UNIVERSIDAD DE CONCEPCION
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y OCEANOGRAFICAS
BIOLOGIA

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE IN VITRO Y CARACTERIZACION
INFRARROJA DE POLISACARIDOS OBTENIDOS DE HONGOS DEL
GENERO ALEURODISCUS SENSU LATO ASOCIADOS A BOSQUES NATIVOS

Enzo Eduardo Romero Villegas

SEMINARIO DE TiTULO PARA OPTAR AL TITULO DE BIOLOGO

CONCEPCION — CHILE
ENERO, 2023.



Universidad de Concepcion

Facultad de Ciencias Naturales y Oceanograficas

Profesora guia

Profesores evaluadores

Dr. Ramon Ahumada-Rudolph
Universidad del Bio-Bio

Concepcion

Dr. José Becerra Allende
Universidad de Concepcion

Concepcidn

Dr. Jaime Cabrera-Pardo
Universidad del Bio-Bio

Concepcidn

Dr. Fabian Figueroa
Universidad de Concepcion

Concepcidn



Por mi querido amigo peludo, Hachi

3



AGRADECIMIENTOS

Todo este trabajo fue posible gracias al apoyo incondicional y compafiia de mi familia, en
especial mi padre Juan y mi madre Karina, que me dieron fortaleza y brindaron todo lo que
necesité durante este camino. Agradezco a mi abuelita Cintia por cuidar de mi cuando mas
lo necesitaba, a mis hermanos que siempre me apoyaron. A mis amigos que me han dado
Su apoyo y contencion, en especial a mi buen amigo Jonhatan Gomez por compartir no solo

buenos momentos académicos sino también por el apoyo y la buena compaiiia.

Agradecer a mi profesor guia Dr. Ramon Ahumada por su tutoria e infinita paciencia, al
Dr. Jaime Cabrera y Dra. Vanessa Novoa por permitirme ser parte del Laboratorio de
Quimica aplicada y Sustentable y por los buenos consejos que aportaron a mi formacion
académica y personal, a los colegas del laboratorio por el buen ambiente de trabajo.
Agradecer al Profesor José Becerra por los consejos y buen criterio a la hora de acotar
ideas. Al Dr. Fabian Figueroa y Dra. Verénica Albornoz por ayudarme en los detalles
durante este trabajo. Gracias a Cristian Riguelme por aclarar mis dudas cuando mas lo
necesitaba. Gracias al Dr. Christian NUfiez del departamento de Quimica de la Universidad

del Bio-Bio por facilitar las instalaciones para la realizacion de una parte de mis ensayos.

Quiero agradecer el apoyo por parte del proyecto FONDECYT regular 1190652, y al
proyecto FIC-R 40036205-0 por financiar parte de esta investigacion.

Nada de esto hubiera sido posible sin ustedes. jGracias!



Tabla de contenido

1. INTRODUCCION ....ccoiiiiiiiieiiseieieieiese st 11
Actividad bioldgica de los metabolitos segundarios y polisacaridos de origen
FUNQICO .ottt sttt te et s re e ene s 13

Actividad antinflamatoria............ccevveiieiiniie e 13

Actividad inmunomoduladora..........ccccoveveieiieeiee s 14

Actividad INMUNOSUPIESOTa.......eeveerieeiieeiiesieeieesieesieesseesreesaeeseeeseens 15

Actividad antioXidante.........c.oevverieiie i 16

Actividad antiCanCerigena ..........ccovververiveresieese e se e 17

Actividad NEUIrOPrOtECIONA.......cveivveieeiee e sie e 18

Material de StUAIO.........oiiiiiiei e 18

Genero Aleurodiscus Rabenh. ex J. Shrot. (Stereaceae, Russulales). 18

Caracteristicas de 1aS 8SPECIES A USAI:........ccueiveeieeiieeireeireesreesreeseeereesreesreas 19
Aleurodiscus mirabilis (Gloeosoma mirabile) ..........cccccevvviivinennnn, 19
Aleurodiscus vitellinus (Gloeosoma vitellinum) ...........cccccceeivenenen, 20
Aleurodiscus triviale (Stereodiscus trivialis) ..........ccccoveiiiiiecinenen, 20
Aleurodiscus patagonicus (Stereodiscus patagonicus).........c..c.eev... 21

2. HIPOTESIS. ..ottt 23
3. OBJETIVOS ...t 23

ODBJEtiVO gENEIAL.......c.eeiie e 23



4, ODbjetivOS BSPECITICOS ....c.viivieiecic et 23

5. METODOLOGIA .....c.cooiiiieisesesete e 24
MaterialeS Y MELOUOS .......ceeviiiciecee e 24
Cultivo en Medio Liquido ........ccoveveiiieiiecieecec e 24

Extraccion de polisacaridos intracelulares (IPS)........ccccoevviieieen, 24

Purificacion de polisacaridos...........cccceveeieiieii s, 25

Analisis de espectroscopia infrarroja transformada de Fourier por

reflectancia total atenuada (FT-IR ATR) .....cccvevvevieiiniininenn, 25

Analisis por espectroscopia UV-ViS ......ccccccoevviieieninsie e 25

Actividad Antioxidante 1N VITr0.........ccccvevieeiin i 26
Ensayo de decoloracion del catidn radical ABTS " ........ccooveeeenen 26
RENAIMIBNTO ....vie it ee e 26

6. RESULTADOS. ...ttt e e et e s e et e e e nnae e e 27
Rendimiento de la extraccion de polisacaridos (Peso SeCO) .......ccceevvvervrenen. 27
Escaneo UV-VIS de los extractos puros de polisacaridos...........c.c.cceeeuvennee. 28
Analisis de polisacaridos mediante caracterizacion infrarroja..................... 30
Actividad AntioXidante 1N VIErO.......cccooeiiiieiine e 34

7. DISCUSION w..oooviiiicieieieis sttt 36
8. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS. ... 38
9. ANEXOS L. 40

10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........cooeiveeeieeeeeeeieereeresee e, 44



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Muestra la morfologia macro y microscopica de las cuatro especies que se usaron
en este trabajo. A. Basidisporas, B. Basidios; 1. Aleurodiscus triviale, 2. Aleurodiscus
mirabilis, 3. Aleurodiscus patagonicus, 4. Aleurodiscus vitellinus (Rescatado y modificado
de: Gorjon, Greslebin. & Rajchenberg 2013, MycoBank #120915, Phookamsak et al.,
2019, NUREZ & RYVArden 1997) .....cccveiiiceieece ettt en s 22
Figura 2. Determinacion del rendimiento de polisacaridos purificados obtenidos luego del
proceso de extraccion de cada cepa de hongo del genero Aleurodiscus............c.cccveeveeee. 27
Figura 3 Espectroscopia Ultravioleta-visible (UV-vis) de los polisacaridos purificados de
las cepas del genero AIEUIOTISCUS. .......cvcveiieieieeie e 28
Figura 4. Se muestra los espectros (FT-IR) de los polisacaridos purificados de las cuatro
cepas del genero AIEUIOTISCUS ........coveveieeiieiie e eie s se e e et neeenes 30
Figura 5. Segunda derivada de los espectros obtenidos por FT-IR de las cuatro cepas de
AJBUFOTISCUS. ..ottt sttt ettt ettt e b s e st e e seesbe et e sbeebeeneenbeeneenre e 32
Figura 6. Ensayo de actividad antioxidante ABTS™" de los polisacaridos obtenidos de las
especies Aleurodiscus triviale (1611), Aleurodiscus mirabilis (1612), Aleurodiscus

patagonicus (1688) y Aleurodiscus vitelinus (1716). Acido ascérbico y Trolox fueron

URF:To [0 oo] o T I ol0] o1 (o] PP RS 34
Figura 7. Espectro FT-IR del extracto acuoso de Aleurodiscus triviale........................... 40
Figura 8. Espectro FT-IR del extracto acuoso de Aleurodiscus mirabilis....................... 41
Figura 9. Espectro FT-IR del extracto acuoso de Aleurodiscus patagonicus................... 42
Figura 10. Espectro FT-IR del extracto acuoso de Aleurodiscus vitellinus...................... 43



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Cadigos de identificacion de las cepas estudiadas. ...........cccovverevvereiieeneeieennnnn, 24
Tabla 2. Destaca los principales grupos funcionales presentes en los espectros FT-IR de

los polisacaridos de las cuatro especies del género AleurodisCus. .........ccccoeevveeieeireennnene, 33



RESUMEN

Desde milenios los hongos han sido de gran valor para la humanidad, ya sea como comida
0 como recursos medicinales. Un gran numero de moléculas se han asilado y utilizado con
propiedades antitumorales, moduladoras del sistema inmune, antioxidantes. Los
polisacaridos son una de las fuentes mas potentes en cuanto a las sustancias bioactivas. En
los Gltimos afios la busqueda de estos bio-polimeros con actividad bioldgica y otros tipos
de aplicacion, ha ido en incremento afio tras afio incluyendo areas como la medicina,
comida, nutraceltica y cosmetologia. En este trabajo se presentan cuatro especies nativas
de Chile, con novedosos polisacaridos, pues hasta la fecha nadie ha evaluado la
bioactividad de polisacaridos de hongos del género Aleurodiscus s. lat. De forma
preliminar este estudio tiene como objetivo evaluar la actividad antioxidante de los
polisacaridos obtenidos de las cuatro especies. Extractos de polisacaridos obtenidos por la
extraccion mediante agua caliente fueron evaluados ante el radical ABTS', para el caso se
caracterizaron los polisacaridos mediante espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FT-IR), con el fin de ver grupos funcionales que puedan estar vinculados a la
actividad antioxidante. Se utilizaron concentraciones de polisacaridos de 20 mg/mL, 10
mg/mL, 5 mg/mL, 2,5 mg/mL vy de las cuatro cepas 1688 resulto con el mayor porcentaje
de inhibicion del radical (73,8%), seguido de 1612, 1716 y 1611. Los FT-IR evidenciaron
la presencia de enlaces tipo o y B-glucanos, a la vez de bandas caracteristicas de grupos
sulfatos y de &cido urdnico para algunas cepas. También se propone para siguientes
estudios invertir esfuerzo en identificar los mondémeros de la cadena polimérica a la vez de
estudiar qué tipo de enlaces se encuentran presentes entre los monomeros de esta, evaluar
ademas la eficacia de los polisacaridos de estas especies en ensayos de viabilidad celular,

tipo citotoxicos y de inmunomodulacion.



ABSTRACT

For thousands of years, mushrooms have been of great value to humanity, either as food or
as medicinal resources. Many molecules have been isolated and been used with antitumor,
Immune system modulating, and antioxidant properties. Polysaccharides are one of the
most powerful sources in terms of bioactive substances. In recent years, the search for these
biopolymers with biological activity and other types of applications has been increasing
year after year, including areas such as medicine, food, nutraceuticals and cosmetology. In
this work, four native species from Chile are presented, with novel polysaccharides, since
to date no one has evaluated the bioactivity from polysaccharides of fungi genus
Aleurodiscus s. lat. Preliminarily, this study aims to evaluate the antioxidant activity of the
polysaccharides obtained from the four species. The polysaccharide extracts obtained by
hot water extraction were evaluated by the ABTS"" scavenging assay. In this case, the
polysaccharides were characterized by Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR), to
see functional groups that may be present, linked to antioxidant activity. Concentrations of
polysaccharides of 20 mg/mL, 10 mg/mL, 5 mg/mL, 2.5 mg/mL were used and of the four
strains 1688 resulted with the highest percentage of radical inhibition (73.8%), followed
by of 1612, 1716 and 1611. The FT-IR evidenced the presence of a and B-glucan type
bonds, as well as bands characteristic of sulfate groups and uronic acid for some strains. It
is also proposed for the following studies to invest effort in identifying the monomers of
the polymeric chain while studying what type of links are present between the monomers
of this, also evaluating the efficacy of the polysaccharides of these species in antitumor,

cytotoxic, and immunomodulatory assays.
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1. INTRODUCCION

Desde tiempos inmemoriales, los hongos han sido valorados por la humanidad como un
ostento culinario y como medicina popular. Los hongos se han usado para mejorar nuestra
salud y tratar enfermedades severas, su uso en las terapias ancestrales remonta por 1o menos
desde la era Neolitica (Gargano et al., 2017; Mau et al., 2004) En contexto, estas
misteriosas especies epigeas pertenecientes al Reino Fungi almacenan grandes
perspectivas, en particular los macrohongos, basidiomicetos que forman cuerpos

fructiferos visibles. Este grupo comprende cerca de 40,000 especies (He et al., 2022)

El Reino Fungi incluye algunos de los organismos mas importantes en téerminos de la
economia como de la ecologia. Son organismos simples, quimio-heterétrofos, utilizan su
bateria enzimatica para degradar material lignocelulésico, proteinas, lipidos, azucares
simples y complejos (Charya 2015). Desarrollando un importante rol al ecosistema
descomponiendo materia orgéanica, redistribuyendo macronutrientes importantes como
Carbono y Nitrégeno (Hawksworth et al., 1983; Barnett et al., 2000; Cepero et al., 2012;
Landenmark 2015)

Los hongos sintetizan una bateria de sustancias quimicas, no solo con el fin de degradar
materia organica para alimentarse, sino que han desarrollado estrategias quimicas para
asegurar su supervivencia (Spiteller 2008). Estos compuestos quimicos producidos por
organismos, como hongos, plantas, microorganismos y algunos animales, que no son
esenciales para su crecimiento o metabolismo basico, pero desempefian un papel
importante en la interaccion del organismo con su entorno. Estos compuestos se producen

como resultado de rutas metabolicas secundarias o vias metabdlicas alternativas, en
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contraste con los metabolitos primarios, que son esenciales para las funciones basicas de
supervivencia y crecimiento de un organismo (Katz & Baltz 2016) Estos compuestos son
de gran interés en la investigacion cientifica debido a sus propiedades bioldgicas,
incluyendo sus posibles aplicaciones medicinales y farmacéuticas, asi como su importancia
en la ecologiay la interaccion entre los organismos en los ecosistemas naturales (Atanasov
et al., 2015; Barnett et al., 2000)

Entre los metabolitos secundarios con mayor actividad los podemos clasificar como;
alcaloides, flavonoides, terpenoides, fenoles, ergoesteroles, acidos grasos, cumarinas,
polisacaridos (Katz & Baltz 2016; Zhang et al., 2016; Zhao et al., 2018) Estos ultimos, los
polisacaridos, tienen un potencial bioactivo con aplicabilidad farmacéutica, nutracéutica y
cosmecéutica. Ademas, en la prevencion y tratamiento de enfermades por posibles sus usos
como; inmunomoduladores, antitumorales, anticoagulantes, anticancerigenos, anti-VIH,
productos con propiedades hipoglucémicas y antioxidantes (Lee et al., 2002; Yang et al.,
2005; Yoon et al., 2003)

Los polisacaridos pertenecen a una clase estructuralmente diversa de macromoléeculas, son
polimeros de mondmeros unidos mediante enlaces glucosidicos. En los hongos estan
presente principalmente en la pared celular, en su mayoria como a-manosa y glucanos con
diferentes tipos de enlace glucosidico como (1—3), (1—6)-B-glucano y (1—3)-a-glucano
(Gorin and Barreto-Berger 1983; Leung et al., 2006). En general los B-glucanos que se
encuentran en la pared celular de hongos (el grupo de glucanos méas bioactivo e
interesante), junto con la quitina, y/o formando complejos polisacarido-proteina (Wasser
2002)
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Actividad biologica de los metabolitos segundarios y polisacaridos de origen
Fungico

Como los sindromes metabolicos estan afectando a personas de todos los grupos de edades
y culturas, los compuestos quimicos de origen natural tienen aceptacion en la sociedad. Por
su complejidad sobre las moléculas sintéticas, tienen una diversidad y novedad estructural
los que permite ser mas selectiva al objetivo o uso farmacologico (Kothari et al., 2018). El
Reino Fungi al representar uno de los grupos mas diversos y numerosos, incluso con
especies por descubrir, pueden presentar una notable actividad farmacoldgica inexplorada
(Zhao et al., 2018):

Actividad antinflamatoria

El proceso inflamatorio se trata de una compleja respuesta biologica por parte de del tejido
vascular contra algun agente agresor como patogenos, irritantes, o células dafiadas. Puede
ser tratado como ocasional o cronico, en ambos casos se ocasiona una cascada eventos
bioquimicos que comprometen el sistema vascular, inmune y las células adyacentes a la
zona inflamada (Ferrero-Miliani et al., 2017) Si bien la inflamacion es una medida
protectora del cuerpo para tratar de eliminar el estimulo nocivo, produce especies reactivas
de oxigeno (ROS), 6xido nitrico, citoquinas, factor de necrosis tumoral (TNF-a),
prostaglandinas, interleucina, entre otras especies que promueven aun mas la respuesta
inflamatoria. Estos factores proinflamatorios son precursores de dafio celular pudiendo
derivar en enfermedades como la artritis, cancer, o esclerosis multiple (Maeda & Omata
2008; Xu et al., 2019)

Segun Wu et al (2017) un extracto de polisacarido obtenido del cultivo micelial de la

especie Grifola frondosa posee una fuerte capacidad antiinflamatoria, disminuyendo
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significativamente la produccion de citoguinas proinflamatorias como TNF-a, IL-6 y IL-
1B, asi como la reduccion de ROS intracelular inhibiendo la expresion de genes
proinflamatorios en macréfagos RAW 264,7. Los polisacaridos obtenidos de una
extraccion alcalina de Cordyceps militaris, donde principalmente eran [B-(1—3)-D-
glucanos mostraron un alto efecto antinflamatorio inhibiendo la expresion de IL-1, TNF-
a, and COX-2 (Smiderle et al., 2014). Otro ejemplo son los polisacaridos de Inonotus
obliquus, donde ensayos in vitro demostraron propiedades inhibitorias de expresion de
sefiales de citoquinas proinflamatorias en macrofagos RAW 264,7 (NF-kB, COX-2, e
INOS) (Ma, Chen, Dong & Lu 2013)

Actividad inmunomoduladora

Un sinfin de estudios han reportado el excelente potencial inmunomodulador de los
hongos, donde aseguran que los polisacaridos son los responsables de esta respuesta
bioactiva (Kothari et al., 2018). Los glucanos y hetero-glucanos son los principales
responsables en mejorar la respuesta inmune mediante la produccion de citoquinas, como
interferones o interleucinas, estimulando la actividad de las células blancas mediante la
activacion del sistema reticuloendotelial, del sistema complemento y aumentando la

produccion de inmunoglobulina (Wang 2020)

Los extractos mediante agua caliente del cuerpo fructifero de Termitomyces robustus
mostraron un significativo potencial de activacion de macréfagos, esplenocitos y timocitos,
donde se le atribuyd la actividad tanto a los polisacaridos solubles como insolubles (Bhanja
et al., 2012). Ubaidillah et al (2015) reporta en su estudio preliminar de polisacaridos intra

y extracelulares de Ganoderma neojaponicum una mejora en la proliferacion de
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macrofagos RAW264 y un incremento de la fagocitosis, indicando que se podrian usar

como moduladores estimulantes del sistema innato para enfermedades infecciosas.

Actividad inmunosupresora

Fuera del area de la inmuno-estimulacion del sistema nervioso, se encuentra su contra
parte, la inmunosupresion, un area importante de la inmunomodulacién de los productos
naturales de origen fungico, que se trata de una forma de terapia principalmente enfocada
al area de trasplante de oOrganos, de forma que estos compuestos inmunosupresores
previenen el ataque del sistema inmune en contra del érgano o tejido trasplantado, ademas
de ser usados para tratar manifestaciones severas enfermedades de alergia y problemas

autoinmune (Xu et al., 2019)

Uno de los ejemplos destacables del area inmunosupresora de los productos naturales es

el Acido micofendlico, que fue aislado inicialmente de Penicillium stoloniferum en 1913
(Alsberg & Black 1913) quince afios antes del descubrimiento de la Penicilina. Este
compuesto no solo poseia propiedades antibidticas, sino que también antivirales y
antiinflamatorias (Abraham 1945; Allison & Eugui 1991; Gong et al., 1999). Tiempo mas
tarde una optimizacion de esta droga mediante esterificacion daria como resultado
Micofenolato de mofetilo que hasta el dia de hoy se usa como un inmunosupresor para
prevenir el rechazo de trasplante de érganos y en diversos trastornos autoinmunes (Armenti
etal., 2015)
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Actividad antioxidante

Los radicales libres cumplen un rol importante a nivel fisioldgico, pero al mismo tiempo
pueden ser superar limites donde se consideran toxicos. Estos se generan en procesos
celulares como un subproducto de la fosforilacidn oxidativa, generando especies reactivas
de oxigeno (ROS) y también pueden ser producidos por estar expuesto al ambiente como
el caso de la luz ultravioleta, radiacion ionizante y reacciones quimicas (Marx 1987; Papas
1999). Los radicales libres por este metabolismo juegan un rol importante en la regulacion
y expresion de genes, un desbalance en su produccion puede inducir dafio oxidativo
irreversible resultando en enfermedades tipo cardiovasculares, Alzheimer, reduccion de la
funcion inmune, cancer, etc. (Pisoschi et al., 2015; Yan et al., 2016) Si bien nuestro
organismo ha desarrollado defensas para tratar con estas especies reactivas, produciendo
enzimas como la super oxido dismutasa, catalasas, peroxidasas, el uso de antioxidantes ya
sea obtenido por la dieta o producidos por nuestro cuerpo como el glutation para combatir
este ROS (Homayouni-Tabrizi 2017; Cao et al., 2017; Ma et al., 2015) Para superar los
efectos nocivos que puedan generar los radicales libres que se producen por el estrés
metabdlico y externo, es necesaria la busqueda de antioxidantes naturales que sean seguros

y sin efectos secundarios.

Se ha encontrado que los polisacaridos y heteropolisacaridos derivados de género
Ganoderma pueden capturar especies reactivas de oxigeno producidas por el metabolismo
celular, asi como mejorar el accionar de enzimas como la super oxido dismutasa, catalasas
y glutation (Huand & Nie 2015; Li et al., 2011; Yan et al., 2019). Phylloporia boldo, una
especie descrita reciente para Chile (Rajchenber et al., 2019) se ha descrito que para su
fraccion acida de polisacaridos a una concentracion de 30mg/mL mostrd un porcentaje de

inhibicién del 24.5% para DPPH y 10.2% para ABTS (Albornoz et al., 2022a)
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Actividad anticancerigena

Las propiedades bioactivas de compuestos aislados de hongos, con efecto anticancerigeno
se les atribuye principalmente a los polisacaridos (Wasser 1999; Mizuno 1996; Wasser
2002) Existe una diversidad de estos compuestos y sus derivados generan mecanismos de
accion que evitan el desarrollo y/o eliminan afecciones cancerigenas; Dos son los
principales y béasicos mecanismos de la accion de polisacaridos en contra de celulas
tumorales, accion indirecta (inmunoestimulacion) y accion directa (inhibicién del

crecimiento tumoral e induccion de una respuesta apoptotica) (Lemieszek & Rzeski, 2012)

El hongo Lentinula edodes conocido como Shiitake, es comercializado desde hace 50 afos.
Produce el Lentinano, un B-glucano con enlaces glucosidico B-(1,3) como cadena principal
y B-(1-6) para las cadenas ramificadas (Mizuno 1996; Mizuno 1999). Este polisacarido esta
aprobado en Japon como anticancerigeno, complementario con otros farmacos
convencionales contra cancer de tipo intestinal, hepético, estomacal, ovarios y pulmones
(Mahajna et al., 2007).

Albornoz et al (2022b) reportd una cepa del género Fomitiporia endémico de Chile y
Argentina donde su fraccion de polisacaridos &cidos, tienen una efectiva accion en contra
de lineas celulares tumorales, siendo efectiva contra lineas celulares de leucemia HL-80
evaluada con un ICso de 0.80 mg/mL. Zhang et al (2006) reporta un P-glucano carboxi-
metilado del hongo Pleurotus tuberreginum contra celulas de carcinoma mamario MCF-7,
reporto actividad anti-proliferativa por la detencion de la fase G; en el ciclo celular a una

concentracion de 1Csy 204 pg/mL.
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Actividad neuroprotectora

Las enfermedades neurodegenerativas son un serio problema de salud, mientras mas
aumenta nuestra esperanza de vida este nimero de enfermedades asociada a la demencia
va en aumento. Muchas drogas han sido propuestas en los ultimos 20 afios para el
tratamiento de diferentes tipos de enfermedades neurodegenerativas, con poco beneficio
terapéutico y los efectos secundarios pueden llegar a ser severos (Dhahri et al., 2021). El
desafio es encontrar compuestos de origen natural que sean beneficiosos para este tipo de
patologias, existen estudios prometedores en compuestos neuroprotectores incluidos los

polisacaridos de origen flngico, pero aun no se logra su aplicabilidad en terapias.

La enfermedad de Alzheimer se trata de un dafio neurodegenerativo progresivo que se
caracteriza por la acumulacién de proteinas Tau hiper fosforiladas y plaquetas de péptido
B-amiloide en la zona extracelular (Hardy & Selkoe 2002; Mazanetz & Fischer 2007).
Recientes estudios en polisacaridos, como los fucoidanos, lentinanos, glicosoaminoglicano
se han usado de forma preventiva para evitar la acumulacion de péptidos amiloides (Liu et
al., 2020; Chen et al., 2016)

Material de estudio
Género Aleurodiscus Rabenh. ex J. Shrot. (Stereaceae, Russulales)

El género Aleurodiscus lo componen actualmente 60 especies ampliamente distribuidas
por el mundo. (Gorjon et al., 2013). Son con una ecologia saprofita, descomponedores de
material lignoceluldsico con pudricidn blanca. Segun la especie, el basidiocarpo puede ser
de apariencia cupulada, corticioide o esteroide, de margen variable, en algunas especies
bien definido y reflexo, en otras no bien definido. Esporas amiloides, lisas o con

ornamentacion, pueden ser pequefas o alargadas. Pueden presentarse en angiospermas y
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gimnospermas lefiosas, en Chile principalmente en arboles del genero Nothofagus, sobre

ramas y troncos vivos o muertos, expuestos al sol o sombra (NUfiez & Ryvarden 1997)

