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RESUMEN 

El cáncer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad mundial del siglo XXI. 

Frente a la necesidad de contar con nuevos compuestos de potente actividad antitumoral, baja toxicidad 

y capaces de actuar como complemento de la terapia convencional, los compuestos naturales se 

presentan como una valiosa fuente para el descubrimiento y desarrollo de nuevas drogas antineoplásicas. 

En las últimas décadas, los polisacáridos fúngicos han recibido una considerable atención dada su 

actividad biológica antitumoral descubierta, capaz de ser desplegada mediante dos vías potenciales de 

acción: una vía directa sobre la célula tumoral y otra vía indirecta tras la potenciación del sistema inmune 

(mediada por su capacidad inmuno-estimuladora).  

Pleurotus pulmonarius es una de las especies de hongo mejor adaptada al cultivo intensivo en 

nuestro país, es reconocida como especie comestible de cultivo por el Código Alimentario Argentino y 

pertenece al segundo género de hongo más cultivado comercialmente a nivel local. El potencial 

antitumoral de sus polisacáridos, especialmente solubles en agua, ha sido demostrado en distintos tipos 

tumorales: en ellos, el efecto antitumoral ha sido desplegado y/o evaluado principalmente solo por una 

de las dos vías potenciales de acción y en muchos otros no ha sido investigado aún. Entre estos últimos, 

se ubican dos carcinomas que actualmente cuentan con escasas opciones terapéuticas disponibles: el 

carcinoma mamario triple negativo (CMTN) y el carcinoma celular escamoso de cabeza y cuello 

(CCECC).  

Bajo este contexto, en el presente trabajo de Tesis nos proponemos determinar mediante ensayos 

in vitro el potencial antitumoral directo de la Fracción I: extracto enriquecido en polisacáridos solubles 

en agua obtenido a partir de P. pulmonarius, en CMTN y CCECC. 

Mediante el conjunto de resultados obtenidos, demostramos que, con distinto grado de 

magnitud, la Fracción I actúa directamente sobre las células MDA-MB-231 (representante de CMTN) 

y HN13 (representante de CCECC), afectando ciertas capacidades celulares cuya desregulación conduce 

al desarrollo y progresión del cáncer. Específicamente, demostramos que la Fracción I reduce la 

viabilidad de dichas células tumorales, ejerciendo un efecto citostático mediante la inducción de arresto 

celular en fase S. Sumado a ello, demostramos que el extracto disminuye la capacidad migratoria de las 

células MDA-MB-231 y HN13, reduciendo así su fenotipo metastásico. Finalmente, demostramos 

también que la Fracción I ejerce un efecto diferencial sobre la viabilidad de células epiteliales mamarias 

no malignas HC11.  

Con la realización del presente trabajo, y la continuidad de la línea de investigación en la cual 

se enmarca, aspiramos al desarrollo de nuevos agentes antitumorales naturales de baja toxicidad, capaces 

de actuar como complemento de la terapia convencional, fortaleciendo incluso al sistema inmune y 

mejorando la calidad de vida de los pacientes. Aspiramos con ello también, a continuar con la cadena 

de valorización del cultivo de hongos comestibles en nuestro país. 

Palabras clave: cáncer, hongos, compuestos naturales, antineoplásico, terapias complementarias. 
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ABSTRACT 

Cancer is one of the leading causes of morbidity and mortality worldwide in the 21st century. 

Given the necessity for new compounds with potent antitumor activity, low toxicity and the ability to 

complement conventional therapy, natural compounds emerge as a valuable source for the discovery 

and development of new antineoplastic drugs. In recent decades, mushrooms polysaccharides have 

received considerable attention due to their demonstrated antitumor biological activity, which can be 

deployed through two potential mechanisms of action: a direct pathway targeting tumor cells and an 

indirect pathway by enhancing the immune system (mediated by their immunostimulatory capacity). 

Pleurotus pulmonarius is one of the best-adapted mushroom species for intensive cultivation in 

our country. It is recognized as an edible cultivated species by the Argentine Food Code (Código 

Alimentario Argentino, in Spanish) and belongs to the second most commercially cultivated mushroom 

genus locally. The antitumor potential of its polysaccharides, particularly water-soluble, has been 

demonstrated in different tumor types. In these, the antitumor effect has been deployed and/or assessed 

mainly through only one of the two potential mechanisms, while in many others, it remains unexplored. 

Among the latter are two carcinomas that currently have limited therapeutic options available: triple-

negative breast carcinoma (TNBC) and head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC). 

In this context, the present thesis aims to determine, through in vitro assays, the direct antitumor 

potential of I-Fraction: an extract enriched of water-soluble polysaccharide obtained from P. 

pulmonarius, in TNBC and HNSCC. 

Based on the set of results obtained, we demonstrated that, with different degrees of magnitude, 

I-Fraction acts directly on MDA-MB-231 cells (representative of TNBC) and HN13 cells (representative 

of HNSCC), affecting certain cellular capabilities whose deregulation leads to cancer development and 

progression. Specifically, we showed that I-Fraction reduces the viability of these tumor cells, exerting 

a cytostatic effect through the induction of cell cycle arrest in the S phase. Furthermore, we demonstrated 

that the extract decreases the migratory capacity of MDA-MB-231 and HN13 cells, thus reducing their 

metastatic phenotype. Finally, we also showed that I-Fraction exerts a differential effect on the viability 

of non-malignant mammary epithelial cells (HC11). 

Through this work, and the continuation of the research line it supports, we aspire to develop 

new low-toxicity natural antitumor agents that can complement conventional therapy, strengthen the 

immune system, and improve patients' quality of life. Additionally, we aim to contribute to the value 

chain of edible mushroom cultivation in our country. 

Keywords: cancer, mushrooms, natural compounds, antineoplastic, complementary therapies. 
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INTRODUCCIÓN 

Cáncer 

Cáncer es un término genérico utilizado para designar un amplio y complejo grupo de 

enfermedades que pueden originarse en prácticamente cualquier parte del organismo debido a la 

interacción de múltiples factores: genéticos, físicos, químicos y ambientales. A grandes rasgos, se puede 

decir que el cáncer se produce cuando células normales se transforman en células tumorales a través de 

un proceso de varias etapas que suele consistir en la progresión de una lesión precancerosa a un tumor 

maligno (National Cancer Institute- on line; World Health Organization- on line). 

A pesar de la diversidad y complejidad de la enfermedad, se han logrado establecer ciertos 

principios que gobiernan el proceso de transformación de una célula normal en una maligna. Durante 

dicho proceso, la célula va adquiriendo capacidades biológicas distintivas y complementarias, conocidas 

como sellos o hallmarks del cáncer (Figura 1), que le permiten establecer un tumor y diseminarse 

metastásicamente (Hanahan & Weinberg, 2000; 2011). Originalmente, en el año 2000 se describieron 

seis capacidades adquiridas: activación y mantenimiento de señales proliferativas, evasión de señales 

supresoras del crecimiento, resistencia a la muerte celular, inmortalidad replicativa, inducción de 

angiogénesis y activación de mecanismos de invasión y metástasis (Hanahan & Weinberg, 2000).  

 

 

 

 

Figura 1. Sellos o hallmarks 

del cáncer. Seis capacidades 

distintivas adquiridas por las 

células neoplásicas, dos 

capacidades emergentes y dos 

características facilitadoras. 

Tomado y adaptado de 

Hanahan & Weinberg, 2011. 

 

Posteriormente, en el año 2011, se propusieron dos sellos emergentes del cáncer: reprogramación del 

metabolismo energético y evasión del ataque y destrucción por parte del sistema inmune. Es de notar 

que, al día de hoy, éstos se suman a las seis capacidades adquiridas descriptas anteriormente; quedando 

conformados así los ocho sellos o hallmarks del cáncer (Hanahan, 2022). Sumado a ello, la inestabilidad 

genómica y mutación de las células neoplásicas junto a la inflamación se presentan como características 

facilitadoras para favorecer la adquisición de dichos hallmarks (Hanahan & Weinberg, 2011). 
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Si bien las ocho capacidades mencionadas anteriormente son adquiridas durante el proceso 

tumorigénico de prácticamente todo tipo de tumor, la diversidad y complejidad de la enfermedad se 

presenta en relación al mecanismo molecular que promueve la capacidad adquirida y al momento en 

que ocurre dicha adquisición (Hanahan & Weinberg, 2011). Esto lleva a la necesidad de una revisión y 

actualización constante de las capacidades adquiridas, emergentes y facilitadoras propuestas (Hanahan, 

2022). 

Carcinoma mamario 

El cáncer de mama es la neoplasia maligna de mayor incidencia y mortalidad en las mujeres, 

tanto a nivel mundial como en nuestro país. Puntualmente, en la población femenina de Argentina, el 

cáncer de mama representa el 31,6 % de los cánceres diagnosticados y es responsable del 19,1 % de las 

muertes por cáncer (Figura 2) (IARC, GLOBOCAN 2022). 

Figura 2. Tasas de incidencia y mortalidad de los distintos tipos de cáncer en mujeres a nivel mundial (A) y en 

Argentina (B). Porcentajes de incidencia (C) y de mortalidad (D) de los distintos tipos de cáncer en mujeres de 

Argentina. La incidencia es el número de casos nuevos de cáncer en la población mundial (185 países) o Argentina 

que surgieron en el año 2022. La mortalidad es el número de muertes por cáncer registrados en la misma población 

y durante el mismo período de tiempo. Proyecto GLOBOCAN 2022. Tomado y adaptado de https://gco.iarc.fr/en.  

https://gco.iarc.fr/en
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 La mayoría de los cánceres mamarios son carcinomas: tipo de cáncer desarrollado a partir de 

células epiteliales de la unidad ducto-lobulillar de la glándula mamaria (Figura 3). Estos carcinomas 

mamarios tradicionalmente son clasificados por el sistema TNM (Tumor-Nódulo-Metástasis) y por 

características histopatológicas y moleculares para establecer el diagnóstico, pronóstico y tratamiento 

de la enfermedad (Liefers & Tollenaar, 2002). 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Anatomía de la mama femenina. 

Se resaltan los lóbulos, lobulillos y conductos 

de la glándula. Imagen extraída de NHI, 

Instituto Nacional del Cáncer, 

https://www.cancer.gov/espanol.  

