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Resumen

La bioactividad del cuerpo fructifero de Ganoderma
lucidum ha sido bien documentada, pero hay poca
informacion sobre las propiedades medicinales de su
caldo de cultivo de células suspendidas (también
conocidos como cultivos sumergidos), ni de las otras
especies del género Ganoderma. El objetivo de este
estudio fue probar el potencial antimicrobiano y el efecto
inmunoestimulador del concentrado del caldo de cultivo
sumergido del micelio de Ganoderma sichuanense. Se
probo la actividad antimicrobiana mediante el metodo de
Daalgard, y el efecto inmunoestimulador fue probado en
el modelo de inmunosupresion del Linfoma Murino
L5178Y en fase sélida. Los resultados mostraron un
aumento de la sobrevida de los ratones tratados con 100
mg/kg del Concentrado del caldo de cultivo sumergido
de G. sichuanense, asi como el restablecimiento de la
proliferacion de los esplenocitos de los ratones
inmunosuprimidos con el linfoma, en concordancia a este
fenémeno también se vio un aumento en los niveles
séricos de IL-2 en estos ratones con linfoma.
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Abstract

The bioactividiad from the fruiting body of Ganoderma
lucidum has been well documented, but there is little
information about the medicinal properties of its breeding
ground of suspended cells (also known as submerged
crops), nor from the other species of the genus
Ganoderma. The objective of this study was to test the
antimicrobial potential and effect immunostimulatory of
concentrate broth of submerged culture of mycelium of
Ganoderma sichuanense. Is proved the antimicrobial
activity by using the Daalgard method, and the
inmunoestiumulador effect was tested in the model of
immunosuppression of the murine Lymphoma L5178Y
in solid phase. The results showed an increase in the
survival of mice treated with 100 mg/kg of the
concentrate of the submerged culture of G. sichuanense,
as well as the restoration of the proliferation of
Splenocytes of mice immunosuppressed with lymphoma,
in accordance to this phenomenon also saw an increase in
the sera levels of IL-2 in these lymphoma-bearing mice.
Ganoderma Antimicrobial,
Immunostimulator

Lymphoma,
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Introduccion

El género Ganoderma incluye cerca de 80 especies
de setas, de las cuales varias se han utilizado
durante siglos en la Medicina Tradicional Asiatica
por sus propiedades medicinales que incluye
efectos antibacterianos, inmunomoduladores,
anticancerosos, antioxidantes, cardiovasculares,
antialérgicos, hepatoprotectores y antidiabéticos,
entre otros (Berovi¢ et al,2003; Cilerdzi¢, et al
2016; Suérez-Arroyo et al, 2017). Los efectos
antitumorales de Ganoderma son atribuidos a la
interrupcion del ciclo celular, la induccion de la
apoptosis y citotoxicidad, la induccion de la
diferenciacion, supresién de angiogénesis y
migracion celular, e inmunomodulacion (Dai, et al
2017).

Los principales compuestos bioactivos
producidos por Ganoderma responsablaes de sus
efectos curativos son los Triterpenos, los
Peptidoglucanos y los Polisacaridos (Kao, et al
2013; Xu, et al 2011; Yue, et al 2010). Los cuales
son obtenidos a partir del organismo completo o de
alguna de sus partes (cuerpo fructifero, estipe o pie,
esporas, micelio) (Paterson, 2006; Soccol, et al
2016; Zeng, et al 2009), mediante diferentes
métodos de extraccidn que van desde la utilizacion
de metanol, etanol, agua, y otros solventes
organicos (Ofodile, et al 2005; Soccol, et al 2016;
Zeng, et al 2009).

