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Fraccién semipurificada de Ganoderma lucidum con acti-
vidad antitumoral.

Se ha desarrollado un procedimiento de obtencién de una
fraccién semipurificada de Ganoderma lucidum. Esta frac-
cién se extrae por disgregacién de cuerpos fructiferos, re-
suspension en metanol 10%, evaporacion del extracto so-
luble y disolucién en methanol absoluto. La muestra se
adsorbi6 en silicagel y se aplicé en columna (1x15,5 cm),
cromatografiandose con fase mévil de fase mévil de bu-
tanol: acido acético: agua (3:1:1). Las fracciones de inte-
rés presentando un Rf de 0,74 se mezclaron, se evapor6
el solvente y la muestra final se resuspendi6 en DMSO
(Dimetilsulféxido) para obtener la Fraccion Semipurifica-
da Activa de Ganoderma lucidum (FSAGL). Esta fraccion
es potencialmente aplicable al tratamiento antitumoral de
procesos cancerosos de tipo linfoma y leucemia.
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DESCRIPCION

Fraccién semipurificada de Ganoderma lucidum con actividad antitumoral.
Sector de la técnica

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

Estado de la técnica

Biotecnoldgicamente los hongos filamentosos y las levaduras son mds conocidos que otros parientes microscopicos
filamentosos que, ademads, se reproducen macroscopicamente de manera sexual mediante “setas” o cualquier otro tipo
de fructificacién de menor o mayor tamafio como el género Ganoderma.

Como fuentes de sustancias con actividad bioldgica, los hongos son de utilidad en medicina asi como en bioin-
dustria, y constituyen la base de varios procesos biotecnoldgicos para la produccion comercial de muchos compuestos
quimicos: farmacos como, por ejemplo, la ergometrina, preparados vitaminicos y varios antibidticos, principalmente
penicilina y griseofulvina [1]. Por otro lado, los hongos presentan aplicaciones en la industria quimico-farmacéutica,
medio-ambiental, en silvicultura, etc.

De las 14.000 especies de hongos conocidas, se considera que el 50% posee grados de comestibilidad variables,
mas de 2.000 son seguros y se conoce que alrededor de 700 especies poseen propiedades farmacolégicas significativas
2-5. Los hongos poseen principios activos que permiten bajar el colesterol en sangre, reducir la hiperlipidemia, como
antitrombéticos, moduladores de la presidn 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 terminologia 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-modulacién de los po-
lisacaridos G. lucidum son extensos. Los efectos antitumorales de G. lucidum estan siendo activamente investigados.
Diferentes compuestos quimicos [6] como triterpenos, polisacaridos, proteinas, aminoacidos, nucledsidos, esteroides,
alcaloides, 4cidos grasos y enzimas, se han aislado del micelio y cuerpo fructifero de diferentes especies de Ganoderma
[7-10] Los constituyentes mas importantes desde el punto de vista farmacolégico son triterpenos y polisacaridos. Se
han encontrado cerca de 150 triterpenos en especies de Ganoderma (entre ellos el 4cido ganodérico C1 y el ganoderma-
triol). Los polisacdridos de G. lucidum se obtienen a partir de extractos acuosos como el Ganopoly®, extracto acuoso
patentado (fraccion polisacarida) que se encuentra en fase clinica y eficaz contra la diabetes mellitus tipo II [11].
Recientemente, se han encontrado compuestos activos en Ganoderma con numerosos efectos farmacolégicos tales
como antialergénico, antiviral, antihepatotdxico, cardiovascular, anti- VIH, inmunomodulador, antitumoral, entre otros.

Efectos cardiovasculares e anti-hipercolesterolémicos

Asi, se evalud la actividad cardiovascular de un extracto acuoso del micelio de G. lucidum en conejos y ratas
observandose que el extracto disminuyd la tensién arterial sistélica y diastdlica [12].

Efectos antibacterianos y antimicoticos

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 antibidticos (ampi-
cilina, cefazolina, oxytetraciclina y cloranfenicol) y se observandose 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 metanélicos de cuerpos fructiferos 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, cancer de pulmédn, cancer de mama, cancer colonrectal, cancer de vejiga y el cancer de prdstata. Resultados
obtenidos con un extracto acuoso del medio de cultivo de G. lucidum indican que la suplementacién dietética con el
mismo inhibe el desarrollo de tumores pulmonares, [16].
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También se ha sefialado que extractos acuosos de cuerpos fructiferos de G. lucidum, G. sinense,y G. tsugae tienen
actividad antitumoral en células de cdncer de mama humanas y actividad immuno-moduladora en linfocitos murinos
[17].

Investigando los efectos de un extracto G. lucidum en una linea celular humana de cancer colonrectal se ha en-
contrado que dicho extracto inhibia la proliferacion de células de cancer humanas colonrectales y posee propiedades
antioxidantes [18]. G. lucidum inhibe la proliferacion celular de manera dosis y tiempo dependientes, ademds, induce
apoptosis con una disminucién en los niveles de expresion de NF-«B, Bcl-2 y Bcel-x1, aumento en la expresion de
Bax causando el aumento de la proporcién de Bax/Bcl-2 y Bax/Bcl-x1 [19]. Estudiando el efecto de G. lucidum sobre
angiogénesis relacionada con el cdncer de prostata se ha encontrado que G. lucidum inhibe eventos tempranos de la
angiogénesis, en concreto la morfogénesis capilar de las células endoteliales adrticas humanas [20].

Las esporas y los cuerpos fructiferos de G. lucidum inhiben la invasion de células de cdncer de mama y préstata
por un mecanismo comin y pueden tener potencial terapéutico para el tratamiento de cancer [21-23].

Apoptosis

La muerte apoptética da lugar a una serie de cambios morfolégicos muy bien definidos [24]. Tanto el nicleo como
el citoplasma se condensan, el ADN se rompe, la membrana nuclear se degrada, y la célula se deforma. Por dltimo,
se forman cuerpos apoptéticos que seran fagocitados por macréfagos 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 sefializacion. Se han descrito dos
vias principales de sefializacion intracelular que dan lugar a la muerte apoptdtica: la via intrinseca y la via extrinseca.

La via intrinseca estd regulada por los miembros de la familia de la Bcl-2 [25]. El primer miembro que se descubri6
fue el protooncogen Bcl-2, observandose que su expresion no promovia la proliferacién celular como otros oncogenes,
sino que bloqueaba la muerte celular ante multiples estimulos fisioldgicos y patolégicos [26-27].

Dentro de la familia de la Bcl-2, existen miembros anti-apoptéticos que promueven la supervivencia, y miembros
pro-apoptéticos con funcién opuesta. El primer homélogo pro-apoptético de la Bel-2 descubierto fue la proteina Bax,
identificada por su interaccién con la Bcl-2 [28]. Todas estas proteinas presentan, como minimo, una de las cuatro
regiones o dominios homdlogos a Bcl-2 (BH1-BH4, del inglés Bcl-2 homology), lo cual les permite interaccionar
entre ellos formando homodimeros o heterodimeros, regulando asi su funcién [29].

Las proteinas de la familia de la Bcl-2 se pueden regular a nivel transcripcional y post-traduccional (mediante
cambios conformacionales o por fosforilacién). En condiciones normales, las proteinas anti-apoptéticas como Bcl-
2 o Bcl-xL estdn ancladas en determinadas membranas intracelulares como la mitocondria, el reticulo endopldsmi-
co o la membrana nuclear [30]. Ambas protefnas actian inhibiendo a los miembros pro-apoptéticos a través de la
heterodimerizacién con éstos [31].

En cambio, Bax se localiza en el citosol y después de un estimulo apoptético es translocada a la membrana mito-
condrial externa donde se integra y forma oligémeros o multimeros [32-37].

Varios estudios demuestran la regulacion a nivel transcripcional de miembros de la familia de 1a Bcl-2 en respuesta
a diversos estimulos apoptéticos o citotdxicos, observandose una disminucién de la expresion de Bcl-2 y/o Bel-xL
[38-39] y un aumento de la expresién de Bax [40-42]

La via extrinseca se inicia por la activacién de receptores de muerte de la familia del TNF (del inglés, Tumor ne-
crosis factor) anclados a la membrana plasmatica. La familia del TNF est4 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 TRAILRI1 (del inglés, TNF-related apoptosis inducing ligand receptor 1). La activacion del receptor se inicia
a través de ligandos especificos. Cuando el ligando se une a su receptor, los dominios de muerte se asocian con las
proteinas adaptadoras que contienen los dominios efectores de muerte [43].

Cascadas de senalizacion

La via de las MAPK es una de las mds conservadas a lo largo de la evolucién y estd formada por tres subfamilias:
la via de las Erks (del inglés, Ras/extracelular signal regulated kinase), la via de la p38 y finalmente, la via de
la SAPK/INK (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 via de las MAPK se caracteriza
por ser activada en respuesta a una amplia variedad de estimulos 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 via de
la Erk con la diferenciacién/supervivencia, y las otras dos vias son inductoras de apoptosis [47].
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AKT

La activacién de Akt/PKB juega un papel fundamental en prevenir la muerte celular por apoptosis, ya que fosforila
e inactiva muchas proteinas 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 proteinas anti-apoptéticas incluidas Bcl-2 y Bel-x y un niimero de
moléculas de adhesién a matriz. La actividad inducida por Akt/PKB también se ha visto unida a la expresién del factor
de transcripcion anti-apoptético NF-«B [48].

Relacion con otras patentes

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

- En el documento de patente US20080112967 (Process for Refining Ganoderma Spore Polysacchoride), se des-
cribe un método de extraccion en agua a 70-90°C de polisacdridos 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 extraccioén (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 utilizacion de un lipopolisacdrido con actividad estimuladora en macréfagos,
mediante un método de extraccién en solucién alcalina de G. lucidum.

- En el documento de patente US20080112966 (Extracts and methods comprising Ganoderma species), se descri-
ben diferentes métodos de extraccién basados en nieve carbdnica, para la obtencidn, entre otros compuestos, de dcidos
ganodéricos.

- En el documento de patente US7258862 (Mushroom extracts having anticancer activity), se describen una se-
rie de métodos de extraccidon en una mezcla de disolventes orgdnicos (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 extraccion alcalino (0.1 N de NaOH) de basidiocarpos de G. lucidum, trabajando con una determinada fraccién
glicoproteica con actividad inmunomoestimuladora.

Explicacion de la invencion

Procedimiento de obtencion de una Fraccion Semipurificada Activa de Ganoderma lucidum (FSAGL)

El procedimiento comprende varias etapas:
Cultivo del hongo

La cepa del hongo patégeno facultativo G. lucidum, que se conserva en la Micoteca del Dpto. de Biologia Vegetal
de la Universidad de Alcald, se aisl6 a partir de un carpdforo que fructificaba en raices de Quercus ilex (encina) en
Céceres (Espafia), en medio de cultivo Agar-Malta (MA). La expansién miceliar se realiza en sustratos sélidos de tipo
lignoceluldsicos [49]. El bloque miceliar origina fructificaciones, al cabo de 1 -2 meses, en condiciones controladas
ambientales.

Extraccion metandlica

El procedimiento implica disgregacion de los cuerpos fructiferos obtenidos en nitrégeno liquido resuspendiendo
posteriormente el material en metanol 10% para extraer principios activos con agitacion a 4°C por 24 horas.

Cromatografia en Columna de Silicagel

El procedimiento de obtencién de una fraccion activa de Ganoderma lucidum se disefié evaporando extracto me-
tandlico y aplicdndolo en una columna de silicagel. Las fracciones cuyo Rf corresponde a 0,74 en elucién con 3:1:1
butanol: 4cido acético: agua se consideran como portadoras de principios activos con posible actividad antitumoral. A
partir de ellas se recoge la muestra final en Dimetilsulf6xido (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 disminucién de la viabilidad en células DA-1 de linfoma murino en tratamientos a diferentes
tiempos con potencial aplicacion en tratamientos terapéuticos de linfomas.

La FSAGL de Ganoderma lucidum actiia como citotoxico 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 expresion de factores apoptoticos 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 estd 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 fosforilacién de Akt lo que
indica que estd alterando la cascada de sefializacién celular.

La FSAGL tiene potencial aplicacion 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 disminucién de la viabilidad celular del cultivo de células leucémicas humanas resul-
tando citotéxica. Esta fraccidon podria 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 fragmentacién de ADN en células leucémicas humanas. Dicha
fraccién produce induccién de apoptosis con exposicion de fosfatidilserina en la cara externa de la membrana celular
por el método anexina V-FITC (Isotiocianato de Fluoresceina). La aparicién de células anexina-V positivas representa
las células apoptdticas. La FSAGL tiene potencial aplicacion terapéutica como medicamento antitumoral en células de
leucemia humana.

La FSAGL cambia los patrones de expresion de proteinas 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 sefializacion 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 disminucién no es tan marcada en el caso de Erk y p-Erk. Estos resultados indican que la
cascada de transduccién de sefiales dentro de la célula esta alterada por la FSAGL.

Andlisis elemental

La FSAGL presenta una composicién elemental definida. Se realizé el andlisis elemental obteniéndose la propor-
cion de carbono, oxigeno, hidrégeno, nitrégeno y azufre.

Descripcion 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 estindar de la media. Diferencia significativa
* (p < 0,05) prueba t-Student.

Figura 2. Fragmentacion 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 estandar de la
media Diferencia significativa * (p < 0,05) prueba t-Student.
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Figura 3. Niveles de expresion de proteinas pro- y anti-apoptéticas 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 estdn
corregidos con la intensidad de la banda de actina y el porcentaje de expresién de proteina estd 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 concentracion, 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 unién a anexina V-FITC (dobles negativas a IP y anexina V-FITC). Los valores representan las medias de
tres experimentos diferentes + el error estdndar de la media. Diferencia significativa * (p < 0,05) prueba t-Student.

Figura 5. Induccién de apoptosis en células NB4 leucémicas humanas después de tratamiento con la FSAGL (sin
diluir y diluido al 15% y 40% de concentracion, respectivamente) durante 19 horas. La apoptosis celular se midid
como induccién de fragmentacién de ADN (porcentaje de ADN subdiploide) y el contaje de células con alta unién 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
estandar de la media. Diferencia significativa * (p < 0,05) prueba t-Student.

Figura 6. Niveles de expresion de proteinas de apoptosis en células leucémicas humanas después del tratamiento
con la FSAGL diluido al 15% durante 19 horas. Tras el tratamiento, se realiz6 “Western-blot”. Las autorradiografias 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 expresion constitutiva. Los valores obtenidos se corrigieron a la intensidad
de la banda de cada proteina (p53, Bcl2 y Bax) en células control sin tratamiento considerada ésta como 100%.

Figura 7. Niveles de expresion de proteinas quinasas intracelulares en células leucémicas humanas después del
tratamiento con la FSAGL diluido al 15% durante 19 horas. Tras el tratamiento, se realizé “Western-blot”. Las auto-
rradiografias 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 expresion constitutiva. Los valores obtenidos se corri-
gieron a la intensidad de la banda de cada proteina (p53, Bcl2 y Bax) en células control sin tratamiento considerada
ésta como 100%.

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

Modo de realizacion
Métodos

Cultivo de Ganoderma lucidum

La cepa del hongo patégeno facultativo filamentoso G. lucidum, se aislé a partir de un carpéforo que fructificaba
en raices de Quercus ilex (encina) en Céaceres (Espafia). El cultivo se realiz6 a partir de un pequefio fragmento del
contexto del carpéforo, en medio sélido Agar-Malta (MA) 33,6 g/l, que generd el micelio para mas tarde cultivarlo y
repicarlo, tanto en medio s6lido como en medio liquido (malta, 10%).

Para generar las fructificaciones de G. lucidum, se deben utilizar sustratos sélidos lignocelulésicos [49], adecua-
damente hidratados y esterilizados, para después inocularlos in vitro con micelio de G. lucidum e incubarlos hasta la
total colonizacién 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 raton

DA-1 es una linea celular dependiente de IL-3 originada de un linfoma de rat6n [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 expresion de esta proteina pro-apoptédtica ya que el no
estar sobreexpresada s6lo 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 etopésido e hidroxiurea
[52] permitiéndonos profundizar en el conocimiento de las rutas que intervienen en estos mecanismos. Estas células
se mantuvieron en cultivo a 37°C con 5% CO,, en medio IMDM (Gibco-Life Technologies) con 10% SFB, 2 mM
L-glutamina, 0,025 mM S-mercaptoetanol y 5% de medio condicionado de WEH1-3B como fuente de interleuquina
3. La linea celular WEHI-3B se emple6é como fuente productora de medio condicionado con IL-3, necesario para la
supervivencia de las células DA-1. Se extrajo su medio sobrenadante por centrifugacién a 1200 rpm, 5 minutos y
posterior filtracién. A las células DA-1 se afiadié 5% de este medio condicionado.

Células de leucemia promielocitica aguda humana NB4
Linea celular humana NB4 de leucemia promielocitica aguda se mantuvieron en cultivo a 37°C y 5% CO, 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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Fraccion Semipurificada Activa de Ganoderma lucidum (FSAGL)

Se realizé un extracto metandlico de diferentes cultivos de G. lucidum. El cuerpo fructifero obtenido de cultivo
en medio sélido se disgregd con nitrégeno liquido, y resuspendié a una concentracién 50 mg/ml en metanol 10%,
permitiendo la extraccién con agitacién a 4°C por 24 horas. Posteriormente se filtrd, se guardé el sobrenadante, y el
precipitado se extrajo 2 veces mds. Se unieron los sobrenadantes en un matraz y se evaporo el solvente en un rotavapor
a 30°C. La muestra o el respectivo extracto metandlico se recuperd resuspendiendo en 9 ml de metanol absoluto.

Cromatografia en Columna de Silicagel

El extracto metandlico obtenido en el apartado anterior se evapord (4.5 ml) en 0,2 g de silicagel, y se colocé en una
columna de silicagel (1x15,5 cm). La columna se eluyé con 3:1:1 butanol: dcido acético: agua, recogiéndose fracciones
de 0,2 ml, y mediante comparacién con el patrén que se obtiene en cromatografia en capa fina (TLC), se seleccionaron
las fracciones de interés (aquellas cuyo Rf corresponde a 0,7). Posteriormente, se evaporé el solvente con una bala de
nitrégeno, se resuspendié 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 DA 1

Para el tratamiento de estas células, se incubé 1 ml de células a una concentracién 0,5 x 10® células/ml en placas
de 12 pocillos durante 13, 19 y 24 horas con 13 ul de la FSAGL. Se utiliz6 un cultivo de células sin tratamiento como
control negativo y células tratadas con 13 ul de DMSO como control de la accion del solvente utilizado para la FSAGL.

Tratamiento de células NB4

Se incub6 1 ml de células a una concentracion 0,5x10° células/ml en placas de 12 pocillos durante un periodo de
19 horas, con 5 ul o0 2 ul de la FSAGL (cuando se estudi6 el efecto de dosis) utilizando como control negativo células
sin tratamiento y tratadas con 5 ul de DMSO como control del solvente utilizado para la FSAGL.

Viabilidad celular. Tincion con loduro de Propidio

La integridad de la membrana plasmdtica se ve comprometida en las células necréticas, de manera que al teiiirlas
con ioduro de propidio (IP), éste puede acceder al nicleo 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 0,3x10° células
tratadas en diferentes condiciones, se lavaron con PBS, y se resuspendieron en 500 ul de PBS y antes de observar
en el citometro de flujo se agregé ioduro de propidio a una concentracion final 5 ug/ml. La fluorescencia emitida fue
analizada en un FACScalibur (Becton Dickinson, San José, CA) y para procesar los datos en el laboratorio se utilizé
el programa WinMDI 2.8 (Trotter Josep).

Cuantificacion de ADN subdiploide

La tincién con IP proporciona informacién sobre el contenido de ADN, dado que es un agente intercalante de ADN
que permite distinguir y cuantificar, mediante la utilizacién de un citémetro de flujo, la distribucion de las células a lo
largo de las diferentes fases del ciclo celular, y contabilizar las células apoptéticas segun la aparicién de ADN de bajo
peso molecular, caracteristico de las células apoptéticas. Asi realizamos tinciones con ioduro de propidio sobre células
tratadas, para determinar si los tratamientos inducian apoptosis. Para ello, se lavaron 0,3x10° células tratadas con PBS
y se resuspendieron en 500 ul 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 tifieron con ioduro de propidio a una concentracién
final 50 ug/ml. Se analiz6 la fluorescencia emitida por el ioduro de propidio, mediante citometria de flujo utilizando
un citémetro FACScalibur (Becton Dickinson, San José, CA) y para el andlisis de los datos se utiliz6 el programa
WinMDI 2.8.

Ensayos de anexina V-FITC. Exposicion de Fosfatidil serina

Durante las fases iniciales de la apoptosis se producen cambios en la superficie celular, uno de éstos es la alteracién
de la membrana plasmaética, donde se produce una translocacion de la fosfatidilserina de la cara interna a la cara externa
de la membrana. La anexina-V es una proteina con alta afinidad a la fosfatidilserina que se utiliza para diferenciar las
células apoptdticas de las células viables donde la fosfatidilserina se encuentra en la cara interna de la membrana
plasmadtica. La tincién simultdnea con IP y anexina-V permite discriminar las células apoptéticas de las células viables
y cuantificarlas mediante citometria de flujo [53]. La determinacién de la exposicion de fosfatidil serina en células
tratadas se determind utilizando el test de Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit de Calbiochem. Para este ensayo
se tomaron 0,3x10° células tratadas, se centrifugaron a 1500 rpm por 3 minutos, € incubaron 15 minutos en oscuridad a
temperatura ambiente en 500 ul de PBS, con 10 ml de “Reactivo de unién” y 1,25 ul de anexina V-FITC. Se centrifugd
nuevamente a 2.300 rpm durante 5 minutos para retirar el sobrenadante y resuspender en 500 ul de tamp6n de unién
en PBS (Tamp6n de unién 5X diluido en PBS). Se afadieron 10 ul de IP e inmediatamente se analizaron mediante
citometria de flujo en un citémetro FACScalibur (Becton Dickinson, San José, CA) y los datos se analizaron con el
programa WinMDI 2.8.
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Preparacion de extractos de proteinas para andlisis de “Western-blot”

Para el tratamiento de células DA1 se incubaron 10 ml de células a una concentracién 0,5x10° células/ml durante
13, 19 y 24 horas en botellas pequefas de 40 ml con 130 ul de FSAGL utilizando células sin tratamiento como control
negativo.

Para el tratamiento de células NB4 se incubaron 10 ml de células a una concentracién 0,5x10° células/ml en placas
P-100 durante 19 horas. Se trataron con 20 ul de la FSAGL utilizandose células sin tratamiento como control negativo.

Extraccion de proteinas

Después de su respectivo tratamiento se levantaron de 10-5x10° de células tratadas y células control sin tratamiento
de la placa y se Usaron incubando durante 30 minutos a 4°C en 100 ul de tamp6n 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 incubacidn, las muestras se
sonicaron durante 20 segundos a un ciclo del 50% vy, posteriormente, se centrifugaron a 14.000 rpm, 5 minutos a 4°C,
recogiendo el sobrenadante que contienen las proteinas para su posterior andlisis.

Cuantificacion de proteinas

La concentracién de proteinas en los extractos se determiné mediante el método de Bradford [54] de acuerdo a
las indicaciones del fabricante (Bio-Rad Protein Assay). Para ello se realizé una curva patrén con concentraciones
crecientes de BSA. A 1 ul de muestra y a las soluciones patrén se afiadié 200 ul de solucién Bradford 1X y fueron
incubadas con el reactivo por 5 minutos a temperatura ambiente, se midi6 la densidad dptica a 595 nm, utilizando
un espectrofotémetro El,800 Bio-Tek Instruments, INC y las concentraciones de proteina de cada muestra fueron
determinadas por la comparacién con la curva estandar de BSA.

Electroforesis

Se aplicaron 40 pg de proteinas por muestra en la electroforesis SDS-PAGE en gel de poliacrilamida [55]. Las
muestras de proteinas se prepararon con tampén de carga 5X (Tris/HCI 300 mM pH 6,8; Glicerol 50%, SDS 10% y
Azul bromofenol 10%). Se llevaron las muestras a ebullicién a 95°C durante 5 minutos. Las proteinas 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 realiz6 en tamp6n Tris 25 mM pH 8.3, Glicina 192 mM y SDS
0.1%. Las proteinas se identificaron utilizando marcadores estdndar pretefiidos de bajo peso molecular “Precision Plus
Protein™ Standards” (BioRad).

“Western Blot”

Tras la electroforesis, el gel se equilibré en tampén de transferencia (Tris 20 mM, Glicina 150 mM y Metanol
20%) durante 5 minutos y las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa por transferencia en himedo
durante 2 horas a 100 V. Después de la transferencia la membrana se lavé en tampén TBS-T (50 mM Tris, 140 mM
NaCl, 0.06% Tween pH 7.2) una vez lavada se bloque6 con una solucién de leche desnatada al 5% en TBS-T durante
1 hora. Posteriormente se incubd la membrana toda la noche a 4°C con diferentes anticuerpos primarios. Se utilizé
segun corresponda un policlonal anti-ratén 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 realizé 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

Proteinas pro y antiapoptoticas:

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 realiz6 mediante quimioluminiscencia con el sistema de andlisis de “Western-blot” ECL (Amers-
ham), exponiendo una pelicula fotografica 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 sefial emitida por las proteinas se
determind utilizando el programa UN-SCAN-IT gel 6.1.

Andlisis elemental

El andlisis elemental de un producto orgédnico consiste en la determinacién de la composicién atémica. La de-
terminacion se basa en la combustion completa de la muestra, en condiciones 6ptimas (950 a 1300°C y atmoésfera
de oxigeno puro), para convertir los elementos antes mencionados en gases simples (anhidrido carbénico, nitrégeno,
agua y anhidrido sulfuroso). Estos gases, después de ser separados con distintas técnicas (columna cromatografica,
infrarrojos) segtn el equipo utilizado, son medidos y procesados teniendo en consideracion el peso de la muestra y los
datos proporcionados por una muestra patrén obteniéndose de este modo el contenido porcentual de cada elemento
en la muestra. El andlisis elemental de la FSAGL fue realizado en un analizador elemental LECO “CHNS-932” del
Servicio de espectrometria de masas, andlisis elemental y técnicas complementarias de la Universidad de Alcald. La
cantidad de muestra utilizada fue de 1 mg aproximadamente.

Andlisis estadistico

Todos los experimentos fueron repetidos tres o cuatro veces, se representd graficamente las medias y el error
estdndar de la media. Para determinar las diferencias estadisticas entre el control y el experimento se usé la prueba de
T de Student considerando significativo P <0.01. Para todos los calculos se usé el programa Microsoft Excel (Office
97).
Ejemplo 1

Fraccion Semipurificada Activa de Ganoderma lucidum (FSAGL)

Se obtuvo un extracto metanélico de basidiocarpos de G. lucidum. Los cuerpos fructiferos cultivados se disgregaron
en N, extrayéndose en metanol 10% a 4°C durante 24 horas. Tras recoger el sobrenadante, el sedimento se reextrajo
evaporando la fraccién obtenida. Esta se cromatografié en columna de gel de silice utilizando como eluyente 3:1:1
butanol: 4cido acético: agua recogiéndose las fracciones correspondiente a un Rf de 0,74. De éstas se evaporé el
solvente resuspendiéndose en DMSO para obtener la fraccién 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 ratén DA-1, cuantificando por citometria de flujo la
impermeabilidad de las células a yoduro de propidio (IP), un fluoréforo intercalante de ADN capaz de incorporarse
en las células con la membrana dafiada marcando asi los nicleos de las células y emitiendo fluorescencia tras ser
excitados con la longitud de onda adecuada.

Se determind la viabilidad en células DA-1 tratadas con la FSAGL (sin diluir) durante periodos 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 estdndar 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
Fragmentacion de ADN inducida por la FSAGL en células DA-1

Una caracteristica presente frecuentemente en las células en apoptosis es la ruptura o fragmentacién del ADN.
Cuando esto ocurre el contenido en ADN disminuye y como consecuencia es detectado como células con baja tincién
para el ADN en un nuevo pico sub- Gy/G; de contenido de ADN subdiploide (<2n). La Figura 2. Fragmentacién 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) representandose la media de tres experimentos
+ error estdndar 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
Expresion de factores apoptéticos y quinasas intracelulares

Los resultados de un experimento representativo de “Western-blot” mostrando los niveles de expresién de proteina
pro- y anti-apoptoéticas en las células DA-1 tratadas con la FSAGL se muestran en la Figura 3 (Los valores estdn
corregidos con la intensidad de la banda de actina y el porcentaje de expresion de proteina estd 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 proteina 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 expresién 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 utiliz6 la
medida de impermeabilidad celular a IP. Se muestra el porcentaje la impermeabilidad a IP en una poblacién 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 determind
también por la fluorescencia de anexina V-FITC. La poblacién de células vivas es negativa para anexina V-FITC y
negativa para la tincién 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
concentracion de la FSAGL al 40% la viabilidad disminuye aun mds hasta un 51% (figura 4). La figura 4 muestra que
los tratamientos disminuyen la viabilidad respecto al control y que esta disminucién es dependiente de dosis ya que
disminuye mds al aumentar la concentracién de la FSAGL 15% a 40%. Los valores mostrados en la figura 4 representan
las medias de tres experimentos diferentes + el error estindar 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-
centracion, 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 mas concentrado (40%
de la concentracion de la fraccidn inicial) aument6 el porcentaje de ADN subdiploide a 50% (figura 5).

Para corroborar que estos valores representan muerte celular por apoptosis, se procedié a estudiar la exposicién
de fosfatidilserina en la membrana externa celular por el método anexina V-FITC que determina cuantitativamente el
porcentaje de células que estdn destinadas a apoptosis. La apoptosis celular se midié como induccién de fragmentacién
de ADN (porcentaje de ADN subdiploide) y el contaje de células con alta unién 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 concentracion 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 estdndar de la media. Diferencia
significativa * (p < 0,05) prueba t-Student.

Ejemplo 7
Expresion de proteinