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Fracción semipurificada de Ganoderma lucidum con acti-
vidad antitumoral.
Se ha desarrollado un procedimiento de obtención de una
fracción semipurificada de Ganoderma lucidum. Esta frac-
ción se extrae por disgregación de cuerpos fructíferos, re-
suspensión en metanol 10%, evaporación del extracto so-
luble y disolución en methanol absoluto. La muestra se
adsorbió en silicagel y se aplicó en columna (1x15,5 cm),
cromatografiándose con fase móvil de fase móvil de bu-
tanol: ácido acético: agua (3:1:1). Las fracciones de inte-
rés presentando un Rf de 0,74 se mezclaron, se evaporó
el solvente y la muestra final se resuspendió en DMSO
(Dimetilsulfóxido) para obtener la Fracción Semipurifica-
da Activa de Ganoderma lucidum (FSAGL). Esta fracción
es potencialmente aplicable al tratamiento antitumoral de
procesos cancerosos de tipo linfoma y leucemia.
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DESCRIPCIÓN

Fracción semipurificada de Ganoderma lucidum con actividad antitumoral.

Sector de la técnica

La invención se encuadra en el sector de la obtención de productos naturales de baja toxicidad tradicionalmente
utilizados en Medicinas Orientales. Por tanto, puede considerarse que la invención puede ser de utilidad para el de-
sarrollo de nuevas formulaciones farmacéuticas en el tratamiento de la actividad tumoral de células cancerosas. La
invención muestra una preparación de compuestos de Ganoderma lucidum que pueden ser utilizados para tratamiento
antitumorales, como leucemias humanas, linfomas, etc. Por tanto, la invención presenta aplicabilidad en el sector de
productos farmacéuticos con actividad farmacológica antitumoral.

Estado de la técnica

Biotecnológicamente los hongos filamentosos y las levaduras son más conocidos que otros parientes microscópicos
filamentosos que, además, se reproducen macroscópicamente de manera sexual mediante “setas” o cualquier otro tipo
de fructificación de menor o mayor tamaño como el género Ganoderma.

Como fuentes de sustancias con actividad biológica, los hongos son de utilidad en medicina así como en bioin-
dustria, y constituyen la base de varios procesos biotecnológicos para la producción comercial de muchos compuestos
químicos: fármacos como, por ejemplo, la ergometrina, preparados vitamínicos y varios antibióticos, principalmente
penicilina y griseofulvina [1]. Por otro lado, los hongos presentan aplicaciones en la industria químico-farmacéutica,
medio-ambiental, en silvicultura, etc.

De las 14.000 especies de hongos conocidas, se considera que el 50% posee grados de comestibilidad variables,
más de 2.000 son seguros y se conoce que alrededor de 700 especies poseen propiedades farmacológicas significativas
2-5. Los hongos poseen principios activos que permiten bajar el colesterol en sangre, reducir la hiperlipidemia, como
antitrombóticos, moduladores de la presión arterial en la sangre. De ellos, se han aislado e identificado sustancias con
efectos antivirales, inmunomoduladores, antioxidantes, cardiovasculares, antihiper-colesterolémicos, antibacteriales,
antiparasitarios, hepato-protectores y antidiabéticos.

Ganoderma lucidum, “Lingzhi” en la terminología china y “Reishi” en la japonesa, se ha usado durante mucho
tiempo en China para prevenir y tratar varias enfermedades humanas. Los efectos de immuno-modulación de los po-
lisacáridos G. lucidum son extensos. Los efectos antitumorales de G. lucidum están siendo activamente investigados.
Diferentes compuestos químicos [6] como triterpenos, polisacáridos, proteínas, aminoácidos, nucleósidos, esteroides,
alcaloides, ácidos grasos y enzimas, se han aislado del micelio y cuerpo fructífero de diferentes especies de Ganoderma
[7-10] Los constituyentes más importantes desde el punto de vista farmacológico son triterpenos y polisacáridos. Se
han encontrado cerca de 150 triterpenos en especies de Ganoderma (entre ellos el ácido ganodérico C1 y el ganoderma-
triol). Los polisacáridos de G. lucidum se obtienen a partir de extractos acuosos como el Ganopoly®, extracto acuoso
patentado (fracción polisacárida) que se encuentra en fase clínica y eficaz contra la diabetes mellitus tipo II [11].
Recientemente, se han encontrado compuestos activos en Ganoderma con numerosos efectos farmacológicos tales
como antialergénico, antiviral, antihepatotóxico, cardiovascular, anti-VIH, inmunomodulador, antitumoral, entre otros.

Efectos cardiovasculares e anti-hipercolesterolémicos

Así, se evaluó la actividad cardiovascular de un extracto acuoso del micelio de G. lucidum en conejos y ratas
observándose que el extracto disminuyó la tensión arterial sistólica y diastólica [12].

Efectos antibacterianos y antimicóticos

Varias especies de Ganoderma (G. lucidum, G. applanatum y G. oregonense) poseen un alto grado de actividad
anti-estafilococos, estreptococos y con Bacillus pneumoniae, aumentando la actividad del sistema inmune y su efecto
antiviral [13]. También se ha estudiado el efecto de extractos de G. lucidum con cuatro clases de antibióticos (ampi-
cilina, cefazolina, oxytetraciclina y cloranfenicol) y se observándose un efecto sinérgico al combinarlo con cefazolin
contra el Bacillus subtilis y Klebsiella oxytoca [14].

Efectos Antivirales

Ganoderiol F y ganodermanontriol, triterpenos aislados de extractos metanólicos de cuerpos fructíferos de G.
lucidum, poseen actividad anti-VIH-1 [15].

Efectos Antitumorales

Muchos trabajos revelan que extractos de G. lucidum poseen efectos anti-proliferativos en células tumorales de
leucemia, cáncer de pulmón, cáncer de mama, cáncer colonrectal, cáncer de vejiga y el cáncer de próstata. Resultados
obtenidos con un extracto acuoso del medio de cultivo de G. lucidum indican que la suplementación dietética con el
mismo inhibe el desarrollo de tumores pulmonares, [16].
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También se ha señalado que extractos acuosos de cuerpos fructíferos de G. lucidum, G. sinense, y G. tsugae tienen
actividad antitumoral en células de cáncer de mama humanas y actividad immuno-moduladora en linfocitos murinos
[17].

Investigando los efectos de un extracto G. lucidum en una línea celular humana de cáncer colonrectal se ha en-
contrado que dicho extracto inhibía la proliferación de células de cáncer humanas colonrectales y posee propiedades
antioxidantes [18]. G. lucidum inhibe la proliferación celular de manera dosis y tiempo dependientes, además, induce
apoptosis con una disminución en los niveles de expresión de NF-κB, Bcl-2 y Bcl-xl, aumento en la expresión de
Bax causando el aumento de la proporción de Bax/Bcl-2 y Bax/Bcl-xl [19]. Estudiando el efecto de G. lucidum sobre
angiogénesis relacionada con el cáncer de próstata se ha encontrado que G. lucidum inhibe eventos tempranos de la
angiogénesis, en concreto la morfogénesis capilar de las células endoteliales aórticas humanas [20].

Las esporas y los cuerpos fructíferos de G. lucidum inhiben la invasión de células de cáncer de mama y próstata
por un mecanismo común y pueden tener potencial terapéutico para el tratamiento de cáncer [21-23].

Apoptosis

La muerte apoptótica da lugar a una serie de cambios morfológicos muy bien definidos [24]. Tanto el núcleo como
el citoplasma se condensan, el ADN se rompe, la membrana nuclear se degrada, y la célula se deforma. Por último,
se forman cuerpos apoptóticos que serán fagocitados por macrófagos y células adyacentes sin que se produzca una
respuesta inflamatoria.

La apoptosis se da a través de una secuencia muy bien determinada de cascadas de señalización. Se han descrito dos
vías principales de señalización intracelular que dan lugar a la muerte apoptótica: la vía intrínseca y la vía extrínseca.

La vía intrínseca está regulada por los miembros de la familia de la Bcl-2 [25]. El primer miembro que se descubrió
fue el protooncogen Bcl-2, observándose que su expresión no promovía la proliferación celular como otros oncogenes,
sino que bloqueaba la muerte celular ante múltiples estímulos fisiológicos y patológicos [26-27].

Dentro de la familia de la Bcl-2, existen miembros anti-apoptóticos que promueven la supervivencia, y miembros
pro-apoptóticos con función opuesta. El primer homólogo pro-apoptótico de la Bcl-2 descubierto fue la proteína Bax,
identificada por su interacción con la Bcl-2 [28]. Todas estas proteínas presentan, como mínimo, una de las cuatro
regiones o dominios homólogos a Bcl-2 (BH1-BH4, del inglés Bcl-2 homology), lo cual les permite interaccionar
entre ellos formando homodímeros o heterodímeros, regulando así su función [29].

Las proteínas de la familia de la Bcl-2 se pueden regular a nivel transcripcional y post-traduccional (mediante
cambios conformacionales o por fosforilación). En condiciones normales, las proteínas anti-apoptóticas como Bcl-
2 o Bcl-xL están ancladas en determinadas membranas intracelulares como la mitocondria, el retículo endoplásmi-
co o la membrana nuclear [30]. Ambas proteínas actúan inhibiendo a los miembros pro-apoptóticos a través de la
heterodimerización con éstos [31].

En cambio, Bax se localiza en el citosol y después de un estímulo apoptótico es translocada a la membrana mito-
condrial externa donde se integra y forma oligómeros o multímeros [32-37].

Varios estudios demuestran la regulación a nivel transcripcional de miembros de la familia de la Bcl-2 en respuesta
a diversos estímulos apoptóticos o citotóxicos, observándose una disminución de la expresión de Bcl-2 y/o Bcl-xL
[38-39] y un aumento de la expresión de Bax [40-42]

La vía extrínseca se inicia por la activación de receptores de muerte de la familia del TNF (del inglés, Tumor ne-
crosis factor) anclados a la membrana plasmática. La familia del TNF está constituida por varios grupos de receptores,
entre los cuales destacan el TNFR1 (del inglés, TNF-receptor 1), el APO1/FAS/CD95 (del inglés, Apoptosis antigen-
1) y el TRAILR1 (del inglés, TNF-related apoptosis inducing ligand receptor 1). La activación del receptor se inicia
a través de ligandos específicos. Cuando el ligando se une a su receptor, los dominios de muerte se asocian con las
proteínas adaptadoras que contienen los dominios efectores de muerte [43].

Cascadas de señalización

La vía de las MAPK es una de las más conservadas a lo largo de la evolución y está formada por tres subfamilias:
la vía de las Erks (del inglés, Ras/extracelular signal regulated kinase), la vía de la p38 y finalmente, la vía de
la SAPK/JNK (del inglés, Stress-Activated Protein Kinase/c-Jun N-terminal Kinase [44]. Hasta el momento se han
identificado aproximadamente unos 20 miembros de la familia de las MAPK [45]. La vía de las MAPK se caracteriza
por ser activada en respuesta a una amplia variedad de estímulos extracelulares, aparte de los factores de crecimiento,
como son el suero, las citoquinas, el calcio, las hormonas y los neurotransmisores [46]. En general, se asocia la vía de
la Erk con la diferenciación/supervivencia, y las otras dos vías son inductoras de apoptosis [47].
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AKT

La activación de Akt/PKB juega un papel fundamental en prevenir la muerte celular por apoptosis, ya que fosforila
e inactiva muchas proteínas implicadas en apoptosis. Una de sus dianas es el miembro de la familia Bcl-2, Bad.
La actividad de Akt/PKB aumenta los niveles de proteínas anti-apoptóticas incluidas Bcl-2 y Bcl-x y un número de
moléculas de adhesión a matriz. La actividad inducida por Akt/PKB también se ha visto unida a la expresión del factor
de transcripción anti-apoptótico NF-κB [48].

Relación con otras patentes

Los siguientes documentos hacen referencia a las patentes más relacionadas con la extracción de principios activos
de G. lucidum:

- En el documento de patente US20080112967 (Process for Refining Ganoderma Spore Polysacchoride), se des-
cribe un método de extracción en agua a 70-90ºC de polisacáridos a partir de esporas de Ganoderma.

- En los documentos de patente US7323176 y US20070104729 [Immuno-modulating antitumor activities of G.
lucidum (reishi) polysaccharides], se describen un método de extracción (alcalino), a partir de basidiocarpos de G.
lucidum, con respuesta inmunomoduladora antitumoral.

- En el documento de patente US20070105814 (Methods and compositions associated with administration of an
extract of G. lucidum), se describe la utilización de un lipopolisacárido con actividad estimuladora en macrófagos,
mediante un método de extracción en solución alcalina de G. lucidum.

- En el documento de patente US20080112966 (Extracts and methods comprising Ganoderma species), se descri-
ben diferentes métodos de extracción basados en nieve carbónica, para la obtención, entre otros compuestos, de ácidos
ganodéricos.

- En el documento de patente US7258862 (Mushroom extracts having anticancer activity), se describen una se-
rie de métodos de extracción en una mezcla de disolventes orgánicos (metanol, etanol, diclorometanol y acetato de
etilo), para el tratamiento de leucemias, a partir de micelio de Trametes zonata y de otros hongos, como Ganoderma
adspersum.

- En el documento de patente US20070231339 (Fungal immunostimulatory compositions), se describe, un método
de extracción alcalino (0.1 N de NaOH) de basidiocarpos de G. lucidum, trabajando con una determinada fracción
glicoproteica con actividad inmunomoestimuladora.

Explicación de la invención

Procedimiento de obtención de una Fracción Semipurificada Activa de Ganoderma lucidum (FSAGL)

El procedimiento comprende varias etapas:

Cultivo del hongo

La cepa del hongo patógeno facultativo G. lucidum, que se conserva en la Micoteca del Dpto. de Biologia Vegetal
de la Universidad de Alcalá, se aisló a partir de un carpóforo que fructificaba en raíces de Quercus ilex (encina) en
Cáceres (España), en medio de cultivo Agar-Malta (MA). La expansión miceliar se realiza en sustratos sólidos de tipo
lignocelulósicos [49]. El bloque miceliar origina fructificaciones, al cabo de 1 -2 meses, en condiciones controladas
ambientales.

Extracción metanólica

El procedimiento implica disgregación de los cuerpos fructíferos obtenidos en nitrógeno líquido resuspendiendo
posteriormente el material en metanol 10% para extraer principios activos con agitación a 4ºC por 24 horas.

Cromatografía en Columna de Silicagel

El procedimiento de obtención de una fracción activa de Ganoderma lucidum se diseñó evaporando extracto me-
tanólico y aplicándolo en una columna de silicagel. Las fracciones cuyo Rf corresponde a 0,74 en elución con 3:1:1
butanol: ácido acético: agua se consideran como portadoras de principios activos con posible actividad antitumoral. A
partir de ellas se recoge la muestra final en Dimetilsulfóxido (FSAGL) de la que mostramos actividad antitumoral y
posible uso como medicamento.
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La FSAGL de Ganoderma lucidum reduce la viabilidad de células DA-1 de linfoma murino

La FSAGL produce disminución de la viabilidad en células DA-1 de linfoma murino en tratamientos a diferentes
tiempos con potencial aplicación en tratamientos terapéuticos de linfomas.

La FSAGL de Ganoderma lucidum actúa como citotóxico en células DA-1 de linfoma murino

La FSAGL produce toxicidad fragmentando el ADN al aplicarse en células de linfoma murino.

La FSAGL de Ganoderma lucidum produce cambios en la expresión de factores apoptóticos y quinasas intracelu-
lares en DA-1

La FSAGL modifica los niveles de factores implicados (p53, Bax, Bcl2) en el proceso de apoptosis en células de
linfoma murino lo que indica que está actuando sobre el proceso de muerte celular programada (apoptosis) en las
células DA-1.

La FSAGL también produce cambios en factores como la quinasa Akt y cambios de fosforilación de Akt lo que
indica que está alterando la cascada de señalización celular.

La FSAGL tiene potencial aplicación terapéutica como medicamento antitumoral en células de linfoma.

La FSAGL de Ganoderma lucidum reduce la viabilidad de células leucémicas humanas NB4

La FSAGL produce una disminución de la viabilidad celular del cultivo de células leucémicas humanas resul-
tando citotóxica. Esta fracción podría ser potencialmente aplicada para tratamientos terapéuticos como medicamento
antitumoral en células leucémicas humanas.

La FSAGL de Ganoderma lucidum induce apoptosis en células leucémicas humanas NB4

La FSAGL produce la muerte celular induciendo fragmentación de ADN en células leucémicas humanas. Dicha
fracción produce inducción de apoptosis con exposición de fosfatidilserina en la cara externa de la membrana celular
por el método anexina V-FITC (Isotiocianato de Fluoresceína). La aparición de células anexina-V positivas representa
las células apoptóticas. La FSAGL tiene potencial aplicación terapéutica como medicamento antitumoral en células de
leucemia humana.

La FSAGL cambia los patrones de expresión de proteínas relacionadas con la apoptosis en células leucémicas
humanas NB4

El tratamiento de las células NB4 durante 19 horas con la FSAGL disminuye significativamente los niveles de
p53, los niveles de Bcl-2 mientras que Bax aumenta ligeramente en todos los casos respecto al control. Esto indica
que la FSAGL altera la señalización de la apoptosis. Se ha estudiado el efecto de este tratamiento sobre quinasas
intracelulares. Después del tratamiento respecto al control Akt, Erk y sus formas fosforiladas disminuyen su intensidad
respecto al control. Esta disminución no es tan marcada en el caso de Erk y p-Erk. Estos resultados indican que la
cascada de transducción de señales dentro de la célula está alterada por la FSAGL.

Análisis elemental

La FSAGL presenta una composición elemental definida. Se realizó el análisis elemental obteniéndose la propor-
ción de carbono, oxígeno, hidrógeno, nitrógeno y azufre.

Descripción de los dibujos

Figura 1. Viabilidad de células DA-1 tratadas con la FSAGL. Se representa el porcentaje de viabilidad celular
medido como impermeabilidad a yoduro de propidio tras tratamiento con la FSAGL durante 13, 19 y 24 horas. Los
resultados representan la media de tres experimentos diferentes ± el error estándar de la media. Diferencia significativa
* (p < 0,05) prueba t-Student.

Figura 2. Fragmentación de ADN medida como cantidad de ADN subdiploide en células DA-1 tratadas con la
FSAGL. Las barras representan el porcentaje de ADN subdiploide en células control (sin tratamiento) y tratadas con
la FSAGL durante 13, 19 y 24 horas. Los resultados representan la media de tres experimentos ± error estándar de la
media Diferencia significativa * (p < 0,05) prueba t-Student.
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Figura 3. Niveles de expresión de proteínas pro- y anti-apoptóticas en células DA-1 tratadas durante 13, 19 y 24
horas con la FSAGL. Resultados de un experimento representativo de “Western-blot”. Los valores mostrados están
corregidos con la intensidad de la banda de actina y el porcentaje de expresión de proteína está también corregido
respecto a su intensidad en el control de células sin tratamiento considerado el 100%.

Figura 4. Viabilidad de células NB4 de leucemia humana tratadas con la FSAGL (sin diluir y diluido al 15% y 40%
de concentración, respectivamente) durante 19 horas. Se representa el porcentaje de viabilidad celular medido como
impermeabilidad celular a yoduro de propidio (IP) y el contaje de células con bajo nivel de fluorescencia intracelular
de IP y baja unión a anexina V-FITC (dobles negativas a IP y anexina V-FITC). Los valores representan las medias de
tres experimentos diferentes ± el error estándar de la media. Diferencia significativa * (p < 0,05) prueba t-Student.

Figura 5. Inducción de apoptosis en células NB4 leucémicas humanas después de tratamiento con la FSAGL (sin
diluir y diluido al 15% y 40% de concentración, respectivamente) durante 19 horas. La apoptosis celular se midió
como inducción de fragmentación de ADN (porcentaje de ADN subdiploide) y el contaje de células con alta unión de
anexina V-FITC (células anexina positivas) de cultivos control (sin tratamiento) y tratadas con la FSAGL sin diluir y
diluida al 15% y 40% durante 19 horas. Estos valores representan las medias de tres experimentos diferentes ± el error
estándar de la media. Diferencia significativa * (p < 0,05) prueba t-Student.

Figura 6. Niveles de expresión de proteínas de apoptosis en células leucémicas humanas después del tratamiento
con la FSAGL diluido al 15% durante 19 horas. Tras el tratamiento, se realizó “Western-blot”. Las autorradiografías se
escanearon. Las intensidades de las bandas correspondientes a p53, Bcl2 y Bax se corrigieron respecto a la intensidad
de la banda de actina como un control de expresión constitutiva. Los valores obtenidos se corrigieron a la intensidad
de la banda de cada proteína (p53, Bcl2 y Bax) en células control sin tratamiento considerada ésta como 100%.

Figura 7. Niveles de expresión de proteínas quinasas intracelulares en células leucémicas humanas después del
tratamiento con la FSAGL diluido al 15% durante 19 horas. Tras el tratamiento, se realizó “Western-blot”. Las auto-
rradiografías se escanearon. Las intensidades de las bandas correspondientes a Akt, pAkt, Erk, p-Erk se corrigieron
respecto a la intensidad de la banda de actina como un control de expresión constitutiva. Los valores obtenidos se corri-
gieron a la intensidad de la banda de cada proteína (p53, Bcl2 y Bax) en células control sin tratamiento considerada
ésta como 100%.

Tabla 1. Resultados del análisis elemental de la FSAGL. Contenido porcentual de cada elemento presente en la
FSAGL del cuerpo fructífero de G. lucidum analizado enunLECO “CHNS-932”.

Modo de realización

Métodos

Cultivo de Ganoderma lucidum

La cepa del hongo patógeno facultativo filamentoso G. lucidum, se aisló a partir de un carpóforo que fructificaba
en raíces de Quercus ilex (encina) en Cáceres (España). El cultivo se realizó a partir de un pequeño fragmento del
contexto del carpóforo, en medio sólido Agar-Malta (MA) 33,6 g/l, que generó el micelio para más tarde cultivarlo y
repicarlo, tanto en medio sólido como en medio líquido (malta, 10%).

Para generar las fructificaciones de G. lucidum, se deben utilizar sustratos sólidos lignocelulósicos [49], adecua-
damente hidratados y esterilizados, para después inocularlos in vitro con micelio de G. lucidum e incubarlos hasta la
total colonización miceliar. Con posterioridad, el bloque miceliar origina las fructificaciones ex vitro, en 1-2 meses, en
condiciones controladas ambientales.

Células DA-1 de linfoma de ratón

DA-1 es una línea celular dependiente de IL-3 originada de un linfoma de ratón [50]. Diferentes estudios realizados
sobre estas células indican que mueren por apoptosis en ausencia del factor de crecimiento IL-3 en un mecanismo
dependiente de p53. Sin embargo no requiere aumento en la expresión de esta proteína pro-apoptótica ya que el no
estar sobreexpresada sólo repercute en un retraso de la muerte celular [51]. Constituye un buen modelo de estudio
en células tumorales que sufren apoptosis bajo determinados agentes antitumorales, como etopósido e hidroxiurea
[52] permitiéndonos profundizar en el conocimiento de las rutas que intervienen en estos mecanismos. Estas células
se mantuvieron en cultivo a 37ºC con 5% CO2, en medio IMDM (Gibco-Life Technologies) con 10% SFB, 2 mM
L-glutamina, 0,025 mM β-mercaptoetanol y 5% de medio condicionado de WEH1-3B como fuente de interleuquina
3. La línea celular WEHI-3B se empleó como fuente productora de medio condicionado con IL-3, necesario para la
supervivencia de las células DA-1. Se extrajo su medio sobrenadante por centrifugación a 1200 rpm, 5 minutos y
posterior filtración. A las células DA-1 se añadió 5% de este medio condicionado.

Células de leucemia promielocítica aguda humana NB4

Línea celular humana NB4 de leucemia promielocítica aguda se mantuvieron en cultivo a 37ºC y 5% CO2 en medio
RPMI (Gibco-Life Technologies) con suero fetal bovino (SFB) al 10%, penicilina y estreptomicina 1% y 0,02 mg/ml
gentamicina.
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Fracción Semipurificada Activa de Ganoderma lucidum (FSAGL)

Se realizó un extracto metanólico de diferentes cultivos de G. lucidum. El cuerpo fructífero obtenido de cultivo
en medio sólido se disgregó con nitrógeno líquido, y resuspendió a una concentración 50 mg/ml en metanol 10%,
permitiendo la extracción con agitación a 4ºC por 24 horas. Posteriormente se filtró, se guardó el sobrenadante, y el
precipitado se extrajo 2 veces más. Se unieron los sobrenadantes en un matraz y se evaporó el solvente en un rotavapor
a 30ºC. La muestra o el respectivo extracto metanólico se recuperó resuspendiendo en 9 ml de metanol absoluto.

Cromatografía en Columna de Silicagel

El extracto metanólico obtenido en el apartado anterior se evaporó (4.5 ml) en 0,2 g de silicagel, y se colocó en una
columna de silicagel (1x15,5 cm). La columna se eluyó con 3:1:1 butanol: ácido acético: agua, recogiéndose fracciones
de 0,2 ml, y mediante comparación con el patrón que se obtiene en cromatografía en capa fina (TLC), se seleccionaron
las fracciones de interés (aquellas cuyo Rf corresponde a 0,7). Posteriormente, se evaporó el solvente con una bala de
nitrógeno, se resuspendió la muestra final (1,6 mg) en 0,01 ml de DMSO y se unieron todas las muestras obtenidos
para obtener la FSAGL.

Tratamiento de células DA1

Para el tratamiento de estas células, se incubó 1 ml de células a una concentración 0,5 x 106 células/ml en placas
de 12 pocillos durante 13, 19 y 24 horas con 13 µl de la FSAGL. Se utilizó un cultivo de células sin tratamiento como
control negativo y células tratadas con 13 µl de DMSO como control de la acción del solvente utilizado para la FSAGL.

Tratamiento de células NB4

Se incubó 1 ml de células a una concentración 0,5x106 células/ml en placas de 12 pocillos durante un período de
19 horas, con 5 µl o 2 µl de la FSAGL (cuando se estudió el efecto de dosis) utilizando como control negativo células
sin tratamiento y tratadas con 5 µl de DMSO como control del solvente utilizado para la FSAGL.

Viabilidad celular. Tinción con Ioduro de Propidio

La integridad de la membrana plasmática se ve comprometida en las células necróticas, de manera que al teñirlas
con ioduro de propidio (IP), éste puede acceder al núcleo celular y unirse al DNA, permitiendo de esta manera cuan-
tificar la viabilidad celular por su impermeabilidad a ioduro de propidio. Para este ensayo se tomaron 0,3x106 células
tratadas en diferentes condiciones, se lavaron con PBS, y se resuspendieron en 500 µl de PBS y antes de observar
en el citómetro de flujo se agregó ioduro de propidio a una concentración final 5 µg/ml. La fluorescencia emitida fue
analizada en un FACScalibur (Becton Dickinson, San José, CA) y para procesar los datos en el laboratorio se utilizó
el programa WinMDI 2.8 (Trotter Josep).

Cuantificación de ADN subdiploide

La tinción con IP proporciona información sobre el contenido de ADN, dado que es un agente intercalante de ADN
que permite distinguir y cuantificar, mediante la utilización de un citómetro de flujo, la distribución de las células a lo
largo de las diferentes fases del ciclo celular, y contabilizar las células apoptóticas según la aparición de ADN de bajo
peso molecular, característico de las células apoptóticas. Así realizamos tinciones con ioduro de propidio sobre células
tratadas, para determinar si los tratamientos inducían apoptosis. Para ello, se lavaron 0,3x106 células tratadas con PBS
y se resuspendieron en 500 µl de PBS con 0,1% v/v Nonidet P-40 y 0,5 mg/mL de ribonucleasa A. Se incubaron
durante 30 minutos para permeabilizar la membrana celular y se tiñeron con ioduro de propidio a una concentración
final 50 µg/ml. Se analizó la fluorescencia emitida por el ioduro de propidio, mediante citometría de flujo utilizando
un citómetro FACScalibur (Becton Dickinson, San José, CA) y para el análisis de los datos se utilizó el programa
WinMDI 2.8.

Ensayos de anexina V-FITC. Exposición de Fosfatidil serina

Durante las fases iniciales de la apoptosis se producen cambios en la superficie celular, uno de éstos es la alteración
de la membrana plasmática, donde se produce una translocación de la fosfatidilserina de la cara interna a la cara externa
de la membrana. La anexina-V es una proteína con alta afinidad a la fosfatidilserina que se utiliza para diferenciar las
células apoptóticas de las células viables donde la fosfatidilserina se encuentra en la cara interna de la membrana
plasmática. La tinción simultánea con IP y anexina-V permite discriminar las células apoptóticas de las células viables
y cuantificarlas mediante citometría de flujo [53]. La determinación de la exposición de fosfatidil serina en células
tratadas se determinó utilizando el test de Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit de Calbiochem. Para este ensayo
se tomaron 0,3x106 células tratadas, se centrifugaron a 1500 rpm por 3 minutos, e incubaron 15 minutos en oscuridad a
temperatura ambiente en 500 µl de PBS, con 10 ml de “Reactivo de unión” y 1,25 µl de anexina V-FITC. Se centrifugó
nuevamente a 2.300 rpm durante 5 minutos para retirar el sobrenadante y resuspender en 500 µl de tampón de unión
en PBS (Tampón de unión 5X diluido en PBS). Se añadieron 10 µl de IP e inmediatamente se analizaron mediante
citometría de flujo en un citómetro FACScalibur (Becton Dickinson, San José, CA) y los datos se analizaron con el
programa WinMDI 2.8.
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Preparación de extractos de proteínas para análisis de “Western-blot”

Para el tratamiento de células DA1 se incubaron 10 ml de células a una concentración 0,5x106 células/ml durante
13, 19 y 24 horas en botellas pequeñas de 40 ml con 130 µl de FSAGL utilizando células sin tratamiento como control
negativo.

Para el tratamiento de células NB4 se incubaron 10 ml de células a una concentración 0,5x106 células/ml en placas
P-100 durante 19 horas. Se trataron con 20 µl de la FSAGL utilizándose células sin tratamiento como control negativo.

Extracción de proteínas

Después de su respectivo tratamiento se levantaron de 10-5x106 de células tratadas y células control sin tratamiento
de la placa y se Usaron incubando durante 30 minutos a 4ºC en 100 µl de tampón de lisis (NaCl 150 mM, EDTA 5
mM, Nonidet-P40 0,5%, 1 mM PMSF, 50 mM Tris pH 8,0). Transcurrido el tiempo de incubación, las muestras se
sonicaron durante 20 segundos a un ciclo del 50% y, posteriormente, se centrifugaron a 14.000 rpm, 5 minutos a 4ºC,
recogiendo el sobrenadante que contienen las proteínas para su posterior análisis.

Cuantificación de proteínas

La concentración de proteínas en los extractos se determinó mediante el método de Bradford [54] de acuerdo a
las indicaciones del fabricante (Bio-Rad Protein Assay). Para ello se realizó una curva patrón con concentraciones
crecientes de BSA. A 1 µl de muestra y a las soluciones patrón se añadió 200 µl de solución Bradford 1X y fueron
incubadas con el reactivo por 5 minutos a temperatura ambiente, se midió la densidad óptica a 595 nm, utilizando
un espectrofotómetro Elx800 Bio-Tek Instruments, INC y las concentraciones de proteína de cada muestra fueron
determinadas por la comparación con la curva estándar de BSA.

Electroforesis

Se aplicaron 40 µg de proteínas por muestra en la electroforesis SDS-PAGE en gel de poliacrilamida [55]. Las
muestras de proteínas se prepararon con tampón de carga 5X (Tris/HCl 300 mM pH 6,8; Glicerol 50%, SDS 10% y
Azul bromofenol 10%). Se llevaron las muestras a ebullición a 95ºC durante 5 minutos. Las proteínas presentes en
cada muestra se resolvieron mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida al 12.5% en condiciones reductoras
y desnaturalizantes (SDS-PAGE). La electroforesis se realizó en tampón Tris 25 mM pH 8.3, Glicina 192 mM y SDS
0.1%. Las proteínas se identificaron utilizando marcadores estándar preteñidos de bajo peso molecular “Precisión Plus
Protein™ Standards” (BioRad).

“Western Blot”

Tras la electroforesis, el gel se equilibró en tampón de transferencia (Tris 20 mM, Glicina 150 mM y Metanol
20%) durante 5 minutos y las proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa por transferencia en húmedo
durante 2 horas a 100 V. Después de la transferencia la membrana se lavó en tampón TBS-T (50 mM Tris, 140 mM
NaCl, 0.06% Tween pH 7.2) una vez lavada se bloqueó con una solución de leche desnatada al 5% en TBS-T durante
1 hora. Posteriormente se incubó la membrana toda la noche a 4ºC con diferentes anticuerpos primarios. Se utilizó
según corresponda un policlonal anti-ratón o anti-conejo ambos conjugados a peroxidasa (Promega), como anticuerpo
secundario diluido 1:4.000 en 1% leche TBS-T. Para el control de carga se realizó un “Stripping” con el sistema Re-
Blot Plus (Chemicon) a las membranas y después de bloqueo se incubaron con un anticuerpo monoclonal anti-actina
1:4.000 (Sigma).

Los anticuerpos primarios empleados fueron:

Quinasas:

Akt1/2/3 (H-136) 1:400 (Santa Cruz Biotechnology) cat.: sc-8312

p-Akt 1/2/3 (Ser 437) 1:400 (Santa Cruz Biotechnology) cat.: sc-7985-R

Erk1/2 1:3000 (Santa Cruz Biotechnology) cat.: sc-154

p-Erk (Tyr204) 1:200 (Santa Cruz Biotechnology) cat.: sc-7383

Proteínas pro y antiapoptóticas:

P53 (Ab-1) 1:50 (Calbiochem) cat.: OP03

Bcl-2 (C-2) 1:200 (Santa Cruz Biotechnology) cat.: sc-7382

Bax (B-9) 1:100 (Santa Cruz Biotechnology) cat.: sc-7480
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El revelado se realizó mediante quimioluminiscencia con el sistema de análisis de “Western-blot” ECL (Amers-
ham), exponiendo una película fotográfica o colocando las membranas directamente en equipo Lumi-Imager F1 (Ro-
che) y tomando la foto con el programa Lumia32 Analyst 3.1. La intensidad de la señal emitida por las proteínas se
determinó utilizando el programa UN-SCAN-IT gel 6.1.

Análisis elemental

El análisis elemental de un producto orgánico consiste en la determinación de la composición atómica. La de-
terminación se basa en la combustión completa de la muestra, en condiciones óptimas (950 a 1300ºC y atmósfera
de oxígeno puro), para convertir los elementos antes mencionados en gases simples (anhídrido carbónico, nitrógeno,
agua y anhídrido sulfuroso). Estos gases, después de ser separados con distintas técnicas (columna cromatográfica,
infrarrojos) según el equipo utilizado, son medidos y procesados teniendo en consideración el peso de la muestra y los
datos proporcionados por una muestra patrón obteniéndose de este modo el contenido porcentual de cada elemento
en la muestra. El análisis elemental de la FSAGL fue realizado en un analizador elemental LECO “CHNS-932” del
Servicio de espectrometría de masas, análisis elemental y técnicas complementarias de la Universidad de Alcalá. La
cantidad de muestra utilizada fue de 1 mg aproximadamente.

Análisis estadístico

Todos los experimentos fueron repetidos tres o cuatro veces, se representó gráficamente las medias y el error
estándar de la media. Para determinar las diferencias estadísticas entre el control y el experimento se usó la prueba de
T de Student considerando significativo P <0.01. Para todos los cálculos se usó el programa Microsoft Excel (Office
97).

Ejemplo 1

Fracción Semipurificada Activa de Ganoderma lucidum (FSAGL)

Se obtuvo un extracto metanólico de basidiocarpos de G. lucidum. Los cuerpos fructíferos cultivados se disgregaron
en N2 extrayéndose en metanol 10% a 4ºC durante 24 horas. Tras recoger el sobrenadante, el sedimento se reextrajo
evaporando la fracción obtenida. Esta se cromatografió en columna de gel de sílice utilizando como eluyente 3:1:1
butanol: ácido acético: agua recogiéndose las fracciones correspondiente a un Rf de 0,74. De éstas se evaporó el
solvente resuspendiéndose en DMSO para obtener la fracción semipurificada activa de G. lucidum.

Ejemplo 2

Viabilidad de células DA-1 tratadas con la FSAGL

Se ha estudiado la viabilidad de las células de linfoma de ratón DA-1, cuantificando por citometría de flujo la
impermeabilidad de las células a yoduro de propidio (IP), un fluoróforo intercalante de ADN capaz de incorporarse
en las células con la membrana dañada marcando así los núcleos de las células y emitiendo fluorescencia tras ser
excitados con la longitud de onda adecuada.

Se determinó la viabilidad en células DA-1 tratadas con la FSAGL (sin diluir) durante períodos de 13, 19 y 24
horas. La figura 1 muestra el porcentaje de viabilidad celular medido como impermeabilidad a yoduro de propidio
tras tratamiento con la FSAGL durante 13, 19 y 24 horas (Los resultados representan la media de tres experimentos
diferentes ± el error estándar de la media. Diferencia significativa * (p < 0,05) prueba t-Student). En esta figura 1 se
observa como de tratamiento con la FSAGL disminuye la viabilidad de las células DA-1 respecto al control negativo y
este efecto es dependiente del tiempo de tratamiento. En el tratamiento durante 24 horas la viabilidad es de 40%.

Ejemplo 3

Fragmentación de ADN inducida por la FSAGL en células DA-1

Una característica presente frecuentemente en las células en apoptosis es la ruptura o fragmentación del ADN.
Cuando esto ocurre el contenido en ADN disminuye y como consecuencia es detectado como células con baja tinción
para el ADN en un nuevo pico sub- G0/G1 de contenido de ADN subdiploide (<2n). La Figura 2. Fragmentación de
ADN medida como cantidad de ADN subdiploide en células DA-1 tratadas con la FSAGL.

En la figura 2 se observa el incremento en porcentaje de ADN subdiploide de células DA-1 tratadas con la FSAGL
durante 13, 19 y 24 horas comparado con las células control (sin tratar) representándose la media de tres experimentos
± error estándar de la media [Diferencia significativa * (p < 0,05) prueba t-Student]. Los niveles de ADN subdiploide
son mayores en los tratamientos durante 24 horas mostrando valores del 20% en tratamiento a 19 horas.
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Ejemplo 4

Expresión de factores apoptóticos y quinasas intracelulares

Los resultados de un experimento representativo de “Western-blot” mostrando los niveles de expresión de proteína
pro- y anti-apoptóticas en las células DA-1 tratadas con la FSAGL se muestran en la Figura 3 (Los valores están
corregidos con la intensidad de la banda de actina y el porcentaje de expresión de proteína está también corregido
respecto a su intensidad en el control de células sin tratamiento considerado el 100%). Después del tratamiento con
la FSAGL se observa un aumento en la proteína p53, después de 13 y 19 horas un 148% y 308%, respectivamente
(figura 3). A 24 horas de tratamiento, el nivel de p53 fue del 152% del nivel de expresión p53 en células de control
(figura 3). Los niveles de Bcl2 aumentan a 19 horas de tratamiento. Los niveles de Akt permanecen casi constantes
durante el tratamiento (figura 3). Este es también el caso para su forma fosforilada aunque los niveles de pAkt fueran
inferiores a los de células no tratadas (el 61%, el 60% y el 65% en tratamientos con la FSAGL para 13, 19 y 24 horas,
respectivamente).

Ejemplo 5

Viabilidad en células NB4 tratadas con la FSAGL

Para determinar la viabilidad de células NB4 tratadas con diferentes concentraciones de la FSAGL, se utilizó la
medida de impermeabilidad celular a IP. Se muestra el porcentaje la impermeabilidad a IP en una población de células
NB4 en crecimiento (control) y tratadas con la FSAGL sin diluir y diluido al 15% y 40% durante 19 horas (Figura 4).
El porcentaje de células vivas en el control es del 98% y éste disminuye a 92% y 68% al tratar las células con la FSAGL
diluido al 15% y 40% respectivamente (Figura 4). La viabilidad de células NB4 tratadas con la FSAGL se determinó
también por la fluorescencia de anexina V-FITC. La población de células vivas es negativa para anexina V-FITC y
negativa para la tinción con IP. Los resultados son muy similares a los obtenidos anteriormente, en células control
la viabilidad es de un 90%, ésta disminuye tras el tratamiento con la FSAGL diluido al 15% a 66% y al aumentar la
concentración de la FSAGL al 40% la viabilidad disminuye aun más hasta un 51% (figura 4). La figura 4 muestra que
los tratamientos disminuyen la viabilidad respecto al control y que esta disminución es dependiente de dosis ya que
disminuye más al aumentar la concentración de la FSAGL 15% a 40%. Los valores mostrados en la figura 4 representan
las medias de tres experimentos diferentes ± el error estándar de la media. Diferencia significativa * (p < 0,05) prueba
t-Student.

Ejemplo 6

Apoptosis en células NB4 tratadas con la FSAGL de Ganoderma lucidum

Tras tratamiento de células NB4 leucémicas humanas con la FSAGL (sin diluir y diluido al 15% y 40% de con-
centración, respectivamente) durante 19 horas se observa que el porcentaje de ADN subdiploide aumenta tras el trata-
miento con la FSAGL diluido al 15% de 4% en células control a 35% y al tratar con la FSAGL más concentrado (40%
de la concentración de la fracción inicial) aumentó el porcentaje de ADN subdiploide a 50% (figura 5).

Para corroborar que estos valores representan muerte celular por apoptosis, se procedió a estudiar la exposición
de fosfatidilserina en la membrana externa celular por el método anexina V-FITC que determina cuantitativamente el
porcentaje de células que están destinadas a apoptosis. La apoptosis celular se midió como inducción de fragmentación
de ADN (porcentaje de ADN subdiploide) y el contaje de células con alta unión de anexina V-FITC (células anexina
positivas) de cultivos control (sin tratamiento) y tratadas con la FSAGL sin diluir y diluida al 15% y 40% durante 19
horas (Figura 5).

En la figura 5 se muestra que en las células control hay un 6% de células anexina positivas, mientras que después
del tratamiento con la FSAGL diluido al 15% este aumenta a 31% y al aumentar la concentración del tratamiento con
la FSAGL diluido a 40% se llega a obtener un 45% de células anexina positivas. Con lo que se muestra que al igual
que ocurre en la viabilidad, el efecto del tratamiento de células NB4 con la FSAGL es dependiente de la dosis. Los
valores mostrados representan las medias de tres experimentos diferentes ± el error estándar de la media. Diferencia
significativa * (p < 0,05) prueba t-Student.

Ejemplo 7

Expresión de proteínas relacionadas con la apoptosis en células NB4 tratadas con 15% de la FSAGL

La apoptosis es un tipo de muerte celular genéticamente programada. La expresión de oncogenes y de factores
apoptóticos como el bcl-2, y la inactivación del gen supresor tumoral p53, reducen la susceptibilidad de las células
para entrar en un programa de apoptosis, mientras que la expresión de Bax la aumenta.
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Todas estas proteínas están relacionadas con el proceso de apoptosis, por lo que se estudió su expresión en la
apoptosis inducida en las células NB4 por la FSAGL. Los cambios en los niveles de expresión de estas proteínas como
consecuencia del tratamiento se determinaron por Western-blot de proteínas obtenidas de células NB4 tratadas con la
FSAGL diluido al 15% durante 19 horas.

Para ello se utilizaron los anticuerpos primarios descritos en el apartado correspondiente a Materiales y Métodos.
Los valores se corrigieron con la expresión de actina y el porcentaje de expresión de la proteína se relacionó con
el nivel del control (intensidad de la banda de la proteína en células sin tratamiento) considerado como el 100%.
Las intensidades de las bandas del “Western-blot” correspondientes a p53, Bcl2 y Bax se escanearon, cuantificaron y
corrigieron respecto a la intensidad de la banda de actina como un control de expresión constitutiva. Los valores obte-
nidos se corrigieron a la intensidad de la banda de cada proteína (p53, Bcl2 y Bax) en células control sin tratamiento
considerada ésta como 100%.

La figura 6 muestra que los niveles de p53 a un 41% disminuyen significativamente, los niveles de Bcl-2 también
bajan a un 85% mientras que Bax aumenta ligeramente (112%), en todos los casos respecto al control después del
tratamiento de las células NB4 durante 19 horas con la FSAGL diluido al 15%.

Ejemplo 8

La activación de Akt juega un papel fundamental en prevenir la muerte celular por apoptosis, ya que fosforila e
inactiva muchas proteínas implicadas en apoptosis [56]. Y su actividad se ha visto unida a la expresión del factor de
transcripción anti-apoptótico NFκB. Otra vía de señalización que conduce a la supervivencia celular es la vía de las
Ras/Raf/MAPK. En esta vía Erk puede fosforilar varios factores de transcripción, explicando su capacidad de activar
la transcripción de ciertos genes y varias proteínas quinasas con efecto inhibidor de la apoptosis.