Las especies de Ganoderma son encontrados
en todo el mundo y se caracterizan por distintos
rasgos morfoldgicos y anatémicos que incluyen la
forma y el tamafio del basidiocarpo, el color del
pileo o sombrero y del estipe o pie, asi como el
tamafo y la forma del cuerpo fructifero (Gill, et al
2015). Debido a su diversidad existen controversias
en su clasificacion y la mayoria de las especies que
se han utilizado en la medicina tradicional
pertenecen a la especie Ganoderma lucidum
(W.Curt. Fr.) P. Karts (Kwon, et al 2016; Welti, et
al 2015).
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Actualmente, existe un creciente interés por
encontrar fuentes alternativas naturales de
antibioticos y antimicoticos debido a la mayor
resistencia que presentan los microorganismos a las
drogas comerciales. Las setas sintetizan
compuestos antimicrobianos como respuesta a su
ambiente, que podrian ser utilizados como nuevos
farmacos (Cilerdzi¢, et al 2016; Sridhar, et al 2011;
Yamag, et al 2006). Por otro lado, el cancer es uno
de los males criticos que conducen a la muerte de
millones de personas en todo el mundo.

El objetivo de la terapia convencional contra
el cancer es matar las células tumorales sin afectar
a las células normales. Sin embargo, la mayoria de
los farmacos quimioterapéuticos no sélo son
citotdxicos a las células cancerosas, sino también a
las células sanas. El uso clinico de estos agentes es
limitado por su toxicidad y dafios colaterales.
Teniendo en cuenta esto, es necesario el
descubrimiento de, nuevos agentes efectivos con
pocos o ningun efecto secundario.

El género Ganoderma es rico en estas
sustancias activas, en particular los polisacaridos,
con efectos inmunoestimulantes y antitumorales
que han sido aisladas de los extractos acuosos del
cuerpo fructifero y los micelios (Kuo, et al 2006;
Smina, et al 2017). Sin embargo, el hecho de que
numerosos compuestos bioldgicamente activos en
los hongos son de naturaleza extracelular, se
justifica la necesidad de estudios mas detallados de
los productos bioactivos vertidos por los hongos en
el medio de cultivo sumergidos o de células
suspendidas (Cilerdzi¢, et al 2016; Paterson, 2006).

Los basidiocarpos o cuerpos fructiferos de G.
lucidum son comunmente usados como
suplementos alimenticios, pero su cantidad en la
naturaleza es limitada y el cultivo tradicional toma
demasiado tiempo y es muy dificil controlar el
proceso para satisfacer las crecientes demandas del
mercado (Ofodile, et al 2005; Carrieri, et al 2017;
Liu, etal 2010).
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Por lo que, numerosos estudios proponen el
cultivo sumergido del micelio, como una forma
alternativa de producir metabolitos activos intra y
extracelulares (Tang, et al 2002). Hoy en dia, en el
mercado de los alimentos sanos los basidiocarpos
son cada vez més sustituidos por el micelio
obtenido mediante el cultivo sumergido (o Cultivo
de ceélulas suspendidas); sin embargo, la
bioactividad del caldo de cultivo liquido es casi
desconocida (Berovi¢, et al 2003; Li, et al 2007).
Entre las aproximadamente 250 especies
pertenecientes al género Ganoderma, G. lucidum es
la més estudiada debido a su gran potencial
medicinal y comercial, mientras que las otras
especies de este género no han sido bastante
estudiadas (Cilerdzi¢, et al 2016).

Objetivos
Objetivo General

Investigar el efecto antibacteriano del extracto
acuoso del cuerpo fructifero, de Ganoderma
sichuanense  una  especie  estrechamente
relacionada con G. lucidum (Cilerdzi¢, et al 2016;
Wang, et al 2012; Welti, et al 2015), asi como la
actividad inmunomoduladora del Concentrado de
los compuestos extracelulares heterogéneos
producidos por el micelio de G. sichuanense en el
Caldo de Fermenttacion del Cultivo Sumergido de
células suspendidas (CCFCSdeGano).

Objetivos especificos

- Investigar la actividad antimicrobiana del
extracto acuoso del cuerpo fructifero de G.
sichuanense en bacterias Staphylococcus
aureus (ATCC® 6538™), Eschericia coli
(ATCC® 9637™) vy Candida albicans
(obtenidos por el Instituto Dermatolégico de
Jalisco, México).
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- Determinar el efecto inmunomodulador in
vivo, en ratones Balb/c inmunosuprimidos
por el Linfoma Murino L5178Y mediante el
indculo de 1x10° células en el musculo
gastrocnemio derecho, por medio de las
siguientes pruebas:

— A) La valoracion de la sobrevida de los
ratones con el Linfoma tratados y no con 100
mg/Kg de peso corporal del concentrado del
caldo de fermentacion del cultivo sumergido
del  micelio de G. sichuanense
(CCFCSdeGano);

—  B) El estudio del desarrollo o evolucion de la
masa tumoral del Linfoma inoculado en el
musculo gastrocnemio derecho de los ratones
tratados y no con 100 mg/Kg del
CCFCSdeGano por 20 dias diariamente;

—  C) La determinacién de la resuesta Inmune
Adaptativa de tipo Celular por el Indice de
Proliferacion de los esplenocitos de ratones
tratados y no con la misma cantidad del
CCFCSdeGano; y

— D) La evaluacion de las concentraciones de
los niveles séricos de las Citocinas: Factor de
Necrosis Tumoral alfa (TNFa), Interferon
gamma (IFNy) e Interleucina 2 (IL-2) de
ratones tratados y no con el CCFCSdeGano.

Material y Métodos
Cultivo de Células Suspendidas

El Concentrado de los compuestos extracelulares
heterogéneos producidos por el micelio de G.
sichuanense en el Caldo de Fermenttacion del
Cultivo Sumergido de células suspendidas
(CCFCSdeGano) fue proporcionado por el Biol.
Sergio Fausto Guerra, encargado de la producciéon
de Ganoderma, en el Laboratorio de Biologia
Aplicada del Departamento de Botanica y Zoologia
del Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas y
Agropecuarias (CUCBA) de la Universidad de
Guadalajar (UdeG).
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Medicion de la Actividad Antimicrobiana

Se efectuaron 12 ensayos biologicos para probar la
actividad antimicrobiana de los extractos acuosos
del Cuerpo fructifero de Ganoderma, usando el
método de microdilucion convencional (Dalgaard,
et al 1994), seguido de la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria (mg/ml) usando
el ensayo de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) (Ong, et al 2002).Cada muestra se ensayd
frente a Staphylococcus aureus (ATCC® 6538™)
y Eschericia coli (ATCC® 9637™),

Ratones

Los ratones de la cepa Balb/c machos de 6 a 8
semanas de edad y con un peso de 22 a 25 g, fueron
alojados y mantenidos en condiciones normales del
laboratorio con ciclos de luz-obscuridad de 12/12 h
con acceso libre a comida y agua estandar para
roedores de acuerdo a las directrices para el uso y
cuidado de animales de laboratorio de la World
Medical Association (WMA): Declaration of
Helsinki (emanada por la 52nd WMA General
Assembly, Edinburgh, Scotland, October 2000).

Los protocolos del uso de animales fueron
aprobados por el Comité de Etica del Centro
Universitario de Ciencias  Bioldgicas vy
Agropecuarias (U de G).

Linea celular del Linfoma

La linea celular del Linfoma Murino L5178Y fue
derivada de un linfoma murino de origen timico de
los ratones de la cepa DBA/2 (h-2D/d), y fue
mantenido en forma ascitica por inoculacion
intraperitoneal (i.p.) de 1 x 10° células
semanalmene en ratones singénicos Balb/c (h-
2D/d) (Puebla-Pérez, et al 1998).
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Estimacion de la Sobrevida de ratones con
Linfoma Murino L5178Y

La actividad del Concentrado del caldo de
fermentacion del micelio de G. sichuanense
(CCFCSdeGano) sobre la tasa de sobrevida fue
evaluada in vivo en 16 ratones inoculados con
1x10% células de linfoma en el musculo
gastrocnemio derecho; al azar se formaron dos
grupos con 8 roedores cada uno. A un grupo se les
tratdé con 100 pl Solucion Balanceada de Hanks's
estéril y al segundo grupo se les traté con 100
mg/Kg de peso corporal del CCFCSdeGano
disueltos en 100 pl de Solucion Balanceada de
Hanks’s estéril. Para ambos grupos el tratamiento
se inici6 48 hrs después de la inoculacion del
linfoma, diariamente por via oral.

