registrandose lecturas de absorbancia a 405 nm mediante un
lector de microplacas Multiskan Ascent®. Después se adiciond como sustrato p-nitrofenil a-
D glucopirandsido, esta mezcla fue incubada por 35 min a 30 °C y la absorbancia fue

determinada nuevamente a 405 nm.

Se calculé la concentracion requerida para inhibir la actividad enzimatica al 50% (ICso), para
esto se procedié a calcular el porcentaje de actividad para cada concentracion de la

siguiente manera:

AControl _ AExtracto
% Actividad = <[ O ontrol D x 100

405

Analisis estadistico
Los datos se analizaron mediante un examen de varianza (ANOVA de dos factores) y
posteriormente una prueba de comparaciones multiples de Tukey, con un valor de p<0.05

para establecer diferencia significativa.
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Resultados y Discusion

Propagacion de la cepa

La propagacién de la cepa en caja Petri se mantuvo en un total de 5 lotes de 10 cajas, se
incubaron por 15 dias a una temperatura promedio de 22°C. La cepa obtenida en cada lote
fue a invasién total (100%) como se observa en la figura 2, no se reporté alguna
contaminacion, lo que proporciond buenas condiciones para continuar el trabajo. El
aislamiento y crecimiento exitoso del micelio puro se debe a las condiciones nutricionales
dadas por el medio PDA, como registré Suarez en 2010, como uno de los medios de cultivo
mayormente utilizados para la manutencién y preservacion de los hongos; ya que incluye
todos los componentes nutritivos para que éstos se desarrollen, el extracto de papa
proporciona almidén, algo de lignina y otros minerales que ayudan a que los hongos se
desarrollen e inhiban el crecimiento de bacterias, la dextrosa (D-glucosa) es la fuente de
carbono principal para los hongos y el agar es adicionado como agente gelificante. El tiempo
de crecimiento de L. edodes en medio sdélido se ha observado a partir de los 0 dias de
incubacién hasta los 14 dias para su invasion en caja (Villegas et. al. 2007). El total de cajas
utilizadas para la propagacién de micelio en medio liquido fueron 27 y las demas se usaron

para conservar la cepa dentro del Laboratorio.
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Figura 2.- Invasion total de la cepa L. edodes en medio PDA a 15 dias de incubacion.

Produccién de Micelio en Medio Liquido

El micelio obtenido de los 6 lotes en peso fresco fue de 712.5 g y un peso seco de 41.2 g,
teniendo una pérdida de agua del 94.2%. Los resultados descritos en la tabla 1 varian en
la cantidad obtenida de peso humedo y seco en casi todos los lotes, esto puede deberse a
dos factores importantes que describe Aguilar en 2007, el primero es que en un cultivo en
medio liquido la aireacion es un factor de amplia necesidad, ya que influye en el crecimiento
del hongo y esto pudo intervenir como una de las causas a esta inestabilidad de datos
obtenidos. También cuando los medios liquidos se mantienen en reposo el micelio crece
s6lo en la superficie, pero si el medio es permanentemente agitado, puede crecer en todo

el volumen donde se encuentra el medio.
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La produccion total de micelio de L. edodes se vio favorecida al complementar el medio con
glucosa y extracto seco de malta. Esta ultima se elabora a partir de la cebada, la cual es
sometida a un proceso de malteo, se compone de azucares, dextrinas y proteinas y es
utiizada como nutriente para las levaduras de panificacién. Contribuye al éptimo
crecimiento del micelio, tal como lo menciona Rivera en 2010, quién indica que para el
desarrollo del micelio se requieren fuentes externas de carbono; como glucosa, almidon,
celulosa y lignina, algunos minerales y vitaminas como fosforo, hierro y tiamina que se

encuentran presentes en las papas (figuras 3 y 4).

Es importante resaltar que el lote numero 6 se dejé en incubacion por 10 semanas,
observandose un continuo crecimiento de micelio, pues la biomasa humeda y seca de este
lote es mayor al doble que los que se dejaron en incubacion por 4 semanas, lo cual nos
dice que el suplemento nutricional es suficiente para obtener mas biomasa a largo plazo de
incubacién con la misma cantidad de material y medio de cultivo liquido, beneficiando la

baja demanda de costos en la produccion.