El efecto del tratamiento con la FSAGL sobre las quinasas, se observa en la figura 7. Tras el tratamiento, se realizó
“Western-blot”. Las autorradiografías se escanearon. Las intensidades de las bandas correspondientes a Akt, pAkt,
Erk, p-Erk se corrigieron respecto a la intensidad de la banda de actina como un control de expresión constitutiva.
Los valores obtenidos se corrigieron a la intensidad de la banda de cada proteína (p53, Bcl2 y Bax) en células control
sin tratamiento considerada ésta como 100%. Después del tratamiento Akt, Erk y sus formas fosforiladas disminuyen
su intensidad respecto al control. Los niveles de Akt disminuyen en torno a 69%, mientras que su forma fosforilada
alcanza el 50% quizás como consecuencia de la falta de Akt. Esta disminución no es tan marcada en el caso de Erk y
p-Erk que disminuyen a un 86% y 79% respectivamente (figura 7).

Ejemplo 9

Para determinar la composición elemental de la FSAGL del cuerpo fructífero de G. lucidum tanto cualitativa como
cuantitativamente; se realizó el análisis de contenido porcentual de elementos en un analizador en un LECO analizador
“CHNS-932” (Tabla 1). Los resultados del análisis de los elementos que componen la FSAGL del cuerpo fructífero
muestran que ésta está constituida principalmente por carbono (en torno a 50%), seguido de oxígeno (32,3%) y, en
menor proporción, hidrógeno y nitrógeno como se muestra en la tabla 1.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de obtención de una Fracción Semipurificada Activa de Ganoderma lucidum (FSAGL) que se
compone de dos etapas de extracción y aislamiento partiendo de un extracto de cuerpos fructíferos cultivados de G.
lucidum:

- Una primera etapa de extracción con metanol de cultivos de G. lucidum que consiste en disgregación del cuerpo
fructífero, resuspensión del material disgregado a una concentración 50 mg/ml en metanol 10%, extracción durante 24
horas, evaporación del solvente, resuspensión del extracto metanólico en 9 ml de metanol absoluto.

- Una segunda etapa de aislamiento de la FSAGL metanol de cultivos de G. lucidum que consiste en evaporación
del extracto metanólico en silicagel, aplicación en columna, elución con 3:1:1 butanol: ácido acético: agua, selección
de fracciones con Rf correspondiendo a 0,74, evaporación del solvente, resuspensión de la muestra de cada fracción
en 0,01 ml de DMSO, mezcla de las muestras de fracciones de Rf 0,74 para obtener la FSAGL.

2. La FSAGL obtenida según la reivindicación 1 caracterizada por presentar una composición elemental con un
contenido en Carbono, Oxígeno, Hidrógeno y Nitrógeno de 49,6%, 32,3%, 7,1% y 2,9% no conteniendo Azufre y por
un Rf de 0.74 en cromatografía en columna de silicagel eluyendo con 3:1:1 butanol: ácido acético: agua.

3. Uso de la FSAGL obtenida según la reivindicación 1 para la fabricación de un medicamento para el tratamiento
del cáncer.

4. Uso de la FSAGL obtenida según la reivindicación 1 para la fabricación de un medicamento para el tratamiento
de linfomas.

5. Uso de la FSAGL obtenida según la reivindicación 1 para la fabricación de un medicamento para el tratamiento
de leucemias.
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2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaración

La presente invención divulga un procedimiento de obtención de una fracción semipurificada activa de Ganoderma lucidum
(FSAGL) en dos etapas: una primera etapa de extracción con metanol y otra de aislamiento de la fracción. La primera etapa
consiste en una extracción por disgregación del cuerpo fructífero en metanol 10%, extrayendo durante 24 horas, evaporando el
solvente y resuspendiendo el extracto metanólico en 9 ml de metanol absoluto. La etapa de aislamiento consiste en la evapo-
ración del extracto anterior en silicagel, aplicación en columna, elución con butanol: ácido acético: agua (3:1:1) y selección de
fracciones que presentan un Rf de 0,74, evaporación del solvente y resuspensión de la muestra final en DMSO (reivindicación
1); la FSAGL obtenida presenta una composición elemental de 49,6% C, 32,3% O, 7,1% H y 2,9% N (reivindicación 2). Se
refiere también al uso de esta fracción para fabricación de un medicamento para tratamiento del cáncer, incluyendo linfomas y
leucemias (reivindicaciones 3-5).

El documento D01 divulga la actividad antiproliferativa, frente a 26 líneas celulares tumorales humanas, de un extracto acuoso
de Ganoderma lucidum, que contiene 0,15% de ácido ganodérico C2, obtenido por HPLC, eluyendo con ácido acético y
acetonitrilo, a un tiempo de retención de 32,9 minutos (ver todo el documento).

El documento D02 divulga la actividad antibacteriana de extractos de hongos, entre los que se encuentra Ganoderma lucidum,
en MeOH, con una extracción previa con éter de petróleo y TLC de fase móvil empleando butanol, ácido acético y agua (ver
página 565, columna 2).

El documento D03 divulga la actividad antiproliferativa, frente a un cultivo de células LNCaP (cáncer de próstata humano), de
un extracto de acetato de etilo de Ganoderma lucidum, fraccionado en columna de silicagel, eluyendo con hexano, acetato de
etilo y metanol (ver todo el documento).

El documento D04 divulga procedimientos de extracción de triterpenos y polisacáridos del cuerpo fructífero y del micelio de Ga-
noderma spp, empleando métodos de cromatografía y electroforesis, así como el pretratamiento de las muestras normalmente
empleado para llevar a cabo procesos de extracción y aislamiento de estos productos (ver todo el documento).

1. NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 6.1 y Art. 8.1 LP 11/1986)

El objeto técnico de la presente invención es un procedimiento de obtención de una fracción semipurificada activa de Gano-
derma lucidum (FSAGL) por extracción del cuerpo fructífero con metanol y aplicación en columna de silicagel, eluyendo con
butanol, ácido acético y agua, seleccionando las fracciones que presentan un Rf de 0,74; así como su uso para fabricación de
un medicamento para tratamiento del cáncer, incluyendo linfomas y leucemias.
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1.1. REIVINDICACIONES 1-5

La actividad biológica de extractos de Ganoderma lucidum es conocida en el Estado de la Técnica, encontrándose en nume-
rosos documentos, debido al contenido en principios activos de este organismo, así como su uso para fabricación de medica-
mentos y /o composiciones farmacéuticas para tratamiento de diferentes enfermedades. Los documentos D01-D05 anticipan
la obtención de extractos activos de Ganoderma lucidum; sin embargo, ni el método empleado ni las características de los
extractos divulgados en estos documentos, coinciden con las reivindicadas en la presente solicitud.

En consecuencia, las reivindicaciones 1-5 cumplen el requisito de novedad y actividad inventiva (Art. 6.1 y Art. 8.1 LP11/1986).
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