En cuanto a la clasificación molecular, los marcadores comúnmente evaluados son: el receptor 

de estrógeno (RE), el receptor de progesterona (RP) y el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico 

humano (HER2/Neu/ErbB2) (Rakha et al, 2010). Frente a ellos, los carcinomas mamarios se clasifican 

en: carcinoma mamario hormono dependiente, si expresa RE y RP y sobreexpresa generalmente HER2; 

carcinoma mamario hormono independiente, si no expresa RE y RP, pero sobreexpresa generalmente 

HER2; y carcinoma mamario triple-negativo (CMTN), si no expresa RE, RP ni sobreexpresa HER2 

(Foulkes et al, 2010; Li et al, 2022). 

Entre estos subtipos tumorales, es el CMTN el que se asocia a un peor pronóstico y menor tasa 

de supervivencia, presentando una mayor tasa de proliferación, de recurrencia local y de desarrollo de 

metástasis (Amos et al, 2012; Yadav et al, 2015). Además de estas características agresivas, el CMTN 

carece de una terapia dirigida, siendo tratado únicamente con radioterapia y quimioterapia citotóxica 

estándar (Jamdade et al, 2015; NouNou et al, 2015). Recientemente la inmunoterapia ha logrado 

incursionar en este subtipo tumoral (Li et al, 2022). 

Carcinoma celular escamoso de cabeza y cuello 

El carcinoma celular escamoso de cabeza y cuello (CCECC) se desarrolla a partir de células 

epiteliales de la cavidad oral y nasal, de los senos paranasales, la faringe y la laringe (Figura 4). Son las 

neoplasias malignas más comunes que surgen a nivel de la cabeza y el cuello, específicamente en el 

tracto respiratorio y digestivo superior (Liebertz et al, 2010).   

https://www.cancer.gov/espanol
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Figura 4. Anatomía del tracto aerodigestivo 

superior. Se resaltan las diferentes locaciones 

del CCECC. Tomado y adaptado de Liebertz et 

al, 2010. 

 

El CCECC es el sexto tipo de cáncer más común (junto con el cáncer de estómago) en la 

población mundial. Puntualmente en nuestro país, presenta una incidencia de 5,26 x 100.000 habitantes 

y una mortalidad de 2,63 x 100.000 habitantes (Figura 5) (IARC, GLOBOCAN 2022). 

 

Figura 5. Tasa de incidencia (A) y mortalidad (B) de los distintos tipos de cáncer a nivel mundial, estandarizada  
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por edad por cada 100.000 habitantes en ambos sexos. En (C) y (D) se muestran respectivamente las mismas tasas 

para la población argentina. Las tasas correspondientes al CCECC resultan de la sumatoria de las tasas reportadas 

para los distintos tipos de cáncer que se engloban en él: laringe, labios y cavidad oral, naso/oro/hipo-faringe. El 

asterisco indica la posición del CCECC en el listado de los cánceres más comunes a nivel mundial. Proyecto 

GLOBOCAN 2022. Tomado y adaptado de https://gco.iarc.fr/en. 

Las principales modalidades de tratamiento del CCECC son la cirugía seguida de quimioterapia 

más radioterapia (quimiorradiación) o quimiorradiación primaria; modalidades asociadas a toxicidades 

sistémicas muy elevadas (Liebertz et al, 2010; Martin et al, 2014; Johnson et al, 2020). Recientemente 

se ha comenzado a aplicar también la inmunoterapia (en combinación con la radioterapia) para el 

tratamiento de determinados tipos de CCECC (Johnson et al, 2020). Sin embargo, a pesar de estos 

tratamientos, las altas tasas de recurrencia en el sitio primario y el frecuente desarrollo de metástasis en 

los ganglios linfáticos locoregionales, son responsables del pronóstico desfavorable asociado al CCECC 

(Liebertz et al, 2010). Más de la mitad de los pacientes diagnosticados con enfermedad no localizada 

sobreviven menos de cinco años (Doçi et al, 2015). Sumado a ello la mayoría de los casos son detectados 

en etapas avanzadas y prácticamente no ha habido avances en el tratamiento de este estadio en los 

últimos 30 años (Martín et al, 2014).  

De esta manera, teniendo presente el contexto del CMTN y del CCECC surge la necesidad de 

contar con nuevos compuestos terapéuticos que presenten potente actividad antitumoral, baja toxicidad 

y sean incluso capaces de actuar como complemento de la terapia convencional, disminuyendo las 

reacciones adversas, fortaleciendo el sistema inmune de los pacientes y mejorando su calidad de vida. 

Compuestos naturales como terapia antitumoral complementaria 

Los compuestos naturales han tenido y tienen un importante rol en el descubrimiento y 

desarrollo de nuevas drogas antineoplásicas (Newman et al, 2012). En este aspecto, diversas especies 

de hongos se presentan como pequeñas “fábricas farmacéuticas” productoras de diversos metabolitos 

bioactivos con potencial terapéutico (Patel et al, 2012). 

Los metabolitos fúngicos se clasifican en función a su peso molecular en metabolitos de bajo 

peso molecular (BPM) tales como quinonas, isoflavonas, terpenoides, aminas, esteroles y selenio; y 

metabolitos de alto peso molecular (APM) tales como polisacáridos (principalmente β-glucanos) libres 

o unidos a proteínas, glicopéptidos, glicoproteínas y proteínas, entre otros (Ferreira et al, 2010). 

Particularmente, los polisacáridos fúngicos han recibido una considerable atención dada su actividad 

biológica antitumoral descubierta, capaz de ser desplegada mediante dos vías de acción: indirecta y 

directa. Mediante la primera de ellas, la actividad antitumoral se lleva a cabo tras la 

potenciación/estimulación de distintos efectores inmunes (Zaidman et al, 2005; Petrova et al, 2008; 

Ferreira et al, 2010; Chatterjee et al, 2011). Mediante la vía directa, ciertos polisacáridos tienen la 

capacidad de actuar sobre la célula tumoral afectando distintas capacidades celulares que frecuentemente 

se encuentran desreguladas en ella y promueven el desarrollo/progresión del tumor (Lavi et al, 2006; 

https://gco.iarc.fr/en
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Zhang et al, 2007; Xu et al, 2017).  Un ejemplo puntual, es la Fracción D, un extracto estandarizado de 

polisacáridos solubles en agua unidos a proteínas, obtenido del hongo Grifola frondosa (Maitake), cuyo 

efecto antitumoral directo fue reportado en distintos subtipos tumorales de cáncer de mama (Soares et 

al, 2011; Alonso et al, 2013; 2017; 2018). De esta manera, los polisacáridos fúngicos se presentan como 

agentes antitumorales con dos vías potenciales de acción: una vía directa y otra indirecta tras la 

potenciación de distintos efectores inmunes. 

Pleurotus pulmonarius 

Reconociendo la necesidad e importancia de que la especie natural considerada como fuente de 

compuestos bioactivos presente una utilización sustentable (a nivel local), se advierte el desarrollo 

alcanzado por nuestro país en “la producción de hongos por la ciencia”.  En Argentina, a partir de la 

década de 1980, distintos institutos de investigación abordaron el tema de la producción de hongos desde 

un enfoque científico-tecnológico, generando nuevas propuestas productivas que permitieron adaptar al 

cultivo intensivo a diversas especies silvestres de hongos comestibles (Albertó et al, 2010), tales como: 

especies de Pleurotus (Darjania et al, 1997; Curvetto et al, 2002a), Lentinula (Curvetto et al, 2002b; 

2005), Ganoderma (Albertó et al, 2010) y Hericium (Figlas et al, 2007). 

En este contexto, P. pulmonarius basidiomiceto del orden Agaricales conocido como hongo 

ostra pulmón (Figura 6), es actualmente una de las especies más versátiles de cultivar en nuestro país, 

utilizando incluso distintos desechos agroindustriales lignocelulósicos como sustrato de cultivo (Darja- 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Pleurotus pulmonarius, también conocido 

como hongo ostra pulmón, creciendo en su ambiente 

natural de bosques templados, sobre árboles, tocones, 

troncos en descomposición y plantas leñosas. Foto 

extraída de https://mexico.inaturalist.org/. 

 

nia et al, 1997; Curvetto et al, 2002a). Sumado a ello, P. pulmonarius se encuentra reconocido como 

hongo comestible de cultivo por el Código Alimentario Argentino (CAA: Cap. XVI, Art. 1249), siendo 

el segundo género más cultivado en nuestro país (Albertó et al, 2010). 

Polisacáridos de Pleurotus spp. y su potencial terapéutico en cáncer 

https://mexico.inaturalist.org/
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Los polisacáridos, libres o unidos a proteínas, obtenidos a partir de distintas especies de 

Pleurotus han demostrado ejercer actividad antitumoral en diferentes tipos de cáncer, y como se 

mencionó anteriormente evidencian también un accionar antitumoral directo e indirecto/mediado por el 

sistema inmune. Tales investigaciones han comenzado a realizarse recientemente en P. pulmonarius 

mientras que, por ejemplo, sobre P. ostreatus existe una mayor cantidad de reportes; los cuales serán 

tenidos en cuenta como marco de referencia introductorio y para la posterior discusión de resultados. 

Los trabajos citados a continuación dan cuenta de ello.    

Específicamente, los polisacáridos solubles en agua obtenidos a partir de P. ostreatus 

demostraron ejercer actividad antitumoral in vivo sobre modelos murinos de sarcoma (células S-180) 

(Yoshioka et al, 1972; 1975; 1985), carcinoma de Ehrlich (Facchini et al, 2014), linfoma de Dalton (Devi 

et al, 2015) y melanoma (células B16) (Shamtsyan et al, 2004), aumentando la tasa de inhibición tumoral 

(Yoshioka et al, 1972; 1975; 1985; Facchini et al, 2014) y/o aumentando la sobrevida de los ratones 

(Shamtsyan et al, 2004; Devi et al, 2015). En tales trabajos el efecto antitumoral fue adjudicado a la 

capacidad inmuno-estimuladora de los metabolitos. Mediante este accionar indirecto, los polisacáridos 

solubles en agua aumentaron la actividad de macrófagos (Devi et al, 2013) contra células de melanoma 

B16 y potenciaron la citotoxicidad de NK contra células de linfoma (YAC-1) (Sarangi et al, 2006; Devi 

et al, 2015), cáncer de mama (MCF-7) y cáncer de pulmón (A549), pero no así contra células de 

hepatoma (HepG2) (El-Deeb et al, 2019). En cuanto a la actividad antitumoral directa, estos 

polisacáridos demostraron disminuir la viabilidad de las células tumorales HeLa (adenocarcinoma de 

cérvix) (Tong et al 2009; Chen et al, 2015), MCF-7 (cáncer de mama) (Chen et al, 2015), células de 

carcinoma de Ehrlich (Uddin et al, 2019), RL95 (cáncer de endometrio), HT-15, HCT-116, SW-480 

(Silva et al, 2012) y HT29 (cáncer de colon). Específicamente sobre estas últimas, se evidenció la 

inducción de apoptosis y un aumento de la expresión de Bax y citocromo-c (Lavi et al, 2006). Los 

polisacáridos solubles en agua de P. ostreatus disminuyeron también la viabilidad, migración y 

formación de colonias de células tumorales BGC-823 (cáncer gástrico) (Cao et al, 2015), disminuyeron 

la viabilidad de las células de sarcoma S-180 (Sarangi et al, 2006), pero no presentaron efecto directo 

sobre las células de linfoma de Dalton (Devi et al, 2015). Particularmente, polisacáridos álcali-solubles 

no ejercieron efecto sobre las células S-180 (Devi et al, 2013).  