Durante las 4 semanas en incubacion del micelio, los factores fisicos de crecimiento se
mantuvieron a 22 °C y sin incidencia de luz; ya que la irradiacién luminosa tiene una funcion
importante en el proceso de crecimiento del cuerpo fructifero, pero tiene un efecto inhibitorio
en el desarrollo de micelio, éstas condiciones caen dentro del rango reportado por Garcia,
2003, que va desde arriba de 10°C hasta 40°C, siendo la temperatura 6ptima alrededor de

23°C.
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22 98,3 6,1 93,7

1
2 23 60,3 6,2 89,71
3 23 100,8 6 94,04
4 22 107,7 4,3 9%
5 22 99,4 5 94,9
6 22 246 13,6 55,2

Total 712,5 41,2

X 22,33 13,75 0,8 87,25

DE 0,516 8,66 0,63 15,84

Tabla 1.- Micelio total obtenido en peso humedo y seco de los 6 lotes producidos, asi como él % de

pérdida de agua. Se presenta la media y desviacion estandar de 10 frascos por lote.

Figura 3.- Crecimiento de micelio en medio liquido de glucosa y maltosa a la 293(A) y 5@ (B)

semana de incubacion.
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Figura 5.- Obtencion de extractos con equipo Soxhlet
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Obtencion de extractos etanodlico y acuoso

De cada extracto realizado en este estudio, se presentd un mayor rendimiento en el extracto
etandlico de micelio (EM), como se observa en la figura 6 con 11.62%, lo que equivale a
0.465 mg de extracto en peso seco, seguido del extracto acuoso de C. fructifero (AF) con
0.258 mg (6.45%), 0.254 mg (6.35%) de acuoso de micelio (AM) y por ultimo con 2.6% de

rendimiento para el extracto etandlico de C. fructifero equivalente a 0.104 mg.

14 -

12 11.6

10 -

B Rendimiento %

EM AM EF AF

Figura 6.- Rendimiento de cada extracto en peso seco.

Curva de tolerancia a la glucosa
Los resultados del ensayo en la aplicacion de los extractos y grupos controles se detallan

en la tabla 2, el tiempo (min) y la variacién de glicemia en mg/dl y en la figura 7 y 8 se
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presentan las curvas de tolerancia a la glucosa bajo la accion de EM, AF, EF, AM, control
y glibenclamida en % de Variacion de glicemia para detallar y comparar el efecto de cada
uno sobre la regulacion de la glicemia. El resultado de ANOVA de dos factores indica que
hay diferencias estadisticamente significativa (p<0.05). El procedimiento de comparaciones

multiples de Tukey muestra diferencias significativas entre glibenclamida con EF, AM, EM

Y AF.
Tratamientos Tiempo 0 Tiempo 1 Tiempo 2 Tiempo 3 Tiempo 4
15 min 30 min 60 min 120 min
mg/kg mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl
Control 86 +5.6 131+ 15 119.5+ 30 112.5+13.4 | 93+£9.9
Glib 10 86.5+0.7 118 £ 7.1 100+ 1.4 78 +£8.5 51+71
EM 250 985+7.2 133+ 17.1 115+ 10 96.5+7 92.25+0.5
AF 100 88+6.2 1245+222 [ 113.7+£17.3 [ 109.75+24 |95+10.9
EF 100 92+7.7 1145+9.7 |[103+11.3 98.25+1.7 |86.5+84
AM 100 97 £ 8.8 117 £ 19 99.75 + 3.1 104.75+10 | 92+7

Tabla 2.- Efecto de los extractos de L. edodes en las curvas de tolerancia a la glucosa. Se

presenta la media y desviacion estandar (X £ DE) de 4 experimentos.
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Figura 7.- Efecto de los extractos EM y AF sobre las curvas de tolerancia a la glucosa. Se presenta

la X £ DE de 4 experimentos.
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Figura 8.- Efecto de los extractos EF y AM sobre las curvas de tolerancia a la glucosa. Se presenta

la X £ DE de 4 experimentos.
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La curva de tolerancia a la glucosa es una prueba que mide la capacidad que tiene el
organismo para metabolizar glucosa, cuando existe alguna alteracién en el metabolismo de
los carbohidratos se puede mostrar alteraciones en la curva (Truijillo, 2007). Para determinar
qué efecto tuvieron los extractos en la curva se compararon con los niveles de glucosa que
una rata sana deberia de tener. De acuerdo con Urzua, 2011, no existen cifras de corte que
determinen la presencia de niveles altos de glucosa en ratas, proponiendo los siguientes
parametros, a partir de mediciones a 22 ratas Wistar en ayuno nocturno de 12 hr:

- Niveles de glucosa en ratas sanas: 80-115 mg/dL

- Glicemia basal alterada: = 126 pero <140 mg/dL

- Intolerancia a la glucosa: = 140 pero < 200 mg/dL

- Diagndstico Diabetes Mellitus: = 200 mg/dL

Al grupo que se le administré el extracto EM (figura 7) tuvo una tendencia analoga al grupo
con glibenclamida, llegando a un pico maximo de glucosa similar en tiempo 1 (15 minutos)
con 118 mg/dl y 133 mg/dl de glucosa, respectivamente; los datos de glucosa postprandial
que se observan en la figura muestran una disminucién mayor en comparacién con el grupo
control de solucion salina, de manera en que la regulacién a tiempo 4 fue de 51 mg/dl para
glibenclamida y 92.25 mg/dl de EM, lo cual demuestra que dentro de los niveles de glucosa
en ratas sanas fue mejor regulado a los niveles basales por el extracto EM. La actividad de
la glibenclamida, que es un medicamento de mecanismo de accion pancreatico, incrementa
la secrecién de insulina al unirse a receptores especificos de la célula B se inhiben canales
de K*, provocando la apertura de canales de Ca**, desencadenando la exocitosis en la
membrana celular translocandose los granulos secretores que dan lugar a la liberacion de

la insulina (Lisson, 1999).
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En el caso del extracto AF el comportamiento fue analogo al grupo control de 0.9% sol.
salina, los niveles de glucosa se mantuvieron como una curva de tolerancia normal en ratas
sanas que después de la carga de glucosa suministrada se regulé de 124.5 mg/dl a los 120

min con 95 mg/dl.

Los extractos EF y AM tuvieron un efecto similar al no alterar la glucosa basal después de
una carga de glucosa, en los resultados obtenidos la glicemia fue menor en comparacion
a la tendencia de una curva de tolerancia normal, ya que los datos que arrojan en tiempo 1
después de una carga de glucosa, entran dentro de los niveles de glucosa basal no alterada
(80-115 mg/dl), siendo que los demas grupos se altera esta glucosa basal mayor a 126
mg/dI.

La baja concentracion registrada de glucosa en los dos grupos de ratas para EF y AM infiere
un patrén antihiperglicemico por parte de los extractos; es decir tiene un impacto en la
disminucion de la glicemia postpandrial, que puede ser dada por accion de inhibidores de
a-glucosidasas, que inhiben la hidrolisis de los hidratos de carbono en el tubo digestivo y
retrasan su absorcion (Rodriguez, 2012). Estas enzimas estan localizadas
fundamentalmente en el borde de las vellosidades del intestino delgado, y su inhibicion
produce un retraso en la digestion de los carbohidratos (Calle, 2001). Es por eso que con
base a estos resultados se realizaron ensayos para determinar la accién inhibitoria sobre

a-glucosidasas presente en ambos extractos.

Actividad Inhibitoria sobre a-glucosidasa

Las glucosidasas localizadas en las vellocidades de la superficie de la membrana intestinal,
son enzimas clave en la digestion de carbohidratos. La administracion oral de inhibidores
de glucosidasas retarda la digestion y absorcion de carbohidratos y modulan asi, la

elevacién de la glucosa postprandial en sangre. Los resultados demuestran que hay
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actividad inhibitoria prometedora frente a a-glucosidasa por parte del extracto EF como se
puede observar en las figuras 9 y 10; ya que muestran un ICso de 1.4 mg/mL con respecto
al ICso de la acarbosa 0.31 mg/mL. Estos resultados se asemejan con los reportados por
Brindis et al., en 2013, donde el extracto acuoso de Annona macroprophyllata inhibe la
actividad de la «a -glucosidasa con un bajo ICso de 1.18 mg/mL y su control con acarbosa es
de 0.27 mg/mL. Al igual Escandon et al., en reporta un 1Csp 0.169 mg/mL de extracto acuoso
de Brickellia cavanillesi vs 1.12 mg/mL para acarbosa. Los resultados comparados no
difieren mucho de los obtenidos por el extracto EF, por lo tanto se puede inferir que el
extracto acuoso de cuerpo fructifero de L. edodes tiene un efecto antihiperglicémico. En el
caso del extracto AM (figura 11) se obtuvo una respuesta diferente, con variaciones de los
% de inhibicion con la concentracion de sustrato, que no muestran una tendencia de
inhibicidn para a-glucosidasas, estas variaciones pueden ser debidas a la mezcla de
compuestos que pueden estar presentes en el extracto, que al contrario de acarbosa,

siendo una sustancia pura se puede observar una curva tipica de inhibicién.