La investigacién morfoldgica y filogenética de este grupo tan heterogéneo ha hecho que
este numeroso y controversial grupo sea dividido en otros (Rajchenberg et al., 2021), a

fines de este trabajo de mostrara como genero el Aleurodiscus sensu lato

Entre Chile y Argentina se reconocen al menos diez especies de Aleurodiscus s. lat.
(Gorjén et al., 2013), existen estudios sobre su efecto neuroprotector de sus extractos

totales, pero no se han estudiados sus polisacaridos (Gonzalez-Ramirez et al., 2018)

Caracteristicas de las especies a usar:

Aleurodiscus mirabilis (Gloeosoma mirabile)

Basidiocarpo inicialmente disciforme a cupulado, 1-3 mm diam., hasta 0,7 mm de espesor,
confluente, formando areas irregularmente efundidas, margen determinado, reflexo, blanco
en la superficie abhimenial, himenoforo liso, color salmon cuando esta fresco y ocraceo
con la edad. Sistema de hifas monomitico, hifas generativas de paredes delgadas a gruesas,
de 3-5 um de didmetro, con abrazaderas, en la superficie abhimenial parcialmente sin

ramificar (NUfiez & Ryvarden 1997)
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Aleurodiscus vitellinus (Gloeosoma vitellinum)

Basidioma cupuliforme cuando es joven, irregularmente convoluto cuando madura,
subestipitado, cartilaginoso a gelatinoso; superficie himenial lisa, anaranjada; superficie
abhimenial venada, concolora o mas palida que la superficie himenial; margen
determinado, reflejado. Sistema de hifas monomitico, hifas sujetas, de 3 a 7 pm de
diametro, de paredes gruesas. Basidiosporas ampliamente elipsoides, 24—-33 x 19-23 um,
de paredes gruesas fuertemente amiloide. Habitat y distribucion: endémica de los Andes
patagonicos de Argentinay Chile, y se sabe que crece en ramas 0 madera muertas de varias

especies de Nothofagus (Gorjén et al., 2013)

Aleurodiscus triviale (Stereodiscus trivialis)

Basidioma primero cupulado y luego coalescente, resupinado o efusivo-reflejo,
membranoso o ligeramente ceramico cuando esta fresco, coriaceo cuando esta seco, de 250
a 500 um de espesor. Superficie del himenio lisa o ligeramente merulioide, de color naranja
palido cuando esta fresca, lisa y volviéndose rojiza en ejemplares viejos. Superficie
abymenial tomentosa y blanca. Margen generalmente reflejado, adelgazado, concolorado
0 mas palido que la superficie del himenio. Sistema de hifas monomitico, hifas simple-
septadas, 3-5 pum de diametro, con paredes engrosadas hasta 2 um basidiosporas
elipsoidales, 12-16 x 7—8 um, amiloide liso, de paredes ligeramente gruesas. Habitat y
distribucion: endémica de los Andes patagonicos y se sabe que crece en Nothofagus

antarctica, N. betuloides, N. dombeyi y N. pumilio. (Gorjon et al., 2013)
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Aleurodiscus patagonicus (Stereodiscus patagonicus)

Basidiomas primero discoides luego confluentes; margen determinado, involuto;
himenoforo liso a ligeramente reticulado, amarillo anaranjado palido a amarillo anaranjado
medio. Sistema hifal monomitico; hifas de paredes gruesas, de 3—6 um de ancho; hifas
parafisoides cilindricas, ocasionalmente ramificadas, con pinzas dispersas, de 3-5 Im de
ancho. Basidiosporas citriformes, lisas, de paredes delgadas, hialinas, fuertemente
amiloides. distribucidén: Sobre madera en bosque templado lluvioso valdiviano en la

Patagonia norte chilena (Phookamsak et al., 2019)
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Figura 1. Muestra la morfologia macro y microscopica de las cuatro especies que se usaron
en este trabajo. A. Basidisporas, B. Basidios; 1. Aleurodiscus triviale, 2. Aleurodiscus
mirabilis, 3. Aleurodiscus patagonicus, 4. Aleurodiscus vitellinus (modificado de: Gorjon
et al., 2013, MycoBank #120915, Phookamsak et al., 2019, Nufiez & Ryvarden 1997)

22



2. HIPOTESIS

Las cepas A. triviale A. mirabilis A. patagonicus y A. vitellinus. s. lato, poseen diferencias
en los grupos funcionales de sus inexplorados polisacaridos, las que podrian generar
distintas actividades antioxidantes.

3. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la actividad antioxidante de los polisacaridos obtenidos desde cepas del género

Aleurodiscus sensu lato.

4. Objetivos especificos

I.  Caracterizar los polisacaridos de las cepas del género Aleurodiscus mediante
técnicas de FT-IR.
Il.  Determinar el efecto antioxidante de los polisacaridos frente al radical ABTS™

I11.  Evaluar el rendimiento de los polisacaridos obtenidos del micelio de las cepas.
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5. METODOLOGIA

Materiales y métodos

Las especies A. mirabilis, A. patagonicus, A. triviale y A. vitellinus fueron obtenidas del
cepario del Laboratorio de Quimica aplicada y Sustentable de la Universidad del Biobio
(Concepcidn, Chile)

Tabla 1. Codigos de identificacidn de las cepas estudiadas.

Nombre Cepa Codigo LABQAS GenBank®
Aleurodiscus mirabilis 1612 MT568513
Aleurodiscus patagonicus 1688 MT831057
Aleurodiscus triviale 1611 0OP964613
Aleurodiscus vitellinus 1716 s/c

Cultivo en Medio Liquido

Las cepas fueron cultivadas en matraces de 5000 ml con medio de cultivo enriquecido de
levadura, peptona y dextrosa (YPD. 3g/L, 10g/L, 20g/L respectivamente) y esterilizados
en autoclave a 120 °C por 20 minutos. Donde crecieron con agitacion constante a 120 rpm
con una temperatura de 25°C con un pH inicial de 5.5 por 31 dias.

Extraccion de polisacaridos intracelulares (IPS)

Para la Extraccion de polisacaridos intracelulares (IPS) el micelio de cada cepa se obtuvo
filtrando el medio liquido utilizando papel de filtro Whatman grado 1, seguido de dos
lavados con 250 ml de agua destilada. Posteriormente, el micelio se liofilizd. Para la
extraccion de los IPS, se realizaron tres extracciones de 180 minutos cada una, utilizando
agua destilada a 90 °C y agitacion constante. Los extractos acuosos resultantes se
combinaron y concentraron en un rotavapor a 60 °C bajo presion reducida. Después de
reducir el volumen, los polisacaridos se precipitaron mediante la adicion de tres volumenes
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de etanol 95% frio y se dejaron reposar durante la noche a 4 °C. El precipitado resultante
se separ0 del sobrenadante mediante centrifugacion a 4000 rpm durante 15 minutos,
obteniendo asi el crudo de polisacaridos intracelulares de cada especie.

Purificacion de polisacaridos

La purificacion de los crudos de polisacaridos se realizd mediante dialisis con una
membrana de celulosa (Peso molecular de corte 14 kDa). Donde el crudo de polisacaridos
se disolvio en una solucién 4M de NaCl para luego ser introducido a la manga de dialisis
contra una solucion de 0.5 M de NaCl, con agitacion constante durante 24 horas a
temperatura ambiente, pasado el tiempo se dej6 dializar contra agua destilada por 48 horas,
cambiando el agua cada 6 horas. Pasado el tiempo la solucion dentro de la bolsa de dialisis
se centrifugd a 4000 rpm por 10 minutos. Se conservé el sobrenadante y se precipito con
etanol 95% frio (3 volimenes), se mantuvo a -20°C por 30 minutos para luego centrifugar
a 4000 rpm por 20 minutos. Se conservo el pellet y fue almacenado a -20°C hasta su
liofilizacion obteniendose los polisacaridos puros intracelulares (Abdala et al., 2019)

Analisis de espectroscopia infrarroja transformada de Fourier por reflectancia total
atenuada (FT-IR ATR)

Para la caracterizacion de los grupos funcionales de los polisacaridos se utilizo el equipo
de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier marca Shimadzu modelo
IRAffinity-1S con accesorio ATR modelo QATR 10. La espectroscopia de absorcién
infrarroja de los polisacaridos puros se midié en la regién 4000-400 cm™ con una
resolucion de 4cmy 60 escaneos. Se grafico el espectro con el software OriginPro 2018
y se utilizo el algoritmo Savitzky-Golay con 30 puntos de suavizado (Matsuhiro 1996)

Analisis por espectroscopia UV-Vis

Una solucion acuosa de polisacaridos purificados (1 mg/mL) se analiz6 usando un
espectrofotometro (Spectroquant Prove 600, Merk). La lectura del espectro UV-vis fue
barrido entre 200-500 nm longitud de onda.
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Actividad Antioxidante In vitro

Ensayo de decoloracion del catién radical ABTS™

La actividad de eliminacion de radicales libres de los polisacaridos purificados fue
examinada usando radicales ABTS™ (Re et al., 1999). Donde 38,8 mg del radical acido
2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS) fue disuelto en 20mL de agua
ultrapura Milli-Q, para obtener una concentracién de 3.5 mM. Se prepar6 una solucion de
persulfato de potasio 1,225 mM y se mezclaron las dos soluciones, la solucién resultante
fue agitada y dejada en oscuridad por 16 horas para formar los cationes radicales de
ABTS™". De esta mezcla se extrajo una alicuota y fue disuelta en agua hasta obtener una
absorbancia de 0,70 a 734 nm. Luego 50uL de distintas concentraciones de polisacaridos
purificados (2,5 - 20 mg/mL) fueron afiadidas a 150 pL de solucion 0,7 mM ABTS™, la
microplaca fue llevada a incubar en oscuridad por 30 minutos y la absorbancia fue leida a
734 nm.

La capacidad para eliminar los radicales de ABTS™" fue calculado segln la siguiente
ecuacion:

Porcentaje de eliminacién de radicales ABTS™ (%) = (Ac - As) / Ac x 100

Donde Ac es la absorbancia del control (50 pL de agua con 150 pL de soluciéon ABTS™) y
As es la absorbancia de la muestra.

Rendimiento

El rendimiento de cada extracto se calculd segun Samavati (2013) Que se expreso en
porcentaje segun las siguiente formula:

Rendimiento (%) = (Masa de polisacarido seco) / (Masa de micelio seco) x 100
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6. RESULTADOS

Rendimiento de la extraccion de polisacaridos (peso seco)
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Figura 2. Determinacion del rendimiento de polisacaridos purificados obtenidos luego del
proceso de extraccion de cada cepa de hongo del género Aleurodiscus.

De las cepas de polisacarido analizados, la especie Aleurodiscus triviale (1611), presento
el mejor rendimiento con un 3,14% en relacion con porcentaje de polisacaridos v/s peso
seco de micelio, luego las cepas Aleurodiscus vitellinus (1716) con 1,74%, Aleurodiscus
mirabilis (1612) con 1,52% y Aleurodiscus patagonicus (1688) con 1,27%, con
rendimientos similares en relacion con polisacéaridos. En comparacion con A. tiviale estas
cepas obtuvieron menos la mitad de rendimiento.
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Escaneo UV-VIS de los extractos puros de polisacaridos
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Figura 3 Espectroscopia Ultravioleta-visible (UV-vis) de los polisacaridos purificados de
las cepas del género Aleurodiscus.

Los resultados del espectro UV-vis se observé un pick de absorbancia entre los rangos 290-
305 nm, indicando presencia trazas de proteinas en las muestras de polisacaridos
purificados (Fig. 3) o de compuestos aromaticos unidos covalentemente a los polisacaridos
(Imbs et al., 2015). Es necesario realizar otra técnica de purificacion para eliminar estas
trazas, frecuentemente en la extraccion de crudos de polisacaridos co-precipitan con
pigmentos y proteinas de similar peso molecular y son dificil de eliminar de los extractos.
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Algunas técnicas de desproteinizacion: Método de Sevag, donde al polisacarido en
solucidén acuosa se le agregan el reactivo de Sevag, una solucion de Cloroformo-Butanol
(CHCI3—n-BuOH, 4:1); También estd el método de desproteinizacion por enzimolisis
donde agregan a la solucion enzimas endopeptidasas, generalmente de utiliza papaina en
pH neutro para este proceso; EI método de precipitacion por acetato de plomo se basa en
agregar 2%(m/v) de acetato de plomo y mezclarlo con 20 mL de polisacarido (Chen et al.,
2012) Otras tecnicas mas comunes son la de filtracion por cromatografia utilizando gel
DEAE o Sephadex G-100, la utilizacion de acidos como HCI o TFA para desnaturalizar
pigmentos y proteinas también es comin a la hora de una mayor purificacién de
polisacaridos.
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Analisis de polisacaridos mediante caracterizacion infrarroja

El espectro infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR) identifica los grupos
funcionales caracteristicos de los polisacaridos, que son identificados por la transmitancia
en longitudes de onda para los grupos funcionales.
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Figura 4. Se muestra los espectros (FT-IR) de los polisacaridos purificados de las cuatro
cepas del género Aleurodiscus.

Se observa una caracteristica absorcion en los peaks 1y 2, entre los rangos 3345 y 3280
cm™ que es correspondiente a vibraciones de grupos hidroxilos (O-H) (Carey 1992). La
banda del segundo peak entre los 2900 cm™ se determina por las vibraciones de grupos
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CH,(Maja et al., 2012). Los peaks 3y 4 se encuentran asociados a la presencia de Amidas
primarias, compuestos fendlicos y aromaticos (Kozarski et al., 2012; Zhang et al., 2015)
Las bandas 5 y 6 estan asignada a vibraciones de los grupos C-H y COH en plano (Goo et
al., 2013; Shao et al., 2014). Los peaks 7, 8, 9, 10 corresponden a estiramiento asimétrico
de C-O-C en los enlaces glucosidicos, estiramiento asimétrico de C-O en enlaces o-
glucosidico, la presencia de enlaces a y B de glucosa y la presencia de anillos de furanosa
junto con enlaces B-glucosidicos respectivamente (longitud de onda 1151, 1023, 930 y 888
cmt) (Tangsadthakun et al., 2007; Liu et al., 2006).  En la regién de los 801 (peak 11)
puede ser inferida a la presencia de grupos sulfatados en los polisacaridos (Zhang et al.,
2011)
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Segunda derivada entre la regién 2000-400 cm del espectro infra rojo de los polisacéridos
purificados.
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Figura 5. Segunda derivada de los espectros obtenidos por FT-IR de las cuatro cepas de
Aleurodiscus.

La conversion a la segunda derivada entre la longitud de onda 2000-400 cm™ del espectro
de la Figura 5, provee de informacion adicional al resolver una mejor nitidez en las bandas
y peaks (Chopin et al., 1999; Matsuhiro & Rivas 1993)

Los principales peaks que se pueden rescatar de este grafico son los que se resumen en la
tabla de abajo (Choong et al., 2011; Troncoso 2014; Rodriguez-Jasso et al., 2011)
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Tabla 2. Destaca los principales grupos funcionales presentes en los espectros FT-IR de
los polisacaridos de las cuatro especies del género Aleurodiscus.

NUmero de onda

/Cédigo de cepa

1611 1612 1688 1716 Tipo de vibracion fuf]g?gr?al
- - 1729 ---- Estiramiento simétrico C=0
1634 1640 1638 1634 Estiramiento simétrico Piranosa
1465 1465 1455 1459 Estiramiento asimeétrico CH3
1369 1362 1362 1362 Estiramiento simétrico -N=C=N-
- 1244 1244 1241 Estiramiento asimétrico S=0
1162 1156 1152 1154 Estiramiento simétrico SO,
1074 1070 1074 1069 Estiramiento simétrico C'%Iesl b-
—— 812 812 810 Sulfato unido a un grupo_alcohélico primario C-S-0
ecuatorial
---- 564 573 566 Deformacion asimétrica S-O0
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Actividad Antioxidante In vitro

Ensayo de decoloracion del cation radical ABTS™"
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Figura 6. Ensayo de actividad antioxidante ABTS™" de los polisacaridos obtenidos de las
especies Aleurodiscus triviale (1611), Aleurodiscus mirabilis (1612), Aleurodiscus
patagonicus (1688) y Aleurodiscus vitellinus (1716). Acido ascorbico y Trolox fueron
usados como control.

Como se muestra en la Figura 6 las cuatro cepas fueron evaluadas para el ensayo
antioxidante ABTS"". Se midieron en una concentracion de 20 mg/mL como maxima, hasta
una de 2,5 mg/mL como minima. Los resultados relacionan el porcentaje de actividad
antioxidante con el de la concentracion del polisacarido donde a la maxima concentracion
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de las cepas 1611, 1612, 1688 y 1716 tuvieron un porcentaje de inhibicion del radical
ABTS™ de 14,9%, 58,9% 73,8% Yy 48,1% respectivamente, en la concentracion mas baja
mostraron un porcentaje de inhibicién 6,2%, 29,3%, 29,0% y 5,2% respectivamente. Los
controles de Acido ascorbico y Trolox fueron de 100 pg/mL.

De estos resultados la cepa 1688 con una concentracién 20 mg/ml obtuvo una inhibicién
73,8%, siendo el mejor resultado para este ensayo, con respecto a los resultados de acido
ascorbico y Trolox.
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7. DISCUSION

Los polisacaridos son macromoléculas poliméricamente carbohidratadas en donde cada
unién de los mondmeros se encuentra covalentemente unida mediante enlaces
glucosidicos, y que se puede presentar como una cadena lineal o ramificada. Al igual que
otras muchas moléculas como acidos nucleicos o proteinas, los polisacaridos se encuentran
en todas las formas de vida en la naturaleza y juegan un rol importante en la supervivencia
de las especies (Barbosa & Carvalho 2021). Al ser fuentes potenciales de generar
respuestas bioldgicas y muchos de ellos tiene estructuras unicas segun la especie, da una
gran flexibilidad para ser utilizados como agentes bioactivos para beneficio humano
(Wasser 2002)

La espectrometria IR es una técnica analitica muy extensa para el analisis de estructuras
moleculares. La region tipica de estudio para los polisacaridos es la region media de la
longitud de onda IR entre unos 2500 nm y 25000 nm (Numero de onda entre los 4000 cm-
1y 400 cm™) El espectro IR, de los polisacaridos de este trabajo, se genera por la medicion
de la absorcidn de la radiacion IR de la muestra en funcion de la radicacion que se aplica
en ellos. Los peaks aparecen porgue la frecuencia de la radiacion coincide con la misma
frecuencia natural de los enlaces en las moléculas organicas (Hong et al., 2021).

Al comparar los graficos de los espectros IR se utilizo la caracterizacion cualitativa, junto
con el programa OriginPro 2018, generando informacion de los grupos funcionales del
polisacéarido, i.e., grupos anomericos, aminas, furanos, anillos de piranosa, etc. El problema
es la similitud entre los espectros IR como se ve en la Figura 4. y en los anexos Fig. 7 a
Fig. 10. Por ser especies del mismo género, es por esto se decidio agregar la segunda
derivada en la region “huella digital” (Pasandide et al., 2017) entre los 2000 cm™y los 400
cm? (Figura 5) que ayuda a diferenciar bandas sobrelapadas, entregando informacion
adicional espectro original que no logra definir.

El analisis de las muestras FT-IR por el espectro principal y por la segunda derivada en la
region 2000 cm™ - 400 cm identificar grupos sulfatados, la presencia de trazas de acido
urénico, anillos de piranosa. Aparte se encontraron en los cuatro espectros bandas
relacionadas con enlaces glucosidicos con carbonos anoméricos o y . Hay algunas
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diferencias en cuanto a grupos funcionales entre las especies: Por ejemplo, la cepa 1611 no
presenta peaks en algunas bandas donde se asocia a la presencia de grupos sulfatos, a su
vez la cepa 1688 es la Unica que se le puede atribuir trazas de acido urénico por el peak en
1729 cm™ (Wang et al., 2011). En la zona de los 1100 cm* -900 cm! donde generalmente
aparecen los enlaces -glucanos, la cepa 1611 tiene la mayor cantidad de peaks al comparar
con las otras especies. Segun Kozarski et al (2011) estos tipos de enlaces son una gran
fuente de bioactividad en cuanto a actividad antitumoral. El peak entre la banda 1638 y
1636 para los espectros de todas las cepas que esta asociado a la presencia de proteinas,
corroborando con el ensayo UV-VIS de la Figura 2, que muestra absorbancia para la
longitud de onda entre los 290 nm y 305 nm caracteristico de la presencia de proteinas.

Muchos ensayos in vitro se han llevado a cabo para evaluar la actividad antioxidante de
compuestos naturales (Wang et al., 2015). Para este caso, el ensayo antioxidante ABTS™"
uno de los mas usados y convenientes para el estudio de polisacaridos, pues se puede
preparar con agua, ya que estos compuestos son solubles en medios polares, evitando
solventes como etanol o metanol que nos pueden alterar las lecturas en el espectrofotémetro
por la formacion de precipitados (Aguirre et al., 2015).

En cuanto a la actividad de las cepas se probaron concentraciones de 2,5 mg/mL 5 mg/mL
10 mg/mL y 20 mg/mL. Se observo actividad inhibitoria del radical en todas las cepas, en
comparacion con el blanco. El polisacarido la cepa A. patagonicus obtuvo la mayor
inhibicion con un 73,8% en su concentracion maxima. La mas baja actividad la obtuvo A.
triviale con una inhibicion del 14,9%, que puede estar atribuida a los escasos grupos
funcionales altamente bioactivos, principalmente los grupos sulfatados o con presencia de
acido urdnico que carece como se observa en la Tabla 2.

Albornoz et al (2022b) reporta el uso de 40 mg/mL de polisacéridos &cidos de la especie
Nothophellinus andinopatagonicus para inhibir un 4,63% del radical, valor
significativamente menor a los mostrados en este trabajo, lo interesante de esto es que en
ese mismo trabajo evaluaron la actividad de proliferacion de la linea celular HL-60 y con
apenas una concentracion de 10mg/mL el polisacarido fue capaz de inhibirla en un 95%.
En muchos estudios ocurren casos similares, donde la actividad antioxidante es baja frente
a radicales como ABTS™" y frente a lineas celulares son excelentes una explicacion a esto

es que la actividad antioxidante estd ligada a la presencia de complejos polisacarido-
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proteina o péptidos que posean actividad antioxidante. (Jia et al., 2009; Ferreira et al.,
2010)

La metodologia de extraccion de polisacaridos por agua caliente es practica y sencilla, pero
sus desventajas son; tiempos de extraccion, altas temperaturas que pueden reducir la
actividad biologica y el rendimiento del extracto. Para la cepa A. triviale obtuvo el mejor
rendimiento con 3,1% en relacion con el peso seco de micelio, mientras que las demas
cepas obtuvieron un 1,5% para A. mirabilis, 1,2% A. patagonicus 'y 1,7% para A. vitellinus,
si comparamos con extractos de otros hongos como por ejemplo Phylloporia boldo con un
38% de rendimiento, Nothophellinus andinopatagonicos con un 20% de rendimiento por
peso seco micelial (Albornoz et al., 2022). You et al (2014) reporta para la especie
Tricholoma mongolicum un rendimiento del 35%.

8. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS.

En las dltimas décadas los polisacaridos de origen vegetal han sido el objetivo de
numerosas investigaciones, por la gran diversidad y bioactividad que puedan presentar,
sean provenientes de hongos o de algin otro organismo, son una fuente compuestos
bioactivos con novedosas aplicaciones.

El objetivo del presente estudio es evaluar la actividad antioxidante de los polisacaridos
obtenidos de cuatro cepas de Aleurodiscus s. lato, mediante extractos de agua caliente,
diferenciarlos mediante técnicas IR y cuantificar capacidad antioxidante. Este tranajo el
primer registro de actividad antioxidante y caracterizacion infrarroja para estas especies
nativas que se desarrollan en los bosques nativos de Chile.

En las cuatro cepas se observé actividad antioxidante, A. patagonicus mostré la mayor
actividad a esa misma concentracion orden descendiente fue; A. mirabilis> A. vitellinus>
A. triviale. Y que puede estar relacionado con los grupos funcionales reportados en la Tabla
2. Donde el que presentd mayo cantidad de grupos funcionales interesantes fue A.
patagonicus >A. mirabilis=A. vitellinus> A. triviale.
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Numerosos estudios han hablado sobre efectividad en la bioactividad de los B-glucanos
que estan presente en cada uno de estos extractos, siendo A. triviale el que presenta una
mayor proporcién segun indican los resultados del FT-IR. Uno esperaria una mayor
actividad antioxidante de su parte, esto no quiere decir que la cepa no sea viable, la
auténtica actividad bioldgica de los polisacaridos se manifiesta a través de ensayos
celulares, donde pueda generar alguna cascada en las rutas metabolicas que puedan ser
aplicadas a la inmunomodulacién, citotoxicidad, estimulacion de enzimas anti-ROS,
neuro-proteccion, etc. Pues la actividad antioxidante puede estar ligada a la presencia de
proteinas 0 compuestos aromaticos unidos al polisacarido y puede no siempre ser una
variable objetiva a la hora de generar conclusiones sobre el potencial bioactivo de la especie
(Chan et al., 2009; Wang et al., 2014; Javed, Payne & Lee 2016; Hsu et al., 2003; Wu et
al., 2016). Se propone realizar ensayos, de viabilidad celular, citotoxicos con lineas
celulares de cancer humano, ensayos de inmunomodulacion aplicados a macréfagos para
ver viabilidad y medicion de citoquinas. Para aumentar el conocimiento y la efectividad de
las cepas estudiadas.

La contribucién del espectro principal del FT-IR, acompafado con la segunda derivada,
tiene la peculiar ventaja en un analisis rapido y efectivo, es facil de interpretar y genera un
margen de reproducibilidad. Los resultados arrojan que se trata solo de o y B-glucanos
acompariados de los grupos funcionales que se vieron en la tabla 2. Para un mayor analisis
y entendimiento de la estructura de los polisacaridos se necesitan hacer estudios de los
monosacaridos mediante técnicas de espectrometrias HPLC-IR y GC-MS. Para determinar
la disposicion y, si es necesario, proponer el tipo de estructura de los polisacaridos, la
resonancia magnética nuclear es una herramienta indispensable. Esta técnica permite
identificar la posicion de los enlaces glicosidicos (1—3, 1—4, 1—6) en la cadena
polimérica. Esperamos en un préximo estudio, hidrolizar y derivatizar los polisacaridos,
analizarlos en cromatografia gases acoplando a una masa para conocer su estructura
monomeérica.
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9. ANEXOS
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Figura 7. Espectro FT-IR del extracto acuoso de Aleurodiscus triviale.
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