Los ratones fueron observados diariamente,
registrando el dia de muerte de cada uno de ellos.
El tiempo de sobrevida fue evaluado y representado
por las curvas de sobrevida de Kaplan-Meier y la
Estimacién de Riesgo (ER) fue valorada con la
siguiente formula (Fernandez, 1995):

Observados del gpo Ctrl
__ Esperadosdel gpo Ctrl

ER ~ Observados del gpo Gano (1)
Esperados del gpo Gano

Valoracién del desarrollo del tumor en fase
solida

Se utilizaron 2 grupos experimentales de 8 ratones
cada uno. Todos los ratones fueron inoculados con
1x108 células de linfoma suspendidas en 100 pl de
Solucion de Hank’s estéril en el musculo
gastrocnemio derecho. Los ratones fueron tratados
48 hrs después del ino6culo con 100 mg/Kg del
CCFCSdeGano disueltos en 100 pl de Solucién de
Hank’s estéril, para el grupo experimental vy el
grupo control solo recibio 100 pl de Solucion de
Hank’s estéril. La via de administracion fue oral,
con dosis diarias por 20 dias.
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El volumen del tumor fue medido
diariamente usando un vernier electrénico
(Digimatic Caliper Mitutoyo Corporation, Japan),
iniciando un dia antes de la inoculaciéon del linfoma
y durante el tiempo del tratamiento. EI volumen del
tumor (en mm?) fue estimado mediante la siguiente
formula:

2
Vol. Tumor (mm3) = M @)

Determinacion del Indice de Linfoproliferacion
ex vivo

Para determinar si la Respuesta Inmune de tipo
Celular, en este modelo de inmunosupresion por el
Linfoma Murino, fue modificada por efecto del
CCFCSdeGano, se utilizaron 3  grupos
experimentales de 4 ratones cada uno, el grupo de
ratones sanos, sin tratamiento y sin tumor; el grupo
con linfoma, sin tratamiento y el grupo con linfoma
y tratamiento de 100 mg/Kg del CCFCSdeGano, en
un volumen de 100 pl de Soluciéon de Hank’s,
administrado diariamente, por 20 dias.

Al término del tratamiento los doce ratones
se sacrificaron por dislocacion cervical y se les
extrajo el Bazo para realizar un cultivo primario de
linfocitos. Estos son separados por un gradiente de
densidad de polisucrosa (HISTOPAQUE 1083.
SIGMA), mediante centrifugacion diferencial.

Los linfocitos se cultivan por 72 hrs, con una
densidad de 2 x10° células por pozo, en placas de
cultivo de 96 pozos (CORNING), en una
incubadora a 37° C y con el 5% de COy; se
sembraron 6 pozos por bazo, 3 de ellos se
cultivaron con medio de cultivo RPMI 1640
(SIGMA) adicionado con el 10% de Suero Fetal
de Ternera, y a los 3 restantes, ademas del medio
de cultivo se les agrego 5 mg de Concanavalina A
(SIGMA), un mitdgeno que estimula el desarrollo
celular.
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Al término del tiempo de replicacion celular,
a cada pozo se les agregaron 40 pl de 3(4,5-
dietildiazol- 2- il) 2, 5 difenil bromuro de tretazolio
(MTT) disueltos en solucion de buffer de fosfatos
(PBS) a una concentracion de 5 mg/ml), se
incubaron durante 4 horas a 37° C y 5% de
CO».Enseguida se agregaron 160 pl de Buffer de
Lisis (SDS al 20% en N, N Dimetilformamida al
50% a pH 4.7). Posteriormente, se incub6 a 37° C
y 5% de CO- durante toda la noche y se ley6 a 550
nm en un espectrofotémetro (Thermo Scientific
Multiskan) (Hansen, et al 1989; Mossman, 1983).
Se determind el indice de Proliferacion (IP) segun
el siguiente cociente:

__ Absorvancia de células con mitogeno (3)

IP =

Absorvancia de células sin mitégeno

Determinaciéon de los niveles séricos de
Citocinas TNFa, IFNy e IL-2

Para valorar la produccion de las Citocinas en
suero, se utilizaron 3 grupos experimentales de 4
ratones cada uno, el grupo de ratones sanos, sin
tratamiento y sin tumor; el grupo con linfoma, sin
tratamiento y el grupo con linfoma y tratamiento de
100 mg/Kg del CCFCSdeGano, en un volumen de
100 pl de Solucién de Hank’s, administrado
diariamente, por 20 dias. Al término del
tratamiento a los doce ratones se les obtuvo sangre
por puncién cardiaca y se centrifugd a 3000 rpm
por 10 minutos y el suero fue colectado para
detectar los niveles de TNFa, [FNy e IL-2 mediante
kits de ELISA de acuerdo a las indicaciones del
fabricante (eBioscience).