El hongo L. edodes ha sido investigado por sus propiedades medicinales, como en este
trabajo, los resultados obtenidos apoyan la idea de que el hongo puede actuar de diferentes
formas ante la regulacién de la glicemia. Una como estimulador a nivel pancreatico para
incrementar la secrecién de insulina, por parte del extracto etandlico de micelio, y otra como
controlador de la glicemia postpandrial, mediada por la regulacion en la absorcién de la
glucosa a nivel intestinal, inhibiendo la accion de a-glucosidasas que el extracto etandlico

de cuerpo fructifero mostré en su accion.

Este efecto de los extractos en la regulacion de la glicemia puede deberse a la presencia
de compuestos medicinales. Nutricionalmente, el hongo tiene gran valor debido a que es

un buen recurso de vitaminas, aminodacidos, fibra dietaria, proteinas y alto contenido de
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minerales como Fe, Ky P (Staments, 2000), que ayudan a la salud humana, ademas de
contar con metabolitos secundarios que han resaltado en su investigaciéon con propiedades
medicinales, ya que pueden constituirse en una valiosa fuente de nuevos compuestos con

potencial aplicacion terapéutica (Avila, 2009).
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Figura 9.- Inhibicién de a-glucosidasa por acarbosa, se calcul6 una ICsode 0.31mg/mL. Se
presenta una curva representativa de 3 repeticiones.
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Figura 10.- Inhibicién de a-glucosidasa por el extracto etandlico de cuerpo fructifero con un ICso de

1.4 mg/mL.
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Figura 11.- Inhibicién de a-glucosidasa por el extracto acuoso de micelio.
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El uso de la extraccion es un método que hace posible encontrar la presencia de
compuestos como triterpenos, flavonoides, fenoles, esteroles, polisacaridos, entre otros.
Formando parte de la gran variedad de compuestos aislados de este hongo y que exhiben
marcada actividad bioldgica y farmacoldgica, se encuentran polisacaridos como - glucano,
el cual es el principal componente de L. edodes y que presenta un marcado efecto
anticancerigeno e inmunomodulador (Avila, 2009). En estudios anteriores se han reportado
que los hongos de la Clase Agaricomycetes como Coprinus comatus y Griofola frondosa
tienen potencial para el tratamiento de regulacién de glucosa alta en sangre, coincidiendo
con Manohar en 2002, que designa el principal mecanismo de accién de los B-glucanos del
hongo Maitake, al disminuir la absorcion de glucosa, reduciendo el indice glicémico,
mitigando un efecto de bolo de rapida absorcion de glucosa. De esta forma los resultados
de la aplicacion de los extractos en este trabajo de L. edodes podrian mostrar estas
propiedades terapéuticas familiarizadas con el contenido de posibles polisacaridos que

ayuden a la regulacién de la glicemia.

Aunado a lo anterior, el reporte de la presencia de polifenoles en algunos macromicetos y
la actividad antioxidante atribuida al Shitake, permiten presumir que debe contener
polifenoles y flavonoides (Choi et al. 2005). Estos compuestos son relativamente polares y
tienden a ser solubles en agua o solucion alcohdlica. Entre los compuestos polifendlicos se
encuentran los flavonoides, ampliamente distribuidos en plantas, tienen una importante
actividad antioxidante, la cual es debida a varios mecanismos como son atrapamiento de
las especies reactivas de oxigeno, enzimas involucradas indirectamente en los procesos
oxidativos. Asimismo pueden atrapar radicales libres, son estos los que se consideran que
afectan en mayor medida el deterioro de las células. Shiitake se reporta que un extracto

polar del cuerpo fructifero muestra una moderada actividad antioxidante (Avila, 2009).
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Zamora en 2013 realizé una cuantificacion de fenoles, encontrando una alta cantidad de
estos compuestos en el micelio de L. edodes cultivado en medio liquido. Los fenoles, aparte
de tener actividad antioxidante, funcionan también como activador directo para la
translocacion de los transportadores GLUT4, permitiendo la entrada de glucosa en la célula,
reduciendo de esta manera los niveles de glucosa libre en sangre (Rodriguez, 2012).
Aspectos directos e indirectos demuestran que el hongo tiene una relevancia importante
para el futuro, con la busqueda del principio activo del extracto y el estudio mas refinado
por el beneficio terapéutico en regulacion de la glicemia, se podria desarrollar un

tratamiento que vaya mas alla de la medicina tradicional o natural alternativa.
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Conclusiones

- Los resultados obtenidos apoyan la idea de que los extractos de L. edodes actuan
como reguladores de la glicemia en dos formas: Como estimulador pancreatico y como

inhibidor de la actividad de a glucosidasa.

- La propagacion de la cepa de L. edodes es eficaz en medio soélido de Agar dextrosa

papa

- La produccién de micelio en medio liquido de maltosa + glucosa favorece su

crecimiento
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