A diferencia de lo antes expuesto, pocas son las investigaciones que se han centrado en la 

evaluación de los polisacáridos insolubles en agua obtenidos a partir de P. ostreatus; demostrando ellos 

disminuir el número de lesiones precancerosas en un modelo murino de inducción química con 

dimetilhidrasina (Bobek et al, 2001) y aumentar la tasa de inhibición tumoral en un modelo murino de 

sarcoma (Facchini et al, 2014; Wisbeck et al 2017). 

Como mencionamos previamente, pocos son los reportes que describen y caracterizan la 

actividad antitumoral de los polisacáridos obtenidos a partir de P. pulmonarius.  Específicamente, los 

polisacáridos solubles en agua obtenidos a partir de él demostraron in vivo inhibir la carcinogénesis 

colorrectal asociada a colitis en un modelo murino AOM/DSS (Lavi et al 2012) y sobre modelos de 
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xenotrasplante con células de cáncer de hígado (Huh7) demostraron suprimir/disminuir el crecimiento 

tumoral (Xu et al 2012), actuar como quimioprofiláctico y desplegar una actividad sinérgica con el 

cisplatino (Xu et al 2014). En estos trabajos, el efecto antitumoral de los polisacáridos fue vinculado a 

la capacidad de los metabolitos de alterar la expresión de ciertas proteínas en el intestino grueso de los 

ratones (Lavi et al 2012) o en los tumores desarrollados bajo tratamiento (Xu et al 2012 y 2014). En 

cuanto a la actividad antitumoral directa, estos polisacáridos demostraron disminuir in vitro la viabilidad 

de distintas líneas celulares de cáncer de colon (HT-29, HCT-116, Caco2, LS174T, HM-7, RSB) y su 

adhesión a fibronectina (Lavi et al 2010); registrándose un efecto dependiente de la línea celular. Más 

aún, particularmente sobre las células HT-29 y HCT-116 los polisacáridos demostraron inducir apoptosis 

modulando la expresión de Bcl-2, Bax y citocromo c (Lavi et al 2012). Sobre celulares de cáncer de 

hígado (Huh7, Hep3B, HepG2 and SMMC-7721) tales metabolitos desplegaron un efecto 

antiproliferativo y disminuyeron el potencial invasivo; reportándose aquí la inactivación de la vía de 

PI3K/ATK (Xu et al 2012).  

A la fecha, y hasta donde nuestro conocimiento alcanza, no hay reportes que evalúen la actividad 

antitumoral de polisacáridos insolubles en agua de P. pulmonarius. 

Como la bibliografía lo demuestra, son los polisacáridos solubles en agua obtenidos a partir de 

Pleurotus spp. los que mayor evidencia presentan en cuanto a su potencial antitumoral. Se evidencia 

también, que tal potencial ha sido demostrado en distintos tipos tumorales: sobre algunos de ellos, ambos 

accionares han sido evaluados y demostrados; en otros, el efecto antitumoral ha sido desplegado y/o 

evaluado solo por una de las dos vías potenciales de acción. Sumado a ello, se advierte un amplio campo 

sin explorar aún, encontrándose en el mismo dos carcinomas que actualmente cuentan con escasas 

opciones terapéuticas disponibles: el CMTN y CCECC. 

Polisacáridos solubles en agua de Pleurotus pulmonarius en CMTN y CCECC 

Como se evidenció en la sección anterior, el potencial antitumoral de los polisacáridos solubles 

en agua obtenidos de P. pulmonarius no ha sido evaluado aún en CMTN. En el caso de tales metabolitos 

obtenidos de P. ostreatus se advierte que su potencial antitumoral ha sido evaluado recientemente en 

carcinoma mamario, específica y únicamente sobre el subtipo tumoral hormono dependiente. 

Puntualmente, en el año 2015 Chen et al reportaron por primera vez el efecto de estos metabolitos sobre 

células tumorales MCF-7, demostrando un accionar directo y una disminución de la viabilidad celular 

dependiente de la concentración de tratamiento. Posteriormente, en el año 2019 El-Deeb et al reportaron 

su estudio centrado en la actividad inmuno-estimulante (accionar indirecto) de un extracto crudo de 

polisacáridos solubles en agua y tres fracciones parcialmente purificadas de él. En dicho trabajo se 

observó que tanto el extracto crudo como las fracciones potencian la actividad citotóxica de las células 

NK contra las tumorales MCF-7. 
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De esta manera, se advierte que resta mucho por dilucidar en relación al potencial de los 

polisacáridos solubles en agua de Pleurotus spp en cáncer de mama y que incluso el potencial de tales 

metabolitos obtenidos a partir de P. pulmonarius no ha sido evaluado aún en CMTN: el subtipo tumoral 

mamario más agresivo y con menos opciones terapéuticas. En situación semejante se encuentran las 

investigaciones vinculantes en CCECC. Sobre este tipo tumoral, el potencial antitumoral de los 

polisacáridos solubles en agua de P. pulmonarius no ha sido investigado aún.  

Resultados previos obtenidos en el Laboratorio de Biología del Cáncer 

Gracias al trabajo interdisciplinario entre el Laboratorio de Biología del Cáncer (LBC - 

INIBIBB - CONICET - UNS) y el Laboratorio de Biotecnología de Hongos Comestibles y Medicinales 

(LBHCyM - CERZOS - CONICET - UNS), se ha logrado obtener un extracto enriquecido en 

polisacáridos solubles en agua, denominado Fracción I, partiendo del cuerpo fructífero de P. 

pulmonarius. El protocolo de extracción empleado se encuentra estandarizado y es factible de ser 

trasladable a gran escala. Actualmente, en el LBC se investiga, entre otros aspectos, la caracterización 

fisicoquímica de dicha Fracción. 

Resultados previos obtenidos en el LBC, demuestran que la Fracción I de P. pulmonarius 

presenta actividad antitumoral directa sobre células de CMTN 4T1 (murinas). Específicamente, se 

observó que la Fracción I disminuye la viabilidad de las células 4T1 de manera dosis-tiempo 

dependiente, ejerciendo tal efecto a partir de 2,5 mg/mL a 24 h y de 1 mg/mL a 48 h. En relación a esto, 

se demostró que es el accionar citotóxico del extracto (inducción de muerte celular) el responsable, al 

menos en parte, de tal disminución. Sumado a ello, se observó que la Fracción I reduce la capacidad 

migratoria e invasiva de las células tumorales 4T1 en comparación con el vehículo. 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

La hipótesis de trabajo que se desea contrastar es que el extracto enriquecido en polisacáridos 

solubles en agua (Fracción I) obtenido del cuerpo fructífero de P. pulmonarius presenta actividad 

antitumoral en CMTN y CCECC. Proponemos a su vez, que dicha actividad antitumoral del extracto 

resulta de un accionar directo sobre las células tumorales y de un accionar indirecto mediado por su 

capacidad inmuno-estimuladora. En el marco de esta Tesis, comenzaremos contrastando la participación 

del accionar directo de la Fracción I en su actividad antitumoral sobre CMTN y CCECC.  

El objetivo general de este trabajo de Tesis es determinar mediante ensayos in vitro el potencial 

antitumoral directo del extracto de polisacáridos solubles en agua (Fracción I) obtenido del hongo P. 

pulmonarius en CMTN y CCECC; dos carcinomas que disponen de escasas opciones terapéuticas. En 

función a ello, nos proponemos los siguientes objetivos específicos: 

• evaluar el efecto de la Fracción I de P. pulmonarius sobre la viabilidad de células tumorales 

de CMTN y CCECC, 

• determinar el accionar citostático y/o citotóxico de la Fracción I sobre las células tumorales, 

• evaluar el efecto de la Fracción I sobre la capacidad migratoria de las células tumorales, 

• determinar el accionar diferencial de la Fracción I sobre células no malignas. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Obtención de la Fracción I de Pleurotus pulmonarius 

El cultivo de P. pulmonarius y la obtención de la Fracción I fue realizado en colaboración con el 

LBHCyM trabajando bajo condiciones estandarizadas y aplicando el protocolo de extracción y 

fraccionamiento propuesto por Mizuno (1999) con ciertas modificaciones. Como se esquematiza en la 

Figura 7, se partió de basidiomas secos de P. pulmonarius cultivados en cáscara de girasol y alperujo de 

olivo. Los mismos fueron molidos utilizando una procesadora de cocina (Figura 7, A) y un molinillo de 

café, hasta obtener partículas capaces de pasar a través de un tamiz de 0,5 mm (Figura 7, B). La molienda 

obtenida fue rehidratada con cuatro partes de agua destilada en base a su peso seco (Figura 7, C). 

 

Figura 7. Obtención de la Fracción I de Pleurotus pulmonarius. Esquematización del protocolo de extracción 

y fraccionamiento empleado, mostrando los principales pasos del mismo junto a fotos representativas de ellos (A-

H). 
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Posteriormente, se realizaron tres extracciones etanólicas (empleando en cada una de ellas dos 

volúmenes de alcohol etílico 96 % v/v por volumen de material hidratado) seguidas de filtraciones 

sucesivas (Figura 7, D). Como resultante de ello se obtuvo: una Fracción Soluble en Etanol (FSE), 

contenedora de metabolitos fúngicos de BPM (no estudiados en este trabajo) y un Residuo Sólido (RS) 

el cual fue secado a temperatura ambiente durante toda la noche (Figura 7, E). 

Al día siguiente, el RS seco se sometió a una extracción acuosa con dos volúmenes de agua por 

volumen de material hidratado, en autoclave, a 121°C, durante 2 horas (h). El material resultante se dejó 

reposar a temperatura ambiente durante toda la noche (Figura 7, F) y posteriormente fue filtrado (Figura 

7, G) para separar la Fracción Soluble en Agua (FSA), contenedora de los polisacáridos de nuestro 

interés, del Residuo I (RI).  

Los polisacáridos solubles en agua fueron precipitados adicionando etanol frío en una relación 

4:1 v/v y manteniendo la suspensión durante toda la noche a -20ºC. Finalmente, mediante centrifugación 

(Figura 7, H) y recuperación de los precipitados, se obtuvo la Fracción I: extracto enriquecido en 

polisacáridos solubles en agua. La Fracción I así obtenida fue liofilizada para su correcto 

almacenamiento. 

Vehículo de la Fracción I de Pleurotus pulmonarius 

La Fracción I liofilizada se resuspendió en buffer fosfato salino (PBS 1X) estéril; convirtiéndose 

este en el vehículo del extracto y condición control de los ensayos. Se partió de una concentración stock 

de Fracción I de 50 mg/mL, la cual fue autoclavada y almacenada a -20ºC en tubos Eppendorf de 1,5 

mL, cerrados con Parafilm®. Al momento de utilizarla en los ensayos correspondientes, fue 

descongelada mediante agitación y llevada a la concentración final deseada mediante al agregado del 

medio de cultivo correspondiente. 

Líneas celulares 

Se emplearon las siguientes líneas celulares tumorales: 

• MDA-MB-231(humana), como representante de CMTN. Línea celular derivada de un tumor 

ductal humano triple negativo, cedida por el Instituto de Oncología Ángel H. Roffo. 

• HN13 (humana), como representante de CCECC. Línea celular cedida por el Dr. Silvio Gutkind 

de la Universidad de California en San Diego, EE. UU. 

Se empleó también la línea celular no maligna: 

• HC11 (murina), derivada del epitelio glandular mamario normal de un ratón hembra BALB/c 

que se encontraba en la mitad del período gestacional (Williams et al, 2009). 

Cultivo celular y repique 
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Las células tumorales MDA-MB-231 y HN13 fueron cultivadas en medio DMEM-F12 y DMEM 

(del inglés Dulbecco's Modified Engle's Medium, Sigma) respectivamente. Las células no malignas 

HC11 fueron cultivadas en medio RPMI (del inglés, Roswell Park Memorial Institute Medium, Sigma). 

En todos los casos, el medio fue suplementado con 10 % de suero fetal bovino (Gibco), 1 % de penicilina 

(Gibco, 100 U/mL) y estreptomicina (Gibco, 100 μg/mL). Sumado a ello, particularmente el medio 

correspondiente a las células HC11 fue suplementado con insulina (5 μg/mL, Gibco). Las células se 

mantuvieron en incubador a 37°C y en atmósfera húmeda de 5 % de CO2.  

El repique celular se llevó a cabo en fase exponencial de crecimiento. Para esto, se retiró el medio 

de cultivo de la placa, se realizó un lavado con PBS 1X y se agregaron 500 μL de tripsina, cuya función 

es liberar a las células de su adhesión a la placa de cultivo. El efecto de la tripsina fue frenado con 2 mL 

de medio de cultivo correspondiente a la línea celular con la que se estaba trabajando. Luego, se 

homogeneizó con micropipeta la suspensión celular y se cargaron 10 μL de ella por duplicado en cámara 

de Neubauer. Bajo microscopio se determinó el número de células presentes por mL de suspensión; dato 

fundamental para poder continuar el cultivo y/o dar comienzo a un ensayo con precisión. 

Ensayos de viabilidad 

Para evaluar el efecto de la Fracción I sobre la viabilidad de las células tumorales y no malignas 

se realizaron ensayos tiempo- dosis- respuesta. Para ello se utilizaron placas de 96 pocillos, en las cuales 

las células fueron sembradas en una densidad de 1.000 a 9.000 por pocillo en 100 L del medio completo 

correspondiente. La densidad fue determinada dependiendo de la línea celular utilizada y el tiempo de 

tratamiento a evaluar. Posteriormente, las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de 

Fracción I (0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 5 mg/mL) o su vehículo (PBS 1X; control) durante distintos tiempos (24 

y 48 h). Es importante mencionar que tales concentraciones y tiempos empleados surgieron a partir de 

bibliografía pertinente y de resultados previos obtenidos en el LBC tras emplear a la Fracción I sobre 

células de CMTN 4T1 (descriptos en la sección: Introducción).  

Finalizado el tiempo de tratamiento, la viabilidad celular fue determinada mediante: 

A. Ensayo colorimétrico con cristal violeta 

Para este ensayo, se descartó el medio de cultivo de la placa de tratamiento por inversión y se 

fijaron las células con 100 L/pocillo de metanol al 100 % durante 10 minutos (min). Pasado este 

tiempo, se removió el contenido de la placa y se realizaron tres lavados con agua destilada. Luego, se 

agregaron 100 L de cristal violeta (CV) 0,1 % (p/v, en metanol al 20 %) por pocillo y se dejó actuar 

durante 30 min. Nuevamente, se realizaron tres lavados con agua destilada para remover en este caso el 

exceso de colorante y se dejó secando durante toda la noche.  

Al día siguiente, se agregó a cada pocillo 100 L de ácido acético al 10 % para remover el CV 

incorporado por las células. Finalmente se midió la absorbancia a λ = 560 nm en un lector de placas. Los 
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ensayos se realizaron como mínimo dos veces de manera independiente, desarrollando en ellos cada 

condición por cuadruplicado. 

B. Conteo celular manual en cámara de Neubauer 

Para este ensayo, se removió el medio de cultivo de cada pocillo tratado y se realizó un lavado 

con 100 L de PBS 1X. Se agregaron 50 L de tripsina por pocillo para lograr el desprendimiento de 

las células y luego se inactivó la misma adicionando 50 L de medio de cultivo completo a cada pocillo. 

De la suspensión de cada pocillo, se tomaron 10 L para el cargado de la cámara de Neubauer. 

Finalmente, se cuantificó el número de células presentes bajo microscopio. Los ensayos se realizaron 

como mínimo dos veces de manera independiente, desarrollando en ellos cada condición por 

cuadruplicado. 

Análisis del ciclo celular por citometría de flujo 

Para este ensayo se utilizaron placas de cultivo de 35 mm en las cuales se sembraron las células 

con una densidad de 55.000 a 200.000 células por placa, dependiendo de la línea celular utilizada. Luego 

de 24 h de crecimiento, las células fueron tratadas con 2 mg/mL o 5 mg/mL de Fracción I o vehículo 

según la línea celular empleada y durante 48 h. Finalizado el tiempo de tratamiento, se recuperaron los 

medios de cada placa en tubos Falcon individuales, se realizó el lavado de cada una de ellas con 1 mL 

de PBS 1X y se agregaron 150 L de tripsina en cada una. Con el medio de cultivo recuperado 

anteriormente se inactivó la tripsina y la suspensión celular fue colectada en el tubo Falcon 

correspondiente. Luego se centrifugó a 2.000 rpm durante 5 min. Se lavó el pellet generado con 1 mL 

de PBS 1X y se centrifugó nuevamente en las mismas condiciones. Los nuevos pellets fueron 

resuspendidos en 1,5 mL de PBS 1X y sobre ello se incorporó gota a gota 3,5 mL de etanol 100 % (v/v) 

frío para la fijación. Las células fueron almacenadas a -20°C durante 24 h como mínimo y por un período 

no mayor a 15 días.  

El día del análisis, se centrifugaron las suspensiones celulares a 2.000 rpm durante 5 min, se lavó 

el pellet resultante con 1,5 mL de PBS 1X y se centrifugó nuevamente en las mismas condiciones. El 

nuevo pellet generado se resuspendió en 0,5 mL de PBS 1X con 50 g/mL de ioduro de propidio (IP) y 

100 g/mL de ARNasa A. La suspensión se incubó por 1 h a temperatura ambiente en oscuridad. El IP 

empleado se intercala en la cavidad mayor de la doble cadena del ADN y produce un aducto altamente 

fluorescente que puede ser excitado a 488 nm con un ancho de emisión centrado en alrededor de 600 

nm. El empleo de ARNasa se debe a que el IP también puede unirse al ARN, y por lo tanto es necesario 

degradar al mismo para una óptima resolución del ADN. 

Finalizado el tiempo de incubación, las muestras se llevaron al servicio de citometría del 

INBIOSUR-CONICET-UNS. Allí fueron analizadas en un citómetro de flujo FACSCalibur usando una 

longitud de onda de excitación de 488 nm y de 585 nm de emisión. Se empleó el programa ModFit LT 
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cell cycle analysis para determinar, en base a la cantidad de ADN presente, el porcentaje de células en 

las distintas fases del ciclo celular (sub G0/G1, G1, S y G2/M). Cada ensayo se realizó por triplicado. 

Ensayo de migración celular 

Para evaluar el efecto de la Fracción I sobre la capacidad migratoria de las células tumorales se 

realizó el ensayo de “la herida”, también conocido como “wound healing”, ensayo que imita la 

migración celular durante la cicatrización in vivo. 

Para llevar a cabo el mismo, se emplearon placas de cultivo de 35 mm de diámetro. Con la ayuda 

de un elemento punzante, se realizó una cuadrícula sobre la superficie inferior externa de cada placa a 

utilizar. Posteriormente, se sembraron las células tumorales con una densidad de 400.000 a 500.000 

células por placa y se cultivaron hasta que formaron una monocapa. Sobre la misma, se realizó una 

herida empleando un tip de 10 L a modo de lápiz y un cubreobjeto a modo de regla. Por último, se 

removió el medio de cultivo, se lavó suavemente con 2 mL de PBS 1X y se añadió medio nuevo con 2 

mg/mL de Fracción I o vehículo.  

La herida sobre la monocapa de células fue observada con un microscopio invertido Nikon Eclipse 

TE 2000S y fotografiada con una cámara digital Sony Coolpix acoplada al microscopio. Se tomaron 

fotos a tiempo 0 de tratamiento utilizando a la cuadrícula realizada en la placa como guía para ubicar la 

posición de cada foto. Posteriormente, sobre las mismas posiciones, se tomaron nuevas fotos de la herida 

a las 20 h y 24 h de tratamiento (HN13 y MDA-MB-231, respectivamente). Es importante notar que 

estos tiempos resultan menores al tiempo de duplicación (T2) celular de cada línea (T2 de HN13 ≈ 24 h 

y T2 de MDA-MB-231 ≈ 29 h). 

Se utilizó el software Image J para medir el área de la herida sobre las fotos de cada condición y 

a cada tiempo evaluado.  

Análisis estadístico 

Los datos obtenidos en los ensayos de viabilidad y progresión del ciclo celular fueron analizados 

mediante ANOVA (análisis de la varianza) de dos vías con posterior test de Bonferroni para la 

comparación de los grupos. Los datos obtenidos en los ensayos de migración celular fueron analizados 

mediante test de Student. Se utilizó el software GraphPad Prism versión 8.0 (San Diego California 

USA) y los valores p < 0,05 fueron considerados significativos. 
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RESULTADOS 

 

Para que una célula normal se transforme en maligna, logre establecer un tumor y diseminarse 

metastásicamente debe adquirir una serie de capacidades biológicas distintivas y complementarias 

conocidas como sellos o hallmarks del cáncer: activación y mantenimiento de señales proliferativas, 

evasión de señales supresoras del crecimiento, resistencia a la muerte celular, inmortalidad replicativa, 

inducción de angiogénesis, activación de mecanismos de invasión y metástasis, reprogramación del 

metabolismo energético y evasión del sistema inmune (Hanahan & Weinberg, 2000; 2011; Hanahan, 

2022). Estos ocho sellos, además de proporcionar un marco para comprender la diversidad de la biología 

tumoral, constituyen una guía al momento de evaluar el potencial antitumoral de un nuevo compuesto. 

Efecto de la Fracción I de Pleurotus pulmonarius sobre la viabilidad de células tumorales 

Teniendo presente que uno de los hallmarks del cáncer es la proliferación celular descontrolada 

y sostenida en el tiempo sin señales celulares que la disparen, comenzamos realizando ensayos de 

viabilidad celular para evaluar el efecto de la Fracción I sobre esta capacidad adquirida. 

Entre los distintos tipos de ensayos que se pueden utilizar para determinar el número de células 

que permanecen viables luego de un tratamiento específico, decidimos emplear en primera línea al 

ensayo colorimétrico con CV debido a su rapidez, reproducibilidad, precisión y bajo costo (Kamiloglu 

et al, 2020). Como ensayo de segunda línea y para validar de manera independiente los resultados 

obtenidos con CV, seleccionamos al conteo manual en cámara de Neubauer: ensayo que requiere mayor 

manipulación y tiempo (Alonso et al, 2018). 

Efecto sobre la viabilidad de células MDA-MB-231 de CMTN 

Mediante el ensayo colorimétrico con CV, se observó que la Fracción I no afecta la viabilidad 

de las células de CMTN MDA-MB-231 a ninguna de las concentraciones ensayadas bajo tratamiento 

de 24 h (Figura 8, A). Sin embargo, al prolongar el tiempo de tratamiento a 48 h la Fracción I disminuyó 

la viabilidad de estas células tumorales a partir de la concentración de 2 mg/mL (Figura 8, B). 

Específicamente, bajo el tratamiento de 48 h, las concentraciones de 2 mg/mL y 2,5 mg/mL de Fracción 

I disminuyeron la viabilidad celular en un 23,57 % y 28,31 % respectivamente en comparación con el 

control (p < 0,01). La máxima concentración ensayada de 5 mg/mL produjo un efecto mayor, 

disminuyendo la viabilidad en un 57,55 % en comparación con el control (p < 0,001). En la Figura 8 C 

se muestran fotos de pocillos tratados con las concentraciones efectivas, sobre los cuales se puede 

apreciar la disminución del número de células a medida que aumenta la concentración de la Fracción I, 

en comparación con el vehículo. 
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Figura 8. Efecto de la Fracción I sobre la viabilidad de células MDA-MB-231 determinado mediante ensayo 

colorimétrico con CV. Las células fueron expuestas a las concentraciones indicadas de Fracción I (barras violetas) 

o vehículo (control: PBS 1X, barras negras) durante (A) 24 h y (B) 48 h de tratamiento. Las barras representan la 

media ± SEM de tres experimentos independientes. *** p < 0,001; ** p < 0,01. Asteriscos negros: significancia 

respecto al control; asteriscos violetas: significancia entre distintas concentraciones de Fracción I. En (C) se 

muestran fotografías representativas tomadas al microscopio (40x) de pocillos tratados con las concentraciones 

efectivas. 

Al comparar el accionar de la Fracción I en los distintos tiempos de tratamiento, se evidenció 

un efecto tiempo dependiente del extracto sobre la viabilidad celular ya que concentraciones que no 

lograron reducir la viabilidad a las 24 h, resultaron efectivas a las 48 h de tratamiento: 2; 2,5 y 5 mg/mL. 

Sumado a ello, al comparar la magnitud del efecto producido por las dosis efectivas a 48 h se detectó un 

accionar dosis dependiente del extracto sobre la viabilidad de las células tumorales MDA-MB-231. 

Como lo indican los asteriscos violetas en la Figura 8 B, la disminución de la viabilidad lograda por la 

concentración de 5 mg/mL fue significativamente mayor que la lograda por 2,5 mg/mL (diferencia entre 

medias: 29,24; p < 0,01) y por 2 mg/mL (diferencia entre medias: 33,98; p < 0,001). 

Posteriormente, mediante el conteo manual en cámara de Neubauer se validaron los resultados 

obtenidos a través del ensayo colorimétrico con CV sobre las células MDA-MB-231. Como se observa 

en la Figura 9 A, por conteo manual también se detectó que, bajo un tratamiento de 24 h, ninguna de las 

concentraciones ensayadas de Fracción I afecta la viabilidad de las células MDA-MB-231. Nuevamente 

la reducción de la viabilidad se evidenció a las 48 h de tratamiento, tiempo en el cual la Fracción I 

disminuyó la viabilidad de las células tumorales a partir de una concentración mínima efectiva de 2,5 

mg/mL (Figura 9, B). 
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Figura 9. Efecto de la Fracción I sobre la viabilidad de células MDA-MB-231 determinado mediante conteo 

manual en cámara de Neubauer. Las células fueron expuestas a las concentraciones indicadas de Fracción I 

(barras violetas) o vehículo (control: PBS 1X, barras negras) durante (A) 24 h y (B) 48 h de tratamiento. Las barras 

representan la media ± SEM de dos experimentos independientes. ** p < 0,01. 

Efecto sobre la viabilidad de células HN13 de CCECC 

Para comenzar a evaluar el potencial antitumoral de la Fracción I en CCECC, realizamos 

ensayos de viabilidad celular sobre la línea HN13 mediante los dos métodos independientes utilizados 

anteriormente.  

Como se observa en la Figura 10 A, mediante el ensayo colorimétrico con CV, se observó que 

la Fracción I no afecta la viabilidad de las células de CCECC HN13 a ninguna de las concentraciones 
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Figura 10. Efecto de la Fracción I sobre la viabilidad de células HN13 determinado mediante ensayo 

colorimétrico con CV. Las células fueron expuestas a las concentraciones indicadas de Fracción I (barras violetas) 

o vehículo (control: PBS 1X, barras negras) durante (A) 24 h y (B) 48 h de tratamiento. Las barras representan la 

media ± SEM de tres experimentos independientes. ** p < 0,01. En (C) se muestra una placa multiwell 

representativa de los ensayos realizados para 48 h de tratamiento mostrando con mayor aumento pocillos tratados 

con la única concentración efectiva.  

ensayadas bajo un tratamiento de 24 h. Al prolongar el tiempo de tratamiento a 48 h, sólo la máxima 

concentración evaluada de Fracción I: 5 mg/mL, logró disminuir la viabilidad de estas células tumorales 

en un 78,5 % en comparación con el vehículo (p < 0,01) (Figura 10, B). Como se observa en la Figura 

10 C, el efecto de la Fracción I en la concentración de 5 mg/mL se ve reflejado en la menor cantidad de 

células teñidas en sus pocillos vs el vehículo. Estos resultados indican un efecto tiempo- dosis-

dependiente de la Fracción I sobre la viabilidad de las células HN13. 

Posteriormente, mediante conteo manual en cámara de Neubauer, se detectó un efecto más 

temprano y a una menor dosis efectiva de la Fracción I sobre la viabilidad de las células HN13, en 

comparación con lo observado por el método colorimétrico con CV. Específicamente, mediante conteo 

se detectó que, la máxima concentración ensayada (5 mg/mL) ya logró disminuir la viabilidad celular a 

las 24 h de tratamiento (Figura 11, A) y que, a las 48 h la Fracción I disminuyó la viabilidad a partir de 

 

Figura 11. Efecto de la Fracción I sobre la viabilidad de células HN13 determinado mediante conteo manual 

con cámara de Neubauer. Las células fueron expuestas a las concentraciones indicadas de Fracción I (barras 

violetas) o vehículo (control: PBS 1X, barras negras) durante (A) 24 h y (B) 48 h de tratamiento. Las barras 

representan la media ± SEM de tres experimentos independientes. * p < 0,05; ** p < 0,01. 

2,5 mg/mL (Figura 11, B). De esta manera, el conteo manual aportó nuevas significancias al efecto 

desplegado por la Fracción I en la viabilidad de las células HN13 y validó el resultado obtenido 

previamente mediante CV. 

Los resultados hasta aquí obtenidos a nivel de la viabilidad de las células HN13 sugieren una 

menor sensibilidad de éstas frente al tratamiento con la Fracción I, en comparación a las células de 

CMTN. Es por ello que, particularmente sobre las HN13, decidimos prolongar el tiempo de tratamiento 
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a 72 h. Mediante el ensayo colorimétrico con CV se observó que nuevamente sólo la máxima 

concentración ensayada de Fracción I (5 mg/mL) disminuyó la viabilidad de las células HN13, en esta 

ocasión en un 59,52 % en comparación con el vehículo (p < 0,001) (Figura 12 A y B). Al comparar el 

efecto producido por la concentración efectiva de 5 mg/mL a las 48 h vs 72 h (Figura 12, C), se pone 

nuevamente en evidencia el efecto tiempo dependiente de la Fracción I, ya que la disminución de la 

viabilidad alcanzada a las 72 h de tratamiento es significativamente mayor que la alcanzada a 48 h 

(diferencia entre medias = 38,02; p < 0,01).  

 

Figura 12. Efecto de la Fracción I sobre la viabilidad de células HN13 bajo 72 h de tratamiento determinado 

mediante CV. (A) Las células fueron expuestas a las concentraciones indicadas de Fracción I (barras violetas) o 

vehículo (control: PBS 1X, barras negras) durante 72 h. Las barras representan la media ± SD del ensayo realizado. 

(B) Foto de la placa multiwell del ensayo realizado a 72 h de tratamiento. (C) Comparación del efecto producido 

por la Fracción I entre el tratamiento de 48 h (barras negras) vs 72 h (barras verdes). * p < 0.05, **** p < 0,001.  

De esta manera, y tras la prolongación del tiempo de tratamiento a 72 h, queda en evidencia la 

mayor resistencia de las células tumorales HN13 de CCECC a reducir su viabilidad frente a la Fracción 

I, en comparación con las células tumorales de CMTN. 

Efecto de la Fracción I de Pleurotus pulmonarius sobre la progresión del ciclo celular 

Las células tumorales logran proliferar descontroladamente tras adquirir autonomía 

proliferativa, insensibilidad a las señales de freno de su ciclo celular y resistencia a la muerte (tres de 

los ocho hallmarks del cáncer presentados al comienzo de esta sección) (Hanahan & Weinberg, 2000; 

2011; Hanahan, 2022). Es por ello que, interrumpir la progresión del ciclo celular (Benada & Macurek, 
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2015) y/o inducir una respuesta apoptótica (Indap & Rao, 1995) en la célula tumoral diana son 

estrategias efectivas para limitar el crecimiento tumoral.  

En este contexto, y teniendo presente que los resultados anteriormente obtenidos demuestran 

que la Fracción I de P. pulmonarius disminuye la viabilidad de las células tumorales de CMTN MDA-

MB-231 y CCECC HN13, decidimos evaluar si tal efecto era producto de un arresto del ciclo celular 

y/o de una inducción de muerte. Para ello, comenzamos estudiando por citometría de flujo la distribución 

de la población celular en las distintas fases del ciclo celular utilizando la tinción con IP. 

Efecto sobre la progresión del ciclo de células MDA-MB-231 de CMTN 

Como se observa en la Figura 13, el tratamiento de las células MDA-MB-231 con 2,5 mg/mL 

de Fracción I durante 48 h disminuyó el número de células en fase G0/G1 (Fracción I = 36,51 % vs  

 

Figura 13. Efecto de la Fracción I sobre la progresión del ciclo celular en la línea MDA-MB-231. Las 

células fueron tratadas con Fracción I (2,5 mg/mL) o vehículo por 48 h. En (A) se muestra la distribución de la 

población celular analizada por citometría de flujo luego de la tinción con IP. El gráfico (B) representa el porcentaje 

de células en las distintas fases del ciclo celular. Las barras representan la media ± SD del ensayo realizado por 

triplicado. * p < 0,05, *** p < 0,001. (C) Fotografías tomadas al microscopio (100x) de las células MDA-MB-231 

al finalizar el tratamiento correspondiente. 
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vehículo = 55,09 %; p < 0,001) y en fase G2/M (Fracción I = 19,99 % vs vehículo = 22,21 %; p < 0,05). 

Sumado a ello, el tratamiento con la Fracción I aumentó el número de células en fase S (Fracción I = 

40,32 % vs vehículo = 19,96 %; p < 0,001) sin provocar cambios en la fase sub G0/G1 (Fracción I = 3,33 

% vs vehículo = 2,15 %; no significativo- ns).   

Efecto sobre la progresión del ciclo de células HN13 de CCECC 

Sobre las células HN13 (Figura 14), el tratamiento con la Fracción I (5 mg/mL) durante 48 h 

disminuyó el número de células en fase G0/G1 (Fracción I = 30,48 % vs vehículo = 59,49 %; p < 0,001) 

y aumentó la población celular en fase S (Fracción I = 50,36 % vs vehículo = 24,68 %; p < 0,001). El 

tratamiento con el extracto no provocó cambios en la fase sub G0/G1 (Fracción I = 4,32 % vs vehículo = 

1,21 %; ns) ni en la fase G2/M (Fracción I = 14,83 % vs vehículo = 14,62 %; ns).  

 

Figura 14. Efecto de la Fracción I sobre la progresión del ciclo celular en la línea HN13. Las 

células fueron tratadas con Fracción I (5 mg/mL) o vehículo por 48 h. En (A) se muestra la distribución de la 

población celular analizada por citometría de flujo luego de la tinción con IP. El gráfico (B) representa el porcentaje 

de células en las distintas fases del ciclo celular. Las barras representan la media ± SD del ensayo realizado por 
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triplicado. *** p < 0,001. (C) Fotografías tomadas al microscopio (100x) de las células HN13 al finalizar el 

tratamiento correspondiente.  

Los resultados obtenidos mediante el análisis del ciclo celular en las células de CMTN MDA-

MB-231 y CCECC HN13, demuestran que la Fracción I ejerce un efecto citostático sobre ambas líneas; 

sin indicios de provocar muerte celular en los tiempos evaluados. Tal efecto citostático es responsable, 

al menos en parte, de la disminución de la viabilidad celular producida por la Fracción I en las células 

tumorales MDA-MB-231 y HN13. 

Efecto de la Fracción I de Pleurotus pulmonarius sobre la capacidad migratoria 

Las células tumorales deben activar mecanismos de invasión y metástasis, uno de los hallmark 

del cáncer, para poder trasladarse físicamente desde el tumor primario hacia un nuevo sitio y poder 

colonizarlo (Chaffer & Weinberg, 2011). Este proceso metastásico, multiescalonado y complejo, 

comienza con la migración activa de las células tumorales desde su lugar de origen, a través de las 

matrices extracelulares, en busca de alcanzar vasos por los cuales viajar rumbo a un tejido distante 

(Curto, 1999; Chaffer & Weinberg, 2011).   

En este contexto, comenzamos estudiando el efecto de la Fracción I sobre la capacidad 

migratoria de las células tumorales. Para ello, realizamos el ensayo de la herida, trabajando con 

concentraciones de Fracción I que no afectan la viabilidad celular de la línea en estudio y tiempos de 

tratamiento inferiores al T2 celular de cada línea en particular. De esta manera, el efecto observado podrá 

ser enteramente adjudicado al impacto de la Fracción I sobre la capacidad migratoria de las células 

tumorales. 

Efecto sobre la capacidad migratoria de células MDA-MB-231 de CMTN 

Considerando que, a las 24 h de tratamiento con la Fracción I, la viabilidad de las células 

tumorales MDA-MB-231 no resultó afectada por ninguna de las concentraciones evaluadas (resultado 

demostrado por dos métodos independientes: colorimétrico con CV y conteo manual en cámara de 

Neubauer) decidimos emplear en el ensayo de la herida una concentración intermedia de 2 mg/mL de 

Fracción I. Sumado a ello, el tiempo de tratamiento empleado fue de 24 h; tiempo inferior al T2 de la 

línea (≈ 29 h).  

Mediante el ensayo de la herida, se observó que el tratamiento con la Fracción I (2 mg/mL; 24 

h) redujo la capacidad migratoria de las células tumorales MDA-MB-231 en comparación con el 

vehículo. Como se observa en la Figura 15, el área de la herida en las células tratadas con la Fracción I 

resultó mayor al área de la herida control (área de la herida Fracción I: 34,15 ± 6,34 % vs área de la 

herida vehículo: 26,25 ± 4,28 %; p < 0,01).  Cabe destacar que una mayor área de herida es indicativa 

de una menor capacidad migratoria de las células tumorales. 
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Figura 15. Efecto de la Fracción I sobre la capacidad migratoria de las células MDA-MB-231. Las células 

fueron tratadas con Fracción I (2 mg/mL) o vehículo. El gráfico (A) representa la media ± SD de un ensayo 

representativo. El ensayo se realizó tres veces de manera independiente. ** p < 0,01. En (B) se muestran fotos 

representativas obtenidas mediante microscopio invertido (200x) de cada condición a tiempo 0 y 24 h de 

tratamiento. 

Efecto sobre la capacidad migratoria de células HN13 de CCECC 

Considerando que el T2 de la línea HN13 es de 24 h aproximadamente, se decidió emplear un 

tratamiento de 20 h para realizar en ellas el ensayo de la herida. Al igual que sobre las células MDA-

MB-231, en esta ocasión se empleó una concentración de 2 mg/mL de Fracción I. Recordemos que tal 

concentración no afectó la viabilidad de las células HN13 a las 24 h de tratamiento en comparación con 

el vehículo (resultado demostrado por dos métodos independientes: colorimétrico con CV y conteo 

manual en cámara de Neubauer). 

Mediante el ensayo de la herida, se observó que el tratamiento con la Fracción I (2 mg/mL; 20 

h) redujo la capacidad migratoria de las células tumorales HN13 en comparación con el vehículo. En la 

Figura 16, se observa que el área de la herida en las células tratadas con la Fracción I es mayor que el 

área de la herida en las células tratadas con el vehículo (área de la herida Fracción I: 22,28 ± 14,26 % 

vs área de la herida vehículo: 7,416 ± 9,56 %; p < 0,01).   
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Figura 16. Efecto de la Fracción I sobre la capacidad migratoria de las células HN13. Las células fueron 

tratadas con Fracción I (2 mg/mL) o vehículo. El gráfico (A) representa la media ± SD de un ensayo representativo. 

El ensayo se realizó tres veces de manera independiente. ** p < 0,01. En (B) se muestran fotos representativas 

obtenidas mediante microscopio invertido (200x) de cada condición a tiempo 0 y 20 h de tratamiento. 

Los resultados obtenidos mediante el ensayo de la herida demuestran que la Fracción I de P. 

pulmonarius disminuye la capacidad migratoria, y con ello el potencial metastásico, de las células de 

CMTN MDA-MB-231 y CCECC HN13. 

Efecto de la Fracción I de Pleurotus pulmonarius sobre células no malignas 

Habiendo demostrado que la Fracción I afecta la viabilidad, progresión del ciclo celular y 

capacidad migratoria de células tumorales, decidimos investigar si el extracto ejerce un accionar 

selectivo o diferencial sobre células no malignas; comenzando específicamente con la evaluación sobre 

la viabilidad celular. Teniendo en cuenta que de los dos tipos tumorales estudiados (CMTN y CCECC), 

la Fracción I redujo con mayor eficacia la viabilidad de células de CMTN, seleccionamos a la línea 

HC11 de epitelio glandular mamario murino no maligno para la realización de este punto. 

  Las células no malignas HC11 fueron tratadas durante los mismos tiempos y con las mismas 

concentraciones de Fracción I o vehículo que la contraparte tumoral, y el efecto sobre la viabilidad fue 

evaluado mediante ensayo colorimétrico con CV. Como se observa en la Figura 17 A la Fracción I no 

afectó la viabilidad de las células no malignas HC11 a ninguna de las concentraciones ensayadas bajo 

un tratamiento de 24 h. Sin embargo, al prolongar el tiempo de tratamiento a 48 h, sorprendentemente 

todas las concentraciones de Fracción I evaluadas disminuyeron la viabilidad de las células HC11 

(Figura 17 B). En este punto, es de notar que no se detectaron diferencias significativas entre el efecto  
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Figura 17. Efecto de la Fracción I sobre la viabilidad de células HC11 determinado mediante ensayo 

colorimétrico con CV. Las células fueron expuestas a las concentraciones indicadas de Fracción I (barras violetas) 

o vehículo (control: PBS 1X, barras negras) durante (A) 24 h y (B) 48 h de tratamiento. Las barras representan la 

media ± SEM de al menos dos experimentos independientes. *** p < 0,001; **** p < 0,001; ns. A la derecha de 

cada gráfico se muestra una placa multiwell representativa del correspondiente ensayo. 

producido por las distintas concentraciones. Dicho en otras palabras, sobre las células no malignas 

HC11, la reducción de la viabilidad provocada por la Fracción I a 48 h de tratamiento no resultó ser 

dependiente de la dosis: el efecto producido por 0,5 mg/mL de Fracción I no resultó ser estadísticamente 

distinto al efecto producido por una concentración 10 veces mayor del extracto (5 mg/mL). 

  Para determinar si la Fracción I ejerce un efecto diferencial entre lo no maligno vs lo tumoral, 

comparamos la magnitud del efecto producido sobre la viabilidad celular en HC11 vs en MDA-MB-231 

y 4T1. Recordemos que los resultados en 4T1 se encuentran descriptos en la sección: Introducción. 

Reuniendo los resultados obtenidos previamente, a 24 h de tratamiento, ninguna de las dosis 

ensayadas de Fracción I disminuyó la viabilidad celular de la línea no maligna HC11 ni tumoral MDA-

MB-231. Sin embargo, a igual tiempo de tratamiento, la viabilidad celular de la línea tumoral 4T1 resultó 

reducida a partir de 2,5 mg/mL de Fracción I. Al comparar las medias del efecto producido (Figura 18, 

A), se detecta una diferencia significativa a 5 mg/mL de extracto entre las células no malignas HC11 vs 

tumorales 4T1 (diferencia entre medias = 39,22; p < 0,001); siendo mayor el efecto producido sobre 

estas últimas.  
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Figura 18. Comparación del efecto producido por la Fracción I sobre la viabilidad de células de CMTN y 

su contraparte no maligna determinado mediante ensayo colorimétrico con CV. Comparación del efecto 

producido por el tratamiento de (A) 24 h y (B) 48 h sobre las células tumorales MDA-MB-231 (barras rosas) y 

4T1 (barras azules) vs las no malignas HC11 (barras negras). Las barras representan la media ± SEM de al menos 

dos experimentos independientes. ** p < 0,01; *** p < 0,001. 

Bajo el tratamiento de 48 h, recordemos que anteriormente demostramos que la Fracción I 

disminuyó la viabilidad de las células tumorales 4T1 y MDA-MB-231 de manera dosis dependiente a 

partir de 1 mg/mL y 2 mg/mL respectivamente. En contraposición a ello, el efecto sobre las células no 

malignas HC11 resultó ser independiente de la dosis. Al comparar la magnitud de los efectos producidos 

(Figura 18, B), detectamos que a la concentración de 2,5 mg/mL el efecto de la Fracción I sobre la 

viabilidad de las células tumorales 4T1 fue significativamente mayor que el producido sobre las células 

no malignas HC11 (diferencia entre medias = 30,65; p < 0,001). Sumado a ello, el tratamiento con 5 

mg/mL de Fracción I afectó en mayor medida a la viabilidad de ambas líneas tumorales: 4T1 y MDA-

MB-231 en comparación con las células no malignas HC11 (diferencia entre medias = 41,94; p < 0,001; 

y diferencia entre medias = 31,32; p < 0,01; respectivamente). 

El conjunto de estos resultados demuestra que la Fracción I ejerce un efecto diferencial sobre la 

viabilidad de las células tumorales vs no malignas, afectando en mayor medida a las primeras. Este 

efecto se evidencia fundamentalmente con las concentraciones de 2,5 y 5 mg/mL de extracto. 
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

 

El cáncer es actualmente uno de los principales problemas de salud a nivel mundial (Singh & 

Dorak, 2017; Farrelly, 2021). Pese a los grandes avances logrados en su detección, diagnóstico y 

tratamiento, las estrategias terapéuticas convencionales aplicadas continúan demostrando tener severas 

limitaciones en el abordaje eficaz de la enfermedad. Ante ello, existe una necesidad urgente de contar 

con enfoques de tratamiento más específicos y eficientes. En este contexto, los productos naturales son 

considerados, cada vez más, como una valiosa fuente para el desarrollo de nuevos fármacos debido a 

sus altos perfiles de seguridad, baja toxicidad, escasos efectos secundarios y diversas actividades 

biológicas (Zhang et al, 2024). 

En términos generales, los productos naturales se definen como extractos, metabolitos o 

derivados bioactivos de origen natural; producidos por microorganismos, hongos, plantas o animales 

(Kan et al, 2023). Desde fines de 1990 a la fecha, la tasa de investigaciones científicas resultante del 

motor de búsqueda en PubMed “natural products and cancer” revela un crecimiento exponencial del 

número de reportes vinculado a ello. Más aún, se estima que más del 60 % de todos los fármacos 

antitumorales derivan parcial o totalmente de la naturaleza (Newman et al, 2012). Es así como en los 

últimos años, el empleo de productos naturales como terapia complementaria aplicada junto al 

tratamiento convencional del cáncer ha ido ganando reconocimiento mundial (Kan et al, 2023). 

En este contexto, y como mencionamos en la sección “Introducción” de esta Tesis, diversas 

especies de hongos se presentan como pequeñas “fábricas farmacéuticas” productoras de metabolitos 

bioactivos con potencial terapéutico (De Silva et al, 2012; Patel et al, 2012; Gargano et al, 2017). Al 

evaluar exclusivamente la actividad antitumoral de ellos, se advierte que, durante mucho tiempo, se 

reconoció un único y exclusivo modo de acción a cada tipo de metabolito fúngico. Mientras que los de 

APM ejercían su acción antitumoral únicamente mediante la activación/estimulación del sistema inmune 

(acción antitumoral indirecta o inmuno-dependiente); los metabolitos de BPM eran los capaces de actuar 

directamente sobre la célula tumoral (acción antitumoral directa o inmuno-independiente) (Zaidman et 

al, 2005; Petrova et al, 2008; Chatterjee et al, 2011). Sin embargo, cada vez es mayor la evidencia que 

demuestra que ciertos polisacáridos (metabolitos de APM), también son capaces de ejercer una acción 

directa sobre las células tumorales (Lavi et al, 2006; Zhang et al, 2007; Xu et al, 2017).  

De esta manera, entre la diversidad de metabolitos fúngicos, los polisacáridos se destacan por: 

su capacidad inmuno-estimuladora, de gran importancia al complementar la terapia antitumoral 

convencional (Leung et al, 2006), y por su potencial accionar directo sobre la célula tumoral, tendiente 

a disminuir las capacidades adquiridas, hallmarks o sellos del cáncer. Con esto en mente, nuestro grupo 

de trabajo ha investigado y demostrado que la actividad antitumoral de la Fracción D: extracto 

estandarizado de polisacáridos solubles en agua unidos a proteínas, obtenido del hongo G. frondosa 

(Maitake) está dada no sólo por su capacidad inmuno-estimuladora previamente reportada (Hishida et 

al, 1988; Sanzen et al, 2001; Inoue et al, 2002; Harada et al, 2003; Kodama et al, 2005), sino también 
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por su accionar directo en distintos subtipos de cáncer de mama (Soares et al, 2011; Alonso et al, 2013; 

2017; 2018).  

A medida que las investigaciones con la Fracción D avanzaban, comenzamos a advertir la 

importancia y necesidad de que la especie natural considerada como fuente de compuestos bioactivos 

presente una utilización sustentable a nivel local. Frente a esta necesidad, desde el año 2018 hemos 

establecido colaboración con el LBHCyM, laboratorio pionero en la adaptación al cultivo intensivo de 

especies silvestres de hongos comestibles. Mientras se trabaja en pos de ello con G. frondosa, entre las 

especies que lograron adaptarse a su cultivo intensivo en Argentina, seleccionamos a P. pulmonarius 

para dar comienzo al proyecto del cual se desprende la presente Tesis.  

Teniendo entonces garantizada la utilización sustentable a nivel local de P. pulmonarius, 

establecimos un protocolo de extracción para la obtención de la Fracción I: extracto enriquecido en 

polisacáridos solubles en agua. A la fecha, la caracterización físico-química de la Fracción I revela que 

el 68,72 % +/- 6,60 % del extracto son polisacáridos, específicamente glucanos, y que un 9,02 % +/- 

3,32 % corresponde a proteínas. Sumado a ello, mediante difracción de rayos X quedó demostrada la 

solubilidad del mismo. Cabe destacar que son este tipo de polisacáridos, libres o unidos a proteínas, 

obtenidos a partir de Pleurotus spp. los que mayor evidencia presentan en cuanto a su potencial 

antitumoral. Esto concuerda incluso con lo reportado para otras especies fúngicas, cuyos polisacáridos 

solubles en agua son los que mayor capacidad inmuno-estimuladora presentaron (Rop et al, 2009), 

sumado a que evitan complicaciones futuras en cuanto a la solubilidad y biodisponibilidad del 

compuesto. 

En este trabajo de Tesis demostramos que la Fracción I de P. pulmonarius, ejerce actividad 

antitumoral directa sobre células de CMTN y CCECC, afectando en ellas ciertas capacidades biológicas 

distintivas y complementarias conocidas como sellos o hallmarks del cáncer. 

Específicamente, en CMTN demostramos que la Fracción I disminuye la viabilidad de las 

células MDA-MB-231 (humanas) de manera tiempo- dosis- dependiente. Este resultado fue semejante 

al obtenido previamente en el LBC sobre las células 4T1 (murinas). De modo que, en conjunto, el 

tratamiento con la Fracción I redujo la viabilidad de dos líneas celulares representantes del CMTN. Es 

de notar que las células MDA-MB-231 (derivadas de un sitio metastásico) resultaron ser más resistentes 

al tratamiento con la Fracción I en comparación a las células 4T1 (derivadas de un tumor primario). 

Mientras que sobre las MDA-MB-231 la dosis mínima efectiva de 2,5 mg/mL surgió a las 48 h de 

tratamiento, sobre las 4T1 esa misma dosis resultó efectiva con sólo 24 h de tratamiento. Dada la alta 

heterogeneidad biológica existente (Ospital et al, 2024), intrínseca de la enfermedad y vinculada al 

estadio de la misma, es de esperar que las distintas líneas celulares, incluso de un mismo subtipo tumoral, 

exhiban distinta sensibilidad a un tratamiento. Con igual tendencia a nuestros resultados, en el trabajo 

reportado por Silva et al (2012), se observa que la magnitud del efecto desplegado por los polisacáridos 

solubles en agua obtenidos de P. ostreatus en la línea celular SW-480 (estadio B de Dukes - 
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adenocarcinoma colorrectal) es considerablemente mayor que en la línea HT-15 (estadio C de Dukes - 

adenocarcinoma colorrectal).  

Sumado a ello, al demostrar que la Fracción I disminuye la viabilidad de las células MDA-MB-

231 y 4T1 (representantes de CMTN), hemos ampliado el espectro de acción de los polisacáridos 

solubles en agua de P. pulmonarius ya que, anteriormente, Lavi et al (2010 y 2012) reportaron el efecto 

de los mismos sobre la viabilidad de células HT29, HCT-116, Caco2, LS174T, HM-7, RSB 

(representantes de cáncer de colon) y Xu et al (2012) sobre células representantes de cáncer de hígado 

(Huh7, Hep3B, HepG2 and SMMC-7721). Particularmente, en relación a la disminución de la viabilidad 

en CMTN demostrada en este trabajo, es de advertir que desplegar tal efecto sobre dicho subtipo tumoral 

es poco frecuente. Se ha observado que cuando los extractos fúngicos disminuyen la viabilidad de 

células tumorales mamarias, generalmente ejercen el efecto sólo sobre células que expresan RE, 

inhibiendo la actividad de la aromatasa (Grube et al, 2001; Petrova et al, 2005; Zaidman et al 2005; 

Jafaar et al, 2014). Así, por ejemplo, de 38 extractos acuosos completos evaluados sobre MCF-7 

(carcinoma mamario hormono-dependiente), BT-20 (CMTN) y MDA-MB-231 (CMTN), sólo 3 de ellos 

fueron capaces de afectar la viabilidad celular de ambos subtipos tumorales (Gu et al, 2006).  

En CCECC, trabajando con la línea HN13 (humana) demostramos que la Fracción I ejerce 

también un efecto directo sobre la viabilidad de estas células tumorales. Aquí advertimos que, al menos 

con los resultados actuales, este tipo tumoral exhibe una resistencia al extracto notablemente mayor que 

el CMTN. Sólo la máxima concentración evaluada de 5 mg/mL logró disminuir la viabilidad de las 

células HN13 a partir de las 48 h de tratamiento y de manera tiempo dependiente. 

Seguido a ello, al comenzar a evaluar el mecanismo de acción por el cual la Fracción I disminuye 

la viabilidad de las células MDA-MB-231 y HN13, demostramos que en ambos tipos tumorales el 

extracto induce un efecto citostático, arrestando a las células en fase S del ciclo celular. Aquí 

evidenciamos también la distinta resistencia de estas células a la Fracción I, ya que efectos citostáticos 

semejantes fueron alcanzados empleando el doble de concentración del extracto sobre las células HN13 

(5 mg/mL; 48 h) en comparación al empleado sobre las MDA-MB-231 (2,5 mg/mL; 48 h). Sobre las 

células 4T1 (células que demostraron tener menor resistencia a la Fracción I), los resultados previos 

obtenidos en el LBC demuestran que el extracto despliega en ellas un efecto citotóxico, induciendo 

muerte celular por apoptosis y, en menor medida, por necrosis (2,5 mg/mL; 48 h). 

En este punto es importante notar que el efecto de los polisacáridos solubles en agua de P. 

pulmonarius sobre la viabilidad celular ha sido demostrado en otros tipos tumorales: cáncer de colon 

(Lavi et al, 2010 y 2012) y cáncer de hígado (Xu et al, 2012), siendo el mecanismo responsable de ello 

la inducción de apoptosis mediada por la modulación de la expresión de Bcl-2, Bax y citocromo c (Lavi 

et al, 2012) y la inactivación de la vía de PI3K/ATK (Xu et al, 2012). 

Por otro lado, es sabido que la principal causa de muerte por cáncer es el desarrollo de metástasis 

(Park et al, 2022). Como hemos comentado anteriormente, el proceso metastásico es un proceso 
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complejo y multiescalonado que comienza con una invasión primaria o local en la cual la célula tumoral 

debe ser capaz de migrar activamente. Aumentando aún más su complejidad, recientemente se ha 

sugerido que no se trata de un proceso lineal, sino que involucra múltiples rutas paralelas (Suhail et al, 

2019). Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que la Fracción I de P. pulmonarius reduce 

la capacidad migratoria de las células tumorales de CMTN MDA-MB-231 y CCECC HN13. Tal efecto 

fue demostrado también previamente en el LBC sobre las células 4T1 (CMTN). Al observar la magnitud 

del efecto producido por la Fracción I en cada línea celular, se advierte que la capacidad migratoria de 

las HN13 fue la más reducida por el extracto. Recordemos que las HN13 demostraron ser las más 

resistentes al efecto de la Fracción I sobre la viabilidad celular. Claramente esto muestra que distintos 

procesos celulares son dirigidos/orquestados por distintas vías moleculares, las cuales pueden incluso 

variar de un tipo celular a otro, y sugiere que la Fracción I tiene distinta injerencia en ellos. 

Aquí, advertimos nuevamente que, de los trabajos en los que se demostró la actividad 

antitumoral directa de los polisacáridos solubles en agua de P. pulmonarius, sólo en uno de ellos se 

evaluó el efecto sobre la capacidad invasiva; demostrando que tales metabolitos reducen la misma en 

células de cáncer de hígado (Xu et al, 2012).  

Finalmente, una característica deseada en todo compuesto con potencial efecto terapéutico 

antineoplásico es que presente un accionar selectivo o diferencial entre las células tumorales y las no 

malignas/normales. Evaluando el efecto de la Fracción I sobre células epiteliales mamarias normales de 

ratón (HC11) observamos un efecto particular del extracto sobre ellas. A las 48 h de tratamiento todas 

las concentraciones ensayadas de Fracción I afectaron por igual (sin diferencia significativa entre ellas; 

efecto independiente de las dosis) la viabilidad de las células HC11, disminuyéndola en promedio en un 

24,2 %. Pese a ello, al comparar la magnitud de los efectos producidos por el extracto en las células 

tumorales vs su contraparte no maligna, demostramos que la Fracción I de P. pulmonarius ejerce un 

accionar diferencial afectando en mayor medida la viabilidad de las células tumorales 4T1 (5 mg/mL, 

24 h; 2,5 y 5 mg/mL a 48 h) y MDA-MB-231 (5 mg/mL, 48 h) que la viabilidad de la contraparte normal 

HC11.  

En conclusión, el conjunto de resultados obtenidos en este trabajo de Tesis aporta evidencia de 

que la Fracción I, extracto enriquecido en polisacáridos solubles en agua de P. pulmonarius, posee 

actividad antitumoral directa sobre células de CMTN y CCECC. Con distinto grado de magnitud, la 

Fracción I actúa sobre las células tumorales, independientemente del sistema inmune, afectando ciertas 

capacidades celulares cuya desregulación conduce al desarrollo y progresión del cáncer. 

Específicamente, la Fracción I reduce la viabilidad de las células tumorales MDA-MB-231 y HN13, 

ejerciendo en ellas un efecto citostático mediante la inducción de arresto celular en fase S; disminuye la 

capacidad migratoria de ambas líneas tumorales, reduciendo su fenotipo metastásico; y ejerce un efecto 

diferencial sobre la viabilidad de las células no malignas HC11.  
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Lo aquí demostrado, junto con bibliografía vinculante al tema, nos lleva a hipotetizar que es el 

accionar sinérgico de los metabolitos presentes en el extracto, polisacáridos y proteínas, el responsable 

de la actividad antitumoral directa de la Fracción I. Nos motiva a continuar desarrollando nuevos 

ensayos in vitro que permitan abordar más hallmarks del cáncer; a ampliar los resultados obtenidos en 

CCECC empleando una segunda línea representante de este tipo tumoral y; a concluir el análisis del 

modelo murino de trasplante singeneico con células 4T1 desarrollado. En paralelo a ello, nos motiva a 

evaluar la capacidad inmuno-estimuladora de la Fracción I de P. pulmonarius en ambos carcinomas aquí 

abordados. 

El presente trabajo de Tesis ha aportado evidencia científica a la línea de investigación en la cual 

se enmarca: “Determinación y estudio de la actividad antitumoral de extractos fúngicos en carcinomas 

con escasas opciones terapéuticas”. En dicha línea aspiramos al desarrollo de nuevos agentes 

antitumorales naturales de baja toxicidad, capaces de actuar como complemento de la terapia 

convencional, fortaleciendo incluso al sistema inmune y mejorando la calidad de vida de los pacientes. 

Aspiramos con ello también, a continuar con la cadena de valorización del cultivo de hongos comestibles 

en nuestro país. 
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