Analisis Estadistico

Para los experimentos de sobrevida se utilizaran las
pruebas de Kaplan — Meier y la Estimacion de
Riesgo con el estadistico Ji? (X?); para el desarrollo
del tumor se utilizé la Comparacion de Pendientes
con el estadistico t de Student y para las pruebas del
Indice de Proliferacion y los niveles de
interleucinas, se utilizo el Analisis de Varianza de
una via (ANOVA).
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Y las Diferencia Significativas Minimas
(DSM). Todos los experimentos comparados a una
significancia de p = 0.05.

Resultados
Actividad Antimicrobiana

Los extactos acuosos del cuerpo fructifero de G.
sichuanense muestran actividad antimicrobiana
consistente en diluciones seriadas probando el
efecto dosis-respuesta, contra bacterias Gram
Positivas como Staphylococcus aureus (ATCC®
6538™) y Gram Negativas como Eschericia coli
(ATCC® 9637™), como puede observarse en el
grafico 1.
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Grafico 1 Unidades Formadoras de Colonia (UFC) de E.coli
vs diferentes concentraciones del extracto acuoso del
carpoforo de G. sichuanense.
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Grafico 2 Unidades Formadoras de Colonia (UFC) de S.
aureus vs diferentes concentraciones del extracto acuoso del
carp6foro de G. sichuanense
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Estimacion de la Sobrevida de ratones con
Linfoma Murino L5178Y

La shrevida de los ratones inoculados con 1x10°
celulas de Linfoma Murino L5178Y en el musculo
gastrocnemio derecho y tratados y no con 100
mg/Kg de peso corporal de Concentrado del caldo
de fermentacion del micelio de G. sichuanense
(CCFCSdeGano), fue significativamente mayor (p
= 0.05) en los ratones con tratamiento (gpo. Gano)
versus los ratones no tratados (gpo Ctrl); el
promedio de vida para el grupo tratado fue de 30
dias y el del grupo sin tratamiento fue de 28 dias.
Por otro lado, la Estimacion del Riesgo, significa
que los ratones sin tratamiento tienen 2.8 veces mas
riesgo de morir por el tumor que los ratones
tratados (Grafico 3).

% DE SOBREVIDA

100

80

60

40 —&— Gano 100 mgn=8

% DE SOBREVIDA

20 —&— Sin tratamienton =8

23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33
TIEMPO EN DiAS

Grafico 3. % Sobrevida de ratones inoculados con 1x10°
células de Linfoma L5178Y en fase sélida y tratados y no con
100 mg/kg de Concentrado de cultivo sumergido de micelio
de G. sichuanense (p=0.05)

Valoracién del desarrollo del tumor en fase
solida

En cuanto al desarrollo del tumor, no hubo
diferencia significativa (p = 0.05), los tumores
crecen al mismo ritmo en ambos grupos de
roedores (Grafico 4).
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Curva de desarrollo tumoral
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DiAS DE DESARROLLO TUMORAL

Grafico 4 Curva de desarrollo tumoral de ratones inoculados
con 1x10° células de Linfoma L5178Y en fase sdlida y
tratados y no con 100 mg/kg de Concentrado de cultivo
sumergido de micelio de G. sichuanense durante 20 dias
(p=0.05)

Determinacién del Indice de Linfoproliferacion
ex vivo

Al valorar el Indice de Proliferacion observamos
que el modelo de inmunosupresion del Linfoma
murino L5178Y es eficaz, ya que reduce
considerablemente la Respuesta Inmune de tipo
Celular del raton con Linfoma, en relacion a los
datos del IP del grupo de ratones sanos sin
tratamiento y sin tumor, en cuanto al efecto del
CCFCSdeGano,  restituye  significativamente
(p=0.05) esta inmunosupresién a los linfocitos
esplénicos de los ratones con tumor (Grafico 5)

Indices de Proliferacion
2,500

2,000
I

1,500

H%

1,000
0,500

0,000
SANOS n=4 TUMOR S/T n=4 TUMOR/GANONn = 4

Figura 4 Indices de proliferacién de esplenocitos de ratones
inoculados con 1 x10° células de Linfoma L5178Y en fase
solida y tratados y no con 100 mg/kg de Concentrado de
cultivo sumergido de micelio de G. sichuanense drante 20
dias. *Tumor vs Sanos y Gano (p=0.05)
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Cuantificacion de los niveles séricos de
Citocinas TNFa, IFNy e IL-2

La cuantificacion de los niveles séricos de las
Citocinas en pg/ml, mediante la técnica de ELISA,
nos muestra que el Factor de Necrosis Tumoral alfa
(TNFa) es significativamente diferente entre los
grupos (p=0.05), disminuyendo su concentracion
en los ratones de los grupos con Tumor, tratados y
no con el CCFCSdeGano. Por el contrario el
Interferon gamma (IFNy), del grupo de ratones
sanos es diferente significativamente con los
grupos de Tumor sin tratamiento (Tumor S/T) y
Tumor con tratamiento del CCFCSdeGano (p =
0.05) vy sin tener diferencias significativas entro
estos ultimos grupos.

Finalmente los niveles de la Interleucina 2
(IL-2) son mas elevados en el grupo cpn tumor y
tratados con CCFCSdeGano, siendo diferente
significativamente con los otros dos grupos, en
cambio, entre el grupo de tumor S/T y el gpo sano,
no existen diferencia significativas (p=0.05) (Tabla
1).

Citocina | gpo Sano gpo Tumor S/T |gpo Ganoderma
TNFa 916+2 67.1+4 39.1+8

IFNy 187.6 +6.1 |504.3+177 567.6 £ 100

IL-2 65.8+9 68.6 £ 14 915+14

Tabla 1 Valores séricos en pg/ml de Citocinas Promedio +
DS

Conclusiones

Las interacciones patologicas entre las células
cancerosas Y las células inmunes del hospedero en
el microambiente tumoral crea wuna red
inmunosupresora que promueve el crecimiento
tumoral, protege el tumor del ataque inmune y
atenla la eficacia inmunoterapéutica (Zou, 2005).
El Linfoma Murino L5178Y en fase sélida es un
buen modelo de inmunosupresion y nos permite
evaluar los efectos inmunomoduladores de
sustancias con esta actividad.
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Nuestros resultados experimentales Asi como las funciones de defensa tales

confirmaron que el concentrado de cultivo
sumergido del micelio de Ganoderma sichuanense
(CCFCSdeGano) tiene efectos inmunoestimulantes
en este modelo de Linfoma; asi como se ha
confirmado en otros estudios donde -cultivos
sumergidos de género Ganoderma, también tienen
dicho efecto (Berovié, et al 2003; Cilerdzi¢, et al
2016; Carrieri, et al 2017).Aunque el desarrollo del
tumor no tuvo diferencia entre los ratones tratados
con el concentrado del cultivo sumergido del
micelio de G. sichuanense (fig.3), la esperanza de
vida si se vié favorecida, ya que el riesgo de muerte
de los ratones no tratados fue casi tres veces mas
que los tratados con el concentrado de Ganoderma,
aumentando la esperanza de vida por 2 dias (fig.2).

Por otro lado, el Indice de Proliferacion (IP),
que es la relacion entre la multiplicacién de las
células en reposo y la multiplicacién de las células
estimuladas por el mitdgeno, se observa que en el
grupo inmunosuprimido con el Linfoma esta
significativamente disminuido comparado con el IP
del grupo de los ratones sanos, y que el tratamiento
del CCFCSdeGano estimula considerablemente
esta respuesta (fig.4); la proliferacion celular es una
manera de medir la respuesta inmune adaptativa de
tipo celular cuya capacidad de reproduccion de los
linfocitos es una evidencia del efecto
inmunoestimulador que tienen los bioproductos del
caldo concentrado del cultivo sumergido de
micelio de G. sichuanense.

Uno de los enfoques importantes para evaluar
la actividad inmunomoduladora de una sustancia
en particular es mediante la valoracion de la sintesis
de citocinas. Las citocinas son moleculas de
sefializacion producidas y secretadas,
principalmente por las células inmunes activadas.
Son esenciales para el mantenimiento de las
funciones del organismo y desempefian un
importante papel en el control de la homeostasis del
individuo mediante la vigilancia de la
proliferacion, diferenciacion celular y la apoptosis.
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como las respuestas inmunes y las reacciones
inflamatorias (Abbas, et al 2015; Berovi¢, et al
2003; Ruijun, et al 2015). La IL-2 es una
importante molécula de la red de citocinas que
realiza actividades bioldgicas como la promocién
de la mitosis en los linfocitos, el aumento de la
funcidn citolitica de las células Asesinas Naturales
(NK) vy la ayuda en la generacién de anticuerpos
(Rosenberg, 2014).

El Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa)
es una citocina que deriva de los monocitos
activados vy tiene varias actividades antitumorales
como, la necrosis y apoptosis celular y la activacion
de otras citocinas (Ohri et al 2010; Somintara, et al
2016). El INFy es una de las principales citocinas
que regulan el Sistema inmune y su principal
funciéon es aumentar la expresion del Complejo
Mayor de Histocompatibilidad Clase | (MHC-I) y
activar a los Macrofagos contra bacterias y agentes
infecciosos exdgenos (Alokail, et al 2014; Li, et al
2016). En el Cancer, la secrecion de las citocinas
IL-2, TNFa e IFNy incrementan la capacidad
inmunoldgica antitumoral del organismo (Gerber,
et al 2013; Ni, et al 2013).

En  nuestro estudio valoramos las
concentraciones sericas de las citocinas IL-2,
TNFa e IFNy, en los ratones sanos, sin tumor ni
tratamiento y en ratones inmunosuprimidos con el
Linfoma Murino L5178Y en fase soélida, sin
tratamiento y tratados con el concentrado del caldo
de cultivo sumergido de micelio de G, sichuanense
por 20 dias de forma oral con 100 mg/kg de peso
corporal (Tabla 1). Considerando que la IL-2 tiene
efecto sobre la maduracion y activacion de los
linfocitos podemos inferir que esta citocina
intervino en que los indices de proliferacion (IP)
hayan sido restablecidos en la respuesta inmune
suprimida de los ratones con tumor, y que los
bioproductos del caldo de cultivo sumergido del
micelio tienen propiedades estimuladoras de la
produccién de la IL-2.
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Por otro lado, el efecto del IFNy que estimula
toda la maquinaria inmunoldgica en presencia de
antigenos extrafos, es estimulado por puro efecto
del desarrollo del tumor y el concentrado de
Ganoderma no tiene algun efecto directo, en
cambio el TNFa se encontrdé disminuido en los
ratones tratados con el concentrado de Ganoderma
a diferencia de otros reportes donde esta citocina es
estimulada en su produccion (Berovic, et al 2003;
Carrieri, et al 2017; Xu, et al 2011). Finalmente,
podemos concluir que el concentrado del caldo del
cultivo sumergido de micelio de G. sichuanense
tiene un efecto inmunoestimulador en el modelo de
inmunosupresion del Linfoma Murino L5178Y,
perimitiendo a los ratones una sobrevida y una
restitucion de la respuesta immune innata de tipo
celular. Asimismo la respuesta antimicrobiana
observada en los experimentos correspondientes,
demuestran gue los extractos acuosos del carpéforo
y el pie de G. sichuanense contienen moléculas
capaces de inhibir el crecimiento de bacterias Gram
positivas y Gram negativas de una manera dosis-
respuesta, en el experimento de diluciones seriadas

(Fig. 1).

Dichas moléculas pueden ser organicas como
las mencionadas en la introduccién, pero tambien
pueden ser péptidos pequefios con actividad
antimicrobiana como consta en un reporte (Wang
2006) y en experimentos recién realizados en
nuestro laboratorio. Lo anterior refueza el concepto
de que el género Ganoderma posee cualidades
antimicrobianas naturales que pueden ser usadas
como una alternativa frente a la resistencia
bacteriana observada contra los antibidticos
convensionales.
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