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RESUMEN 

El linfoma es un tipo de cáncer del sistema linfático que afecta las células inmunitarias, 

alterando su funcionalidad y/o presentando un crecimiento descontrolado. Se ha 

encontrado que los hongos endófitos de plantas como Lophocereus marginatus, presentan 

actividad antitumoral in vitro hacia diversos tipos de cáncer humanos y animales, sin 

embargo, es importante conocer el mecanismo molecular que influye en esta cualidad, así 

como su eficacia in vivo, por lo que el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto 

antitumoral de hongos endófitos in vitro e in vivo asociados a L. marginatus en un modelo 

de linfoma murino L5178Y-R. Se obtuvieron extractos de acetato de etilo y hexano de 

Metarhizium anisopliae y Aspergillus versicolor previamente aislados de L. marginatus y 

se evaluó la inhibición del crecimiento de la línea celular L5178Y-R y células 

mononucleares de sangre periférica humana (control sano) mediante la técnica 

colorimétrica de reducción del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-difeniltetrazolio 

(MTT). La evaluación de la expresión génica se realizó por densitometría de los genes 

GAPDH, Bax, Cas3, p53, PARP1 y Bcl-2 mediante PCR punto final. Por otra parte, se 

realizó el tratamiento con extractos a ratones con tumor L5178Y-R y se evaluó su 

sobrevivencia y volumen tumoral. Los extractos de acetato de etilo de A. versicolor y M. 

anisopliae mostraron IC50 más bajos (13.51 ± 1.62 y 9.168 ± 1.21 μg/mL respectivamente) 

e índices de selectividad (IS) mayores a 30. La modulación de la expresión génica mostró 

que los extractos de acetato de etilo de A. versicolor disminuyeron la expresión de Cas3 y 

PARP1, mientras que el extracto hexánico de M. anisopliae aumentó la expresión de Cas3, 

p53 y PARP1. La máxima dosis tolerada indicó que el extracto y el vehículo no mostraron 

evidencia de daño hepático a 100 mg/kg de peso. Al tratar los ratones con tumor evidente, 

se observó un aumento en la sobrevivencia por los extractos de A. versicolor, llegando a 

17 d, además de no aumentar el volumen tumoral durante los primeros 10 d, mientras que 

el control sin tratamiento, vehículo y extracto de M. anisopliae tuvieron una sobrevivencia 

de 10 d. Los metabolitos secundarios producidos por A. versicolor y M. anisopliae 

asociados a L. marginatus presentaron actividad antitumoral contra células del linfoma 

murino L5178Y-R, mediante la modulación de genes asociados a vías de muerte, además 

de aumentar la sobrevivencia de los ratones en el modelo in vivo de linfoma.   
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ABSTRACT 

Lymphoma is a type of cancer of the lymphatic system that affects immune cells, causing 

them to lose their functionality and exhibit uncontrolled growth. It has been found 

antitumor activity of endophytic fungi from plants such as Lophocereus marginatus 

against various types of human and animal cancer. However, it is important to know its 

molecular mechanism, as well as its effectiveness in vivo. Therefore, the aim of the present 

study was to evaluate the antitumor in vitro and in vivo effect of endophytic fungi 

associated with L. marginatus in the L5178Y-R murine lymphoma model. For this, we 

obtained L. marginatus-derived Metarhizium anisopliae and Aspergillus versicolor ethyl 

acetate and hexane extracts and evaluated their effect on L5178Y-R lymphoma cells and 

human peripheral blood mononuclear cells viability by the colorimetric 3-(4, 5-

dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyl tetrazolium bromide reduction assay. Evaluation of 

gene expression was performed by densitometry of the genes GAPDH, Bax, Cas3, p53, 

PARP1, and Bcl-2 using endpoint PCR. On the other hand, L5178Y-R tumor-bearing 

mice were treated with extracts and survival and tumor volume were evaluated. A. 

versicolor and M. anisopliae ethyl acetate extracts showed lower IC50 (13.51 ± 1.62 and 

9.168 ± 1.21 μg/mL respectively), selectivity indices greater than 30. Regarding the 

modulation of gene expression, it was observed that A. versicolor ethyl acetate extracts 

inhibited the expression of Cas3, and PARP1, whereas M. anisopliae hexane extract 

increased the expression of Cas3, p53, and PARP1. The maximum tolerated dose test 

showed that the extract and vehicle did not cause liver damage. When treating tumor-

bearing mice with extracts, we observed an increase in survival after using A. versicolor 

extracts, reaching 17 days, in addition to not increasing the tumor volume during the first 

10 days, whereas the control without treatment, vehicle, and M. anisopliae extract had a 

survival of 10 days. Secondary metabolites produced by A. versicolor and M. anisopliae 

associated with L. marginatus had antitumor activity against murine lymphoma L5178Y-

R by modulating genes associated with death pathways, in addition to increasing survival 

in the in vivo model of murine lymphoma.
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1. INTRODUCCIÓN 

El cáncer representa uno de los problemas de salud más importantes actualmente, es 

considerado una de las principales causas de muerte a nivel mundial. El linfoma no 

Hodgkin es un tipo de cáncer que en el 2020 ocupó el onceavo lugar de incidencia a nivel 

mundial (GLOBOCAN 2020). 

El origen y forma de actuar del cáncer es muy complejo y variable. Se han encontrado 

distintas moléculas con mayor efectividad para el tratamiento de ciertos tipos de cánceres, 

los cuales son una alternativa más especializada, eficiente y con menos reacciones 

secundarias que algunos tratamientos tradicionales (Seca y Pinto 2018).   

Estas moléculas son principalmente encontradas en los metabolitos secundarios, estos son 

subproductos del metabolismo de los organismos con distintas características que les han 

permitido ser parte importante para la industria, la agricultura, la medicina, etc. (Yeshi et 

al. 2022). El uso de microorganismos en la producción de metabolitos secundarios es de 

gran importancia, ya que la mayoría de estos metabolitos suelen poseer una estructura 

distintiva, no obstante, el 40% de estos metabolitos no pueden ser sintetizados 

químicamente (Thirumurugan et al. 2018). 

Los microorganismos endófitos de plantas son candidatos clave en la búsqueda de nuevos 

productores de metabolitos secundarios, ya que al ser parte de una planta están expuestos 

a distintas moléculas, condiciones de estrés y patógenos, lo que los lleva a generar o 

aumentar la producción de ciertos metabolitos que pueden ser aprovechados con fines 

biotecnológicos para la creación de nuevas tecnologías (Sánchez-Fernández et al. 2013). 

Diversos estudios han demostrado el poder biológico y farmacéutico de los hongos 

endófitos como herramienta en la obtención de metabolitos con acción citotóxica en el 

control de distintos tipos de cáncer, como cánceres sólidos y líquidos de humanos y 

animales por hongos endófitos de Lophocereus marginatus (Ramírez-Villalobos et al. 

2021) abriendo la puerta a un área de oportunidad para poder comprender de manera más 

profunda el mecanismo de acción de los extractos obtenidos por estos microorganismos. 
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2. ANTECEDENTES 

2.1. Cáncer. 

El cáncer representa un amplio grupo de células, las cuales durante su desarrollo presentan 

características anormales tales como crecimiento descontrolado en los distintos tejidos, 

presentar autocontrol en ellas mismas e invasión a tejidos adyacentes o distales. Este 

crecimiento anormal de células puede ocasionar tumores malignos además de una 

decadencia y posible pérdida de la función normal del tejido afectado (Torpy et al. 2010; 

De la Garza y Juárez 2013). La aparición de estas células anormales se asocia a mutaciones 

en el material genético de las mismas y las cuales pueden ser mutaciones heredadas o 

adquiridas por exposición a agentes ambientales, químicos o biológicos (Sánchez 2013). 

2.1.1. Características del cáncer. 

El cáncer presenta ocho características adquiridas durante el desarrollo de esta 

enfermedad. Estas incluyen el mantenimiento de la señalización proliferativa, evasión de 

los supresores de crecimiento, activación de invasión y metástasis, inmortalidad 

replicativa, inducción de angiogénesis, resistencia a la muerte celular, reprogramación del 

metabolismo energético y evasión de la destrucción inmune. También se ha encontrado 

que posee dos características denominadas como habilitadoras, las cuales corresponden a 

inestabilidad y mutación del genoma e inflamación promotora de tumores (Hanahan y 

Weinberg 2011). Recientemente, se han propuesto nuevas características que han surgido 

gracias al estudio y avances tecnológicos actuales, estas nuevas características abarcan 

desbloqueo de la plasticidad fenotípica, reprogramación epigenética no mutacional, 

microbiomas polimórficos y células senescentes (Hanahan 2022). 

2.1.2. Linfoma. 

El término linfoma hace referencia a cánceres del sistema linfático que pueden afectar 

distintas áreas del organismo. Estos se originan de células inmunes a lo largo de sus etapas 

de diferenciación y representan uno de los principales tipos de cáncer que afectan a los 

pacientes alrededor del mundo (Torpy et al. 2010; Quintero 2014; Ferlay et al. 2021).  El 

linfoma puede agruparse en dos categorías, el linfoma de Hodgkin y el linfoma no 

Hodgkin (Miller et al. 2019). 
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El linfoma de Hodgkin es una neoplasia que afecta a los ganglios linfáticos. Se caracteriza 

por presentar un tipo de células tumorales denominadas células de Reed-Sternberg 

(presentes en el linfoma de Hodgkin clásico) y linfocitico-histiocíticas (presentes en el 

linfoma de Hodgkin nodular linfocítico) (Pérez-Zúñiga et al. 2019; Quintero et al. 2019). 

Este tipo de linfoma es el menos común y con las mayores posibilidades de curación, 

además su mayor tasa de incidencia se da en la adolescencia-adulto joven y en mayores 

de 55 años (Quintero et al. 2019). El tratamiento para pacientes que padecen este tipo de 

linfoma varía respecto a la etapa en la que se encuentre el paciente y la subclase de linfoma 

que padezca. Para la subclase clásica el tratamiento común es quimioterapia 

multifarmacológica y en menor medida combinado con radioterapia, en caso de no ser lo 

suficientemente efectivos se puede utilizar trasplante de células madre o el uso 

brentuximab-vedotin, un conjugado anticuerpo fármaco. Por otra parte, para la subclase 

nodular linfocítica en una etapa temprana de la enfermedad, se suele usar solamente 

radiación, mientras que para una etapa avanzada de la enfermedad se usa quimioterapia 

con radiación, o bien, el anticuerpo monoclonal rituximab (Miller et al. 2019; Chu et al. 

2021). 

Por su parte, el linfoma no Hodgkin es el tipo de linfoma más agresivo y en las últimas 

décadas ha aumentado su incidencia. Este tipo de linfoma comprende distintos trastornos 

en la proliferación de linfocitos T, linfocitos B y células NK, manifestándose 

principalmente como linfadenopatías o tumores sólidos (Quintero 2014; Bowzyk Al-

Naeeb et al. 2018). La presencia de esta enfermedad puede estar asociada con factores 

como infecciones, medio ambiente, estado de inmunodeficiencia, inflamación crónica y 

algunos virus, como el virus de Epstein-Barr y el virus de Hepatitis C (Sapkota y Shaikh 

2023). Se conocen al menos 50 subtipos de linfoma no Hodgkin y su clasificación es 

compleja y se encuentra en constante actualización, por lo que se les asignó una 

clasificación general de acuerdo con el pronóstico de la enfermedad que consta de 

indolente (linfoma de bajo grado) o agresivo (linfoma de alto grado) (Bowzyk Al-Naeeb 

et al. 2018). Dentro de los linfomas no Hodgkin el más frecuente es el linfoma de células 

B. El tratamiento de este linfoma es complejo y varía según el grado y tipo de linfoma, 

etapa del tumor y características del paciente, sin embargo, en términos generales el 
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tratamiento para estos pacientes es quimioterapia junto con inmunoterapia, en ocasiones 

con radiación (Miller et al. 2019; Sapkota y Shaikh 2023). 

2.2. Metabolitos bioactivos. 

Un metabolito es un producto intermediario en el metabolismo celular que posee varias 

funciones como energía, señalización, actividad sobre enzimas, defensa, entre otros (Jain 

et al. 2019). Los metabolitos pueden dividirse en primarios y secundarios. Los primeros 

desempeñan papeles funcionales o estructurales en la célula, mientras que los metabolitos 

secundarios son derivados del metabolismo primario y pueden no estar directamente 

implicados en las necesidades básicas y supervivencia de la célula o el organismo que 

comprende (Thirumurugan et al. 2018). Estos últimos han tenido gran interés en la 

biotecnología actual ya que se han identificado metabolitos con actividad antibiótica, 

antifúngica, antioxidante, insecticida y antitumoral, entre otras (Zaynab et al. 2018; Devi 

et al. 2020).  

A lo largo de los años y el avance de técnicas de separación se han encontrado una amplia 

cantidad de metabolitos secundarios, por lo que se ha establecido una clasificación básica 

que comprende tres grandes grupos, los compuestos terpénicos, fenólicos y los que 

contienen nitrógeno (Agostini-Costa et al. 2012).  

Existen diversas fuentes de metabolitos secundarios, incluyendo las plantas, las bacterias 

y los hongos por su eficiencia de producción, extracción, propiedades y cantidad de 

compuestos encontrados, los cuales actualmente tienen aplicaciones en la medicina, 

industria, alimentos y agricultura, entre otras (Thirumurugan et al. 2018; Devi et al. 2020; 

Gallardo y Seca 2022). 

En los estudios actuales para la producción de metabolitos secundarios, dichos organismos 

poseen la ventaja del uso de distintas técnicas para manipular la expresión de ciertos 

metabolitos, como lo es el cultivo in vitro de células vegetales, aplicación de distintas 

condiciones de luz, estrés, condiciones de cultivo de los microorganismos, modificación 

genética, simbiosis o la exposición a ciertos patógenos, esto maximiza la eficiencia de 

recuperación y afinidad del compuesto deseado al propósito establecido (Kusvuran 2021; 

Kumari et al. 2022; Yeshi et al. 2022; Zhang et al. 2022). 
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 2.2.1. Plantas. 

Los metabolitos secundarios son subproductos importantes de las plantas, algunos de estos 

juegan papel para la defensa y supervivencia de estas, siendo la etapa de crecimiento de 

la planta donde hay un mayor nivel en su producción (Agostini-Costa et al. 2012). Las 

plantas son de gran importancia en la actualidad para la producción de metabolitos 

secundarios ya que se han reportado hasta el 2018 un aproximado de 600,000 a 700,000 

compuestos (Thirumurugan et al. 2018), además por la parte económica se busca el uso 

de estos en los residuos de origen vegetal como una alternativa para el aprovechamiento 

de desechos  (Chiocchio et al. 2021). 

2.2.2. Bacterias. 

Dentro del uso de bacterias como productores de metabolitos secundarios destacan los 

actinomicetos, los cuales, según los reportes, son responsables de producir más de 10,000 

agentes antimicrobianos con aplicación farmacéutica, además de ser de gran importancia 

para la producción de bioplaguicidas, compuestos antitumorales, pigmentos, enzimas, 

entre muchos más (Selim et al. 2021).  

2.2.3. Hongos. 

Los hongos son catalogados como cultivos farmacéuticamente útiles para la producción 

de metabolitos secundarios farmacéuticos (Devi et al. 2020).  Además, se ha comprobado 

que los hongos endófitos son responsables de producir ciertos metabolitos con estructuras 

novedosas y exclusivas con gran potencial tecnológico (Sánchez-Fernández et al. 2013). 

2.3. Lophocereus marginatus. 

Lophocereus marginatus es una cactácea arborescente que presenta tallos columnares 

ramificados por daños apicales, de color verde que puede alcanzar de 5 a 7 m de altura. 

Comúnmente es llamado “cactus órgano”. Produce flores blancas-rojizas que 

posteriormente forman nuevas yemas florales y espinas. Esta cactácea se encuentra 

distribuida desde el suroeste de Estados Unidos de América hasta la mayor parte de 

México (Arias et al. 2012; Arias y Aquino 2019). 

2.3.1. Uso medicinal de Lophocereus marginatus. 

Existen registros sobre el uso de L. marginatus por parte de la población con fines 

medicinales (Casas 2002), incluyendo el tratamiento de diabetes e infecciones 
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gastrointestinales. Además, científicamente se ha comprobado que esta planta presenta 

efectos hipoglucemiantes (Andrade-Cetto y Heinrich 2005) potencial antimicrobiano y 

actividad cicatrizante (Quezada-Salinas et al. 2021). También se ha encontrado que esta 

planta produce un alcaloide denominado pilocereína (Romo de Vivar et al. 2007). Estudios 

recientes han demostrado que extractos obtenidos a partir de L. marginatus presentan 

actividad citotóxica ante distintas líneas celulares de linfoma murino L5178Y-R 

(Hernández-Martínez et al. 2016). 

2.3.2. Hongos endófitos en Lophocereus marginatus. 

Se han reportado al menos 4 hongos aislados de tallos de L. marginatus con interés 

biotecnológico, estos son Penicillium citrinum, Aspergillus versicolor, Metarhizium 

anisopliae y Cladosporium sp. (Ramírez-Villalobos et al. 2021). 

2.4. Vías de regulación. 

Existen diversos estudios donde metabolitos secundarios de distintos microorganismos 

han demostrado intervenir en diversas vías de regulación, teniendo un efecto antitumoral 

en distintas líneas cancerosas. Uno de los ejemplos más estudiados es el liquen, donde sus 

extractos han demostrado poseer actividad moduladora de la expresión de genes 

relacionados con la apoptosis, como lo son caspasas, p38, p53 y familia Bcl-2 en distintos 

tipos de cáncer, además de inhibir la proliferación, regulando las vías de señalización 

ERK1/2 y Akt, la modulación en vías relacionadas con invasión del cáncer regulando la 

cascada PI3K/Akt/mTOR, Paxillin/Rac-1 y STAT, entre otras (Solárová et al. 2020). 

Se han realizado muchos estudios del efecto de los hongos endófitos con actividad 

antitumoral. En un estudio realizado por Sajna et al. (2020), se demostró que los extractos 

con acetato de etilo del micelio de Aspergillus unguis endófito de las macroalgas del 

género Enteromorpha sp. promueven la apoptosis en células HeLa. Además, el interés en 

estos metabolitos ha conducido también a su aislamiento y el estudio de las moléculas 

encontradas en su acción antitumoral, regulando la expresión génica, tal es el caso del 

paclitaxel, el cual es encontrado en los hongos endófitos M. anisopliae, Tubercularia sp., 

Pestalotiopsis terminaliae, Aspergillus sp., Pestalotiopsis sp., Botrytis sp., entre otros. 

Una de sus formas de actuar es disminuyendo la expresión de Bcl-2 y aumentando la 

expresión de DR5 y caspasa 3 lo que mejora el efecto proapoptótico de TRAIL (ligando 
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inductor de apoptosis relacionado con el factor de necrosis tumoral) en células HeLa (Rai 

et al. 2022).   
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3. JUSTIFICACIÓN 

El linfoma es un conjunto de cánceres que parten del sistema linfático. En México, según 

cifras presentadas por INEGI (2023), en el año 2021 el 8% de las defunciones totales 

registradas corresponden a muertes por tumores malignos, ocupando el linfoma no 

Hodgkin la cuarta posición de muertes en niños de entre 0 y 14 años y ocupando la tercera 

posición en hombres de 15 a 29 años. 

Los tratamientos tradicionales para el cáncer son muy agresivos, pueden afectar la calidad 

de vida de los pacientes y dejar efectos secundarios en los pacientes que los reciben. 

Debido a ello los esfuerzos de la comunidad científica para encontrar nuevas alternativas 

de tratamiento para los distintos tipos de cáncer ha ido en aumento en los últimos años, 

encontrándose que algunos extractos poseen compuestos bioactivos con actividad 

antitumoral hacia distintos tipos de cáncer. Microorganismos endófitos de L. marginatus 

han sido reportados que presentan actividad antitumoral en distintas líneas de cáncer, 

incluida el linfoma, por lo que presentan un área de oportunidad novedosa y prometedora 

para que junto con herramientas biotecnológicas se defina su mecanismo de acción y 

poderlos establecer como una propuesta de tratamiento.  

En este trabajo se busca determinar el efecto antitumoral de extractos de microorganismos 

endófitos de L. marginatus, así como su evaluación a nivel de expresión génica. 
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4. HIPÓTESIS 

Metabolitos secundarios producidos por hongos asociados a Lophocereus marginatus 

inducen la activación de genes relacionados con actividad antitumoral, en el modelo in 

vitro de linfoma murino L5178Y-R.  
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5. OBJETIVO DEL TRABAJO 

5.1. OBJETIVO GENERAL. 

Evaluar el efecto antitumoral in vitro e in vivo de hongos endófitos asociados a 

Lophocereus marginatus, en el modelo de linfoma murino L5178Y-R. 

 

5.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

1. Evaluar la actividad antitumoral in vitro de extractos de hongos endófitos de 

Lophocereus marginatus contra el linfoma murino L5178Y-R, producidos a nivel 

semi-piloto. 

2. Evaluar el efecto in vitro de extractos de hongos endófitos de Lophocereus 

marginatus en la regulación de genes relacionados con vías de muerte en el 

linfoma murino L5178Y-R. 

3. Evaluar el efecto in vivo de los extractos de hongos endófitos contra el linfoma 

murino L5178Y-R. 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 

Los hongos utilizados en este estudio fueron Aspergillus versicolor (PME-H005) y 

Metarhizium anisopliae (PME-H007) que son endófitos de L. marginatus, previamente 

aislados y caracterizados por el Laboratorio de Inmunología y Virología, Unidad de 

Inmunobiología y Acarreadores de Drogas (Ramírez-Villalobos et al. 2021).   

6.1. Cultivo de microorganismos. 

Los hongos proporcionados fueron cultivados en agar papa dextrosa (PDA, TM Media, 

Delhi, India) por un periodo de 10 d para PME-H007 y 12 d para PME-H005, a una 

temperatura de 28 °C. 

6.2. Conservación de cepas. 

La conservación de cepas de los microorganismos se realizó mediante el método de 

congelación a -70 °C con glicerol al 30%. 

 6.3. Obtención de extractos de hongos a escala semi-piloto. 

6.3.1. Fermentación del hongo a nivel semi-piloto. 

A partir del cultivo en PDA se realizó una fermentación de cada hongo en matraces con 1 

L de medio de cultivo; para el caso de PME-H005, la fermentación se llevó a cabo en 

caldo de malta (peptona de caseína, Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, EE. UU; extracto de 

malta, Merck, Darmstadt, Alemania; extracto de levadura, Difco Laboratories, UK) con 

un pH de 4.7, utilizando como inóculo fragmentos del hongo de 1 cm2 y un tiempo de 

fermentación de 14 d sin agitación a una temperatura constante de 28 °C. Para el caso de 

PME-H007, se llevó a cabo en caldo papa dextrosa (PDB, TM media, Delhi) utilizando 

como inóculo fragmentos del hongo de 1 cm2 y en agitación constante a 150 rpm a 28 °C 

durante 7 d. 

 6.3.2. Recuperación de biomasa y sobrenadante. 

Después de la fermentación, se realizó una filtración y se recuperó la biomasa y 

sobrenadante para cada hongo. El sobrenadante se almacenó en un frasco estéril, mientras 

que la biomasa fue secada en un horno a 40 °C durante 24 h, después de lo cual se realizó 

su molienda, utilizando un molino Hamilton Beach (modelo 80335R) y fue almacenada 

en un tubo estéril.  
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6.3.3. Recuperación de extractos. 

La biomasa de cada hongo se sometió a extracciones por el método Soxhlet (PME-H007) 

y maceración (PME-H005), utilizando hexano como solvente durante 48 h para ambos 

casos. En el sobrenadante se realizó una extracción líquido-líquido con acetato de etilo a 

una proporción de 1:1. Una vez obtenidos los extractos se procedió a su rotoevaporación 

(Buchi R-3000; Brinkman Instruments, Inc., EE. UU) y su reconstitución con 

dimetilsulfóxido (DMSO; Sigma-Aldrich) y almacenamiento a -20 °C. 

6.4. Líneas celulares. 

La línea de linfoma murino L5178Y-R (ATCC: CRL-1722) fue proporcionada por el 

Laboratorio de Inmunología y Virología, Unidad de Inmunobiología y Acarreadores de 

Drogas en la Facultad de Ciencias Biológicas de la Universidad Autónoma de Nuevo 

León. Como control se utilizaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) 

obtenidas mediante centrifugación en Ficoll-Paque (Bøyum 1976). Ambas líneas celulares 

se mantuvieron en medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) suplementado con 

suero fetal bovino (SFB) al 10% a temperatura constante de 37 °C con atmósfera húmeda 

y 5% de CO2. 

6.5. Actividad antitumoral in vitro de extractos contra el linfoma murino 

L5178Y-R. 

6.5.1. Efecto de los extractos contra la línea celular de linfoma murino 

L5178Y-R. 

Se colocaron las células L5178Y-R a una densidad de 1×104 células/pozo y para el caso 

de las PBMC a una densidad de 1×105 células/pozo en placas de 96 pozos con medio 

RPMI y se incubaron durante 24 h, después de lo cual se aplicaron los tratamientos de 

cada extracto a concentraciones de 250, 125, 62.5, 31.25 y 15.625 µg/mL junto con control 

positivo de sulfato de vincristina a la concentración de 0.05 μg/mL y se incubó a 37 °C 

con 5% de CO2 durante 48 h. Posteriormente se realizó el ensayo de reducción del 

bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT), incorporando 15 μL de 

reactivo a cada pozo y se dejó incubando por 4 h más. Se añadió DMSO para disolver los 

cristales formados y se realizó la lectura de las placas en un lector de microplacas 

(MULTISKAN GO; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) a una longitud 
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de onda de 570 nm. A partir de las lecturas se calculó el porcentaje de inhibición del 

crecimiento celular, utilizando la siguiente fórmula (Quintanilla-Licea et al. 2016): 

% Inhibición = 100 - [(A570 en células tratadas/A570 células no tratadas)(100)] 

Una vez obtenido el porcentaje de inhibición se realizaron los cálculos correspondientes 

para la obtención de la concentración inhibitoria media IC50 y el índice de selectividad 

(IS) para cada extracto. 

6.5.2. Actividad antioxidante por ensayo de DPPH. 

Se realizó un ensayo de actividad antioxidante de los extractos obtenidos, utilizando el 

método 2,2-Difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) descrito por Sajna et al. (2020). Como 

control negativo se empleó DMSO y como estándar, ácido ascórbico a concentraciones 

de 10-100 μg/mL. Se colocaron en una microplaca 100 μL de extracto a diferentes 

concentraciones y 100 μL de DPPH para posteriormente incubar en oscuridad durante 30 

min a temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo se midió la absorbancia a 517 

nm en un lector de microplacas y se procedió al cálculo de porcentaje de inhibición del 

radical DPPH. 

6.5.3. Actividad hemolítica y anti-hemolítica. 

La actividad hemolítica de los extractos se determinó mediante el método descrito por 

Vieira et al. (2021). Se obtuvieron 20 mL de sangre de un voluntario sano en tubos con 

anticoagulante EDTA, después de lo cual se realizaron tres lavados a los glóbulos rojos 

con buffer de fosfatos salino (PBS) con pH de 7.2 y se prepararon eritrocitos en suspensión 

al 5% en PBS estéril. Posteriormente en tubos de 2 mL se agregaron por triplicado las 

concentraciones de los extractos a evaluar (250, 125, 62.5, 31.25 y 15.625 µg/mL) y la 

suspensión de eritrocitos. Como control positivo se utilizó agua destilada y como control 

negativo PBS. Las muestras se incubaron a 37 °C durante 30 min y se centrifugaron a 4 

°C durante 5 min a 13,000 rpm. Para evaluar la actividad anti-hemolítica se utilizó el 

método descrito por (Rodríguez-Garza et al. 2023), donde a la solución de eritrocitos se 

le agregó dihidrocloruro de 2,2′-azobis(2-amidinopropano) (AAPH) a la concentración de 

150 mM y extracto, utilizando PBS como control negativo y eritrocitos con AAPH como 

control positivo, después de lo cual se incubó a 37 °C durante 5 h a 200 rpm y se centrifugó 

con las condiciones descritas anteriormente. Para ambos casos una vez centrifugada la 
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muestra se tomaron 200 μL del sobrenadante y se colocaron en una microplaca de 96 

pozos para medir su densidad óptica a 540 nm. 

 

Se calculó el porcentaje de hemólisis y anti-hemólisis mediante las siguientes fórmulas:  

% Hemólisis =  
DO540 tratamiento −  DO540 control negativo

DO540 control positivo −  DO540control negativo
 ×  100 

 

% Inhibición de 
AAPH

=  1 − (
DO540 tratamiento −  DO540 control negativo

DO540 control positivo −  DO540control negativo
 ×  100) 

6.6. Efecto in vitro de extractos de hongos endófitos en la regulación de genes 

relacionados con vías de muerte en linfoma murino. 

6.6.1. Extracción de RNA. 

Se realizó una extracción de RNA por el método de TRIzol (Thermo Fisher Scientific, 

2020) a células de linfoma murino L5178Y-R tratadas con la IC50 de cada extracto durante 

24 h. Una vez obtenido el RNA se conservó en isopropanol a -20 °C por 24 h. 

6.6.2. Obtención de cDNA. 

Se realizó la obtención de cDNA de cada muestra utilizando el kit y protocolo ImProm-

IITM Reverse Transcription System de Promega. Una vez obtenido el cDNA se almacenó 

a -20 °C. 

6.6.3. Análisis de expresión de genes. 

Se realizó la prueba de PCR punto final para la detección y cuantificación por 

densitometría (ImageJ) de los genes asociados a vías de linfoma murino, utilizando como 

gen endógeno GAPDH y se midió la expresión de los genes BAX, Cas3, NF-kB, PARP1, 

Bcl-2 y p53 con las secuencias mostradas en la Tabla 1.  
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Tabla 1: Secuencias de primers utilizados (pb: pares de bases; F: forward; R: reverse). 

 
(Al-Zharani et al. 2021; Azimi et al. 2021; Rahman et al. 2021) 

6.7. Efecto in vivo de extractos de hongos endófitos contra el linfoma murino 

L5178Y-R. 

6.7.1. Máxima dosis tolerada. 

Se realizó la prueba de máxima dosis tolerada siguiendo las recomendaciones establecidas 

por el OECD/OCDE (2002). Se utilizaron ratones BALB/c hembras de 6 a 7 semanas de 

edad, los cuales se mantuvieron en un ambiente sin estrés y libres de patógenos, a una 

temperatura de 24 °C con ciclos de luz y oscuridad, proporcionándoles agua y alimento 

ad libitum. Cada extracto fue resuspendido en un vehículo conformado por 90% PEG-

300, 5% DMSO y 5% etanol al 96% (Matias et al. 2018). Los extractos fueron 

administrados vía intraperitoneal a una única dosis de 100 y 1,000 mg/kg para cada 

extracto, además se evaluaron los grupos vehículo y control. El periodo de observación 

fue de 14 d y durante este periodo se monitoreó el peso y el score clínico de cada ratón. 

Se estableció el score clínico mostrado en la Tabla 2, de acuerdo con las recomendaciones 

del OCDE (2002):  
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Tabla 2: Score clínico. 

Puntaje 0 1 2 

Apariencia 

Pérdida de 

peso 
Normal 

>10% pérdida 

de peso 
15-19.9% pérdida de peso 

Pelaje Normal Pelaje áspero Pelaje áspero y despeinado 

Condición 

corporal 
Normal Delgado 

Perdida de grasa corporal, sin 

crecimiento, condición 

corporal < 2 

Postura del 

cuerpo 
Normal Encorvado 

Incapaz de mantenerse en una 

postura erguida o caminar 

Movimiento Normal 
Reducido/ 

lento 

Letargo o ausencia de 

respuesta a la estimulación 

Actividad 
Proximidad 

con otros 

Contacto 

cercano 

Algo 

separado 
Completamente separado 

 

En caso de que existiera una pérdida de peso ≥ 20% o un score clínico ≥ 3 se procedió al 

sacrificio de los animales. 

Para el sacrificio se administró al ratón pentobarbital sódico 25-40 mg/kg como anestesia, 

vía intraperitoneal. Una vez anestesiado el ratón, se realizó punción cardiaca para extraer 

una muestra de sangre y posteriormente se le realizo la eutanasia mediante dislocación 

cervical. Las muestras de sangre fueron almacenadas en tubos sin heparina y centrifugadas 

a 3,000 rpm por 5 min para separar el suero y realizar pruebas de función hepática (Sayyad 

et al. 2017). 

6.7.2. Efecto de los extractos en el modelo de tumor murino L5178Y-R. 

Se evaluó el efecto del tratamiento con cada extracto, utilizando el modelo de linfoma 

murino L5178Y-R descrito por Gómez-Flores et al. (2019). Se utilizaron ratones BALB/c 

hembras de 6 a 7 semanas de edad. Estos se mantuvieron en un ambiente sin estrés y libres 

de patógenos, a una temperatura de 24 °C, con ciclos de luz y oscuridad, 

proporcionándoles agua y alimento ad libitum.  
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Para activar la línea celular se realizó la inoculación de 1×106 células de linfoma murino 

L5178Y-R suspendidas en 200 µL de PBS, a un ratón BALB/c hembra de 6 semanas de 

edad, vía intraperitoneal. Una vez transcurridos 10 d, se le realizó la eutanasia al ratón y 

la extracción del líquido ascítico. A este se le hicieron dos lavados con RPMI y se preparó 

una solución a una concentración de 1×105 células/mL en PBS y se procedió a la 

inoculación vía intramuscular de 200 µL de la suspensión en la pata izquierda de ratones 

BALB/c hembras de 6 a 7 semanas de edad.  

Al cabo de 7 d de la implantación, se seleccionaron los ratones que portaron el tumor y se 

trataron con los extractos de A. versicolor y M. anisopliae, además se contó con un grupo 

tratado con el vehículo utilizado y un grupo control. Se realizó el registro de la 

sobrevivencia y el volumen tumoral.  

La sobrevivencia fue evaluada diariamente hasta un periodo máximo de 20 d y se registró 

el día de eutanasia de cada individuo de cada grupo. 

El volumen tumoral fue monitoreado de acuerdo con la fórmula:  

  Volumen tumoral = 
(largo × ancho2)

2
 

6.8. Análisis estadístico. 

El análisis estadístico se realizó con el programa estadístico GraphPad Prism 8. Se realizó 

un análisis de varianza de una vía (ANOVA) en los datos con distribución normal. 

Posteriormente se realizó la prueba de Tukey con una p < 0.05 de significancia entre 

medias. Los datos de sobrevivencia se procesaron mediante el análisis de sobrevivencia 

Kaplan-Meier. 
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7. RESULTADOS 

7.1. Actividad antitumoral in vitro de extractos de A. versicolor y M. anisopliae 

contra el linfoma murino L5178Y-R. 

Los hongos se cultivaron en agar PDA y se tomaron fragmentos de este para la 

fermentación. En la Figura 1 podemos observar la morfología del cultivo en placa y el 

cultivo líquido para cada hongo. En el caso de la fermentación de A. versicolor (B), 

podemos observar el crecimiento en la parte superior del medio debido a que se encontraba 

de manera estática, mientras que para el caso de M. anisopliae (D) se observa la biomasa 

dispersa en el medio debido a que se encontraba en constante agitación. 

 

Figura 1: A) A. versicolor en agar PDA; B) Fermentación de A. versicolor al día 15 en CM; C) M. anisopliae 

en agar PDA; D) Fermentación de M. anisopliae al día 7 en PDB. 
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Una vez recuperada y procesada la biomasa se realizó la obtención de extracto hexánico 

y la obtención de extracto con acetato de etilo del sobrenadante, se obtuvieron los 

rendimientos descritos en la Tabla 3, donde podemos observar que en los extractos de 

acetato de etilo se obtuvo mejor rendimiento para el caso de M. anisopliae, mientras que 

en el caso de extractos hexánicos se obtuvo mejor rendimiento en A. versicolor.   

Tabla 3: Rendimiento de extractos de A. versicolor y M. anisopliae. 

 

Los extractos obtenidos fueron evaluados por el método de reducción de MTT en células 

de linfoma murino L5178Y-R, utilizando células PBMC como control, donde se pudo 

observar que las células tratadas con los extractos de acetato de etilo de ambos hongos 

presentaban un IC50 menor comparado con los extractos de hexano, además presentaron 

un IS mayor a 30 (Tabla 4). 

Tabla 4: Actividad antitumoral in vitro de extractos de A. versicolor y M. anisopliae. 
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Por otra parte, al evaluar la actividad antioxidante de los extractos de cada hongo se pudo 

observar que los extractos de acetato de etilo de ambos hongos poseen una mejor actividad 

antioxidante hacia el radical DPPH con valores IC50 por debajo de los 140.2 µg/mL (Tabla 

5). En cuanto a la actividad hemolítica, los extractos de hexano de ambos hongos 

presentaron hemolisis de eritrocitos, mientras que los extractos de acetato de etilo 

mostraron un efecto hemoprotector del eritrocito, evitando la hemólisis con una IC50 

menor a 27 µg/mL. 

Tabla 5: Actividad biológica de extractos de A. versicolor y M. anisopliae. 

 

Con base a los resultados obtenidos en esta primera parte se decidió utilizar los extractos 

de acetato de etilo de A. versicolor y M. anisopliae para el estudio in vivo ya que presentan 

una menor IC50 en la línea celular L5178Y-R, mayor IS, además de su actividad 

hemoprotectora a concentraciones menores de 27 µg/mL.  

7.2. Efecto in vitro de extractos de hongos endófitos de Lophocereus 

marginatus en la regulación de genes relacionados con vías de muerte en el 

linfoma murino. 

Se evaluó por PCR punto final la expresión de genes relacionados con vías de muerte. En 

la Figura 2 se presentan las bandas obtenidas para cada gel y en la Figura 3 se observa 

un mapa de calor con la expresión relativa de cada gen estudiado. Se puede apreciar en 

las células control (sin tratamiento) la expresión de los genes BAX, Cas3, NF-kB, p53 y 

PARP1, mientras que para Bcl-2 no se presentó expresión génica. Por otra parte, las 
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células tratadas con el extracto de acetato de etilo de M. anisopliae presentó la activación 

de Bcl-2 aunque en baja cantidad. Otra característica notable de este extracto es que 

aumentó la expresión casi al doble de Cas3 y p53 respecto al control, mientras que el 

extracto de acetato de A. versicolor inhibió la expresión de Cas3 y PARP1 de las células 

tratadas. 

Todos los tratamientos aumentaron la expresión de p53 en las células tratadas respecto al 

control.  

 

Figura 2: Expresión de genes en gel de agarosa al 1% de células de linfoma L5178Y-R tratadas con los 

distintos extractos (C: control sin tratamiento; 5H: A. versicolor extracto hexánico; 5A: A. versicolor 

extracto de acetato de etilo; 7H: M. anisopliae extracto hexánico; 7A: M. anisopliae extracto de acetato de 

etilo). 
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Figura 3: Mapa de calor de expresión génica de células L5178Y-R tratadas con extractos de A. versicolor 

y M. anisopliae (5H: A. versicolor extracto hexánico; 5A: A. versicolor extracto de acetato de etilo; 7H: M. 

anisopliae extracto hexánico; 7A: M. anisopliae extracto de acetato de etilo). 

7.3. Efecto in vivo de los extractos de hongos endófitos contra el linfoma 

murino L5178Y-R. 

7.3.1. Máxima dosis tolerada. 

La prueba de máxima dosis tolerada fue realizada utilizando los extractos de acetato de 

etilo de ambos hongos, según lo descrito en la sección 7.1. Se utilizaron las 

concentraciones de 100 y 1,000 mg/kg de peso del ratón y como vehículo una solución de 

90% PEG-300, 5% DMSO y 5% etanol al 96%. Se realizó el monitoreo de los ratones 

durante 14 d, sin embargo, para el caso de la dosis de 1,000 mg/kg, la sobrevivencia de 

los ratones no superó la hora posterior a la administración. Por otra parte, los ratones 

tratados con vehículo y con a la concentración de 100 mg/kg presentaron el 100% de 

sobrevivencia a los 14 d, como se observa en la Tabla 6. No se observaron perdidas de 

peso en los ratones tratados (Figura 4) y los resultados de las pruebas de función hepática 

no presentaron valores fuera de lo normal, según los rangos reportados por distintos 

autores y fueron similares a los obtenidos de un ratón control de la misma edad y cepa de 

los ratones utilizados (Tabla 7). 
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Tabla 6: Porcentaje de sobrevivencia a los 14 d de ratones BALB/c tratados con extracto de acetato de etilo 

y vehículo. 

 

 

 

Figura 4: Variación de peso de los ratones tratados con extracto y vehículo durante 14 d. * p < 0.05, ** p 

< 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001. 
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Tabla 7: Pruebas de función hepática realizada a ratones tratados con extracto de A. versicolor, M. 

anisopliae, vehículo y sin tratar. 

 
(Santos et al. 2016; Silva-Santana et al. 2020) 

Dados estos resultados se puede decir que la dosis máxima de los extractos para poder ser 

administrada en el ratón es de 100 mg/kg, por lo que para el tratamiento con tumor se 

decidió administrar tres dosis de 30 mg/kg cada una. 

7.3.2. Efecto de tratamiento con extractos de A. versicolor y M. anisopliae en 

ratones BALB/c que presentan el tumor L5178Y-R. 

Se realizó la administración de tres dosis de 30 mg/kg cada dos d por vía intraperitoneal, 

iniciando el esquema de tratamiento transcurridos los 7 d posteriores a la inoculación del 

tumor. Como se observa en la Figura 5, los ratones control, tratados con vehículo y con 

extracto de M. anisopliae presentaron una sobrevivencia máxima de 10 d, ya que 

exhibieron un tamaño de tumor mayor a 20 mm (Figura 6). Por otra parte, los ratones 

tratados con extracto de A. versicolor presentaron mayor sobrevivencia de forma 

significativa (p = 0.0449), en comparación con los demás tratamientos, llegando hasta el 

día 17. Además, podemos observar en la Figura 6 que el volumen tumoral de este grupo 

no presentó aumento significativo al día 10, en comparación con los demás tratamientos, 

sin embargo, si existieron diferencias significativas entre los tratamientos en el volumen 

tumoral al día 10 (p = < 0.0001). 

 

 



25 

 

 

Figura 5: Sobrevivencia de ratones BALB/c hembras tratados con extracto de acetato de etilo de los hongos 

A. versicolor y M. anisopliae, vehículo y sin tratar. 

 

 

Figura 6: Volumen tumoral de ratones BALB/c hembras tratados con extracto de acetato de etilo de A. 

versicolor y M. anisopliae, vehículo y sin tratar. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001. 
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8. DISCUSIÓN 

En los últimos años la tasa de morbimortalidad del cáncer ha ido en aumento, esto debido 

a la falta de tratamientos efectivos y a los diferentes mecanismos de esta enfermedad para 

evadirlos, con base en esto y dada la coevolución de los tratamientos y el cáncer, diversos 

estudios se han enfocado en la búsqueda de nuevas tecnologías, moléculas y estrategias 

para el tratamiento del cáncer, ya sea atacándolo directamente u optimizando las 

estrategias existentes para mejorar su efectividad (Lluch et al. 2014; Pucci et al. 2019). 

En el presente estudio se produjeron y evaluaron in vitro e in vivo extractos de los hongos 

endófitos A. versicolor y M. anisopliae, obteniéndose buenos rendimientos en 

comparación con estudios anteriores con estos hongos endófitos de L. marginatus 

(Ramírez-Villalobos et al. 2023). Además, los extractos producidos de acetato de etilo y 

hexano obtuvieron valores de IC50 menores a los reportados anteriormente con extractos 

metanólicos. Esto puede deberse a la polaridad de los solventes utilizados y la afinidad 

hacia estos por parte de los compuestos presentes en los extractos. La selección de la 

variedad de solventes permite que la separación de los diferentes compuestos, dada su 

polaridad, aumente la selectividad en células tumorales, impactando directamente en la 

obtención de concentraciones menores en la inhibición del crecimiento en las células 

tumorales de linfoma y mayores para presentar un efecto nocivo en células sanas (Saetung 

et al. 2005; Alzeer et al. 2014).   

Por otra parte, la IC50 reportada para el caso de A. versicolor en el extracto de acetato de 

etilo fue de 13.51 ± 1.62 µg/mL para la línea celular L5178Y-R, siendo comparable con 

lo reportado por Sajna et al. (2020) en extractos de acetato de etilo del género Aspergillus 

en células HeLa y MCF7 con IC50 de 13.46 y 18.75 µg/mL respectivamente. También 

otros autores demostraron la actividad citotóxica de otras cepas de A. versicolor endófito 

y M. anisopliae contra distintos tipos de cáncer (Skrobek y Butt 2005; Quang et al. 2021). 

Cabe destacar que, aunque se ha reportado la actividad citotóxica de A. versicolor y M. 

anisopliae hacia distintas líneas de cáncer, los metabolitos que estos presenten pueden no 

ser los mismos ya que la producción de estos se ve alterada de acuerdo al ambiente nativo 

de cada hongo y la sinergia que estos metabolitos puedan tener entre cada uno de ellos al 

tratarse de extractos crudos. Estos resultados, demuestran el potencial farmacológico de 
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estos extractos ya que reportes anteriores muestran que extractos con IC50 menores a 100 

µg/mL pueden ser purificados posteriormente y presentar compuestos de mayor actividad, 

mejorando los rendimientos en la purificación y obtención de estos compuestos con 

actividad (Dowlath et al. 2020; Canga et al. 2022). 

Las células pueden producir radicales libres como parte de su metabolismo. Estos 

radicales pueden producir daño oxidativo y aumentar el riesgo de padecer ciertas 

enfermedades como diabetes, trastornos cardiovasculares y algún tipo de cáncer (Masisi 

et al. 2016; Ibrahim et al. 2021).  Una de las formas de combatir este daño oxidativo es a 

través de los antioxidantes, los cuales se encargan de prevenirlo y así evitar el daño que 

pueda ocasionar a la célula (Apak 2019). Observamos que el extracto de acetato de etilo 

de A. versicolor endófito de L. marginatus posee actividad antioxidante contra el radical 

DPPH (Tabla 5), la cual ya ha sido reportada en otros estudios con extractos de A. 

versicolor y le es conferida por los metabolitos que este posee siendo derivados de pirona 

producidos por A. versicolor los que han reportado una mayor capacidad antioxidante (Li 

et al. 2018; Shreadah et al. 2019; Khan y Javaid 2022; Hamed et al. 2023). Por otra parte, 

Shin et al. (2014) mostraron que 23 aislados distintos de M. anisopliae poseen actividad 

antioxidante contra el radical DPPH. La presencia de estos compuestos de actividad anti 

oxidante muestra potencial farmacéutico sinérgico, ya que al mezclarse con otros 

tratamientos quimioterapéuticos o radiactivos pudiera generarse un efecto protector en 

células sanas mejorando la actividad antitumoral e indirectamente la reducción de los 

efectos secundarios (Humne y Lokhande 2023). 

La evaluación de la hemólisis es importante para determinar la citotoxicidad de un 

compuesto que pueda entrar en contacto con un sistema biológico (Sæbø et al. 2023). Se 

observó que los extractos de acetato de etilo de ambos hongos poseen actividad anti-

hemolítica con valores de IC50 inferiores a 27 µg/mL, mientras que los extractos de hexano 

producen la hemólisis de eritrocitos. Esto nos indica que los extractos de acetato de etilo 

poseen compuestos que reducen el daño oxidativo ocasionado por el AAPH lo que impide 

la ruptura de la membrana del eritrocito (Nuruki et al. 2021). Además, estos extractos, 

presentan mayor capacidad antioxidante contra el radical DPPH, lo que nos indica que en 

estos se encuentran metabolitos con gran capacidad antioxidante. Es importante resaltar 
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que la aplicación de tratamientos quimioterapéuticos se realiza de manera intravenosa, por 

lo cual este efecto antihemolitico es importante para proteger eritrocitos y otras células 

del torrente sanguíneo, evitando de esta manera la presencia de anemia en algunos 

pacientes (Greco et al. 2020; Azab y Mostafa 2021; Ousaaid et al. 2022). 

Los compuestos bioactivos pueden modular una o varias vías moleculares involucradas 

en la carcinogénesis (Cicero et al. 2017). Algunas de las vías que pueden regular estos 

compuestos en cáncer son apoptosis, metástasis y angiogénesis, entre otras (Jin et al. 2018; 

Maruca et al. 2019; Méresse et al. 2020). 

Evaluamos la expresión de genes principalmente relacionados con vías de muerte, donde 

para el caso del extracto de acetato de etilo de A. versicolor podemos observar que se 

presenta una inhibición en la expresión de PARP1 y Cas3. Además, el extracto hexánico 

de M. anisopliae redujo también la expresión de estos dos genes respecto al control (Tabla 

4). La inhibición de PARP1 ha sido estudiada ampliamente como candidato para el 

tratamiento de varios tipos de cáncer ya que se ha descubierto que sus inhibidores pueden 

sensibilizar en el tratamiento de la quimioterapia, así como evitar la proliferación de 

células defectuosas (Zaremba y Curtin 2012; Zhu et al. 2016), por lo que la inhibición de 

este gen puede ser un proceso clave para la acción citotóxica del extracto de acetato de 

etilo de A. versicolor hacia el linfoma murino. 

Por otra parte, se ha visto que además de su papel en la apoptosis, caspasa 3 posiblemente 

este implicada en la angiogénesis (Feng et al. 2017) y proliferación tumoral (Huang et al. 

2011) en algunos tipos de cáncer (Eskandari y Eaves 2022). En un estudio se demostró 

que al inhibir caspasa 3 en cáncer de colon se aumentó la sensibilidad a la quimioterapia, 

además de disminuir la metástasis e invasión del cáncer de colon (Zhou et al. 2018). Sin 

embargo, aún no se conoce si pudiera tener el mismo efecto en linfoma. 

El aumento de caspasa 3 suele ser un signo de que la célula está efectuando apoptosis, ya 

sea por vía intrínseca o extrínseca (Eskandari y Eaves 2022; Silva et al. 2022) y 

recientemente se ha encontrado que en algunos casos puede existir activación de caspasa 

3 mediada por GSDME provocando piroptosis (Fang et al. 2020; Hu et al. 2020; Bhat et 

al. 2023). El extracto de acetato de etilo de M. anisopliae indujo un aumento de casi el 

doble de la expresión de caspasa 3, p53 y PARP1 respecto al control, un aumento de la 
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expresión de Bax, además en este caso en particular se presentó expresión de Bcl-2, la 

cual corresponde a una proteína antiapoptótica, sin embargo, según la bibliografía esta 

puede estar expresada, pero mantiene una estrecha relación con Bax (una proteína 

proapoptótica) las cuales en conjunto regulan la apoptosis de la vía intrínseca actuando a 

nivel de la mitocondria, permitiendo la permeabilización de su membrana (Luo et al. 2020; 

Carpenter y Brady 2023). 

Se ha reportado que los niveles de PARP1 y caspasa 3 aumentan cuando se está llevando 

a cabo un proceso apoptótico, principalmente por la vía intrínseca al existir un daño en el 

DNA (Hadisaputri et al. 2021). Además, la expresión de caspasa 3 también puede ser 

desencadenado por la activación de p53 y finalizar en apoptosis. La activación de estas 

tres proteínas está relacionada entre si (Akpolat et al. 2020; Wu et al. 2021) por lo que se 

sugiere que el extracto crudo de acetato de etilo de M. anisopliae pudiera tener el efecto 

antitumoral induciendo apoptosis por vía intrínseca. 

Algo destacable es que todos los extractos aumentaron la expresión de p53 comparado 

con las células sin tratamiento, esto es beneficioso ya que cuando este gen supresor de 

tumores se ve regulado negativamente hay un mayor desarrollo y crecimiento del tumor, 

así como una reducción de la apoptosis (Wong 2011). 

En el caso de NF-κB no existió mucha variación en la expresión en comparación con la 

célula control, este gen es generalmente asociado a metástasis, resistencia a tratamiento y 

desarrollo del cáncer, además un estudio en células de linfoma murino demostró al inhibir 

este gen y administrar un agente apoptótico aumentaba la apoptosis celular in vitro y 

alargaba la sobrevivencia in vivo (Lerma-Díaz et al. 2006; Xia et al. 2014).  

Dado lo observado se puede decir que los extractos de hexano y acetato de etilo de A. 

versicolor y M. anisopliae modulan la expresión de genes relacionados con vías de muerte 

en linfoma murino L5178Y-R. 

En el experimento in vivo se observó que el tratamiento con extracto de acetato de etilo 

de A. versicolor no permitió el crecimiento del tamaño tumoral durante los primeros 10 d 

y aumentó la sobrevivencia de este grupo de ratones a comparación del grupo control sin 

tratamiento (Figura 5 y Figura 6) llegando hasta los 17 d, lo cual representa un mayor 
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tiempo de sobrevivencia  según lo reportado en estudios in vivo con la línea celular 

L5178Y utilizando vincristina, con una sobrevivencia  máxima de 15 d (Almaguer et al. 

2023). Este efecto puede deberse a lo encontrado en la inhibición de PARP1 y caspasa 3, 

sin embargo, es importante ampliar el estudio para entender el mecanismo en que el 

extracto actúa además de realizar un estudio in vivo de la expresión para confirmar si se 

tiene el mismo efecto molecular tanto in vitro como in vivo. Por otra parte, en el caso del 

tratamiento con extractos de acetato de etilo de M. anisopliae y el grupo de vehículo no 

se observaron aumentos en la sobrevivencia a comparación del control sin tratamiento 

(Figura 5), por lo que se sugiere un nuevo estudio con un régimen de tratamiento mayor. 

La eficacia in vivo de extractos de distintos hongos hacia diversos tipos de cáncer ha 

mostrado resultados prometedores como alternativa de tratamiento, ya que representan 

fuentes importantes de compuestos con poder bioactivo contra el cáncer (Motta et al. 

2021; Pathak et al. 2022). Estudios in vivo en modelos de linfoma L5178Y han demostrado 

que extractos crudos como Lophocereus schottii pueden reducir el volumen tumoral y 

aumentar la sobrevivencia en ratones BALB/c (Orozco-Barocio et al. 2013).  
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9. CONCLUSIONES 

Los extractos obtenidos de los hongos Aspergillus versicolor y Metarhizium anisopliae, 

endófitos de Lophocereus marginatus, poseen actividad antitumoral contra el linfoma 

murino L5178Y-R, modulando la expresión génica de PARP1, caspasa 3, NF-κB y p53.  

Los extractos de acetato de etilo poseen actividad hemoprotectora hacia eritrocitos 

humanos. 

El extracto de acetato de etilo de A. versicolor prolonga la sobrevivencia en ratones 

BALB/c con tumor L5178Y-R, disminuyendo el tamaño tumoral durante el tratamiento. 
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10. PERSPECTIVAS 

a) Purificar y caracterizar los compuestos presentes en los extractos de acetato de 

etilo de A. versicolor. 

b) Evaluar los compuestos presentes en el extracto. 

c) Ampliar la lista de genes para estudiar otras vías de regulación. 

d) Obtener uno o varios compuestos que puedan ser usados como posibles 

tratamientos contra linfoma u otros tipos de cáncer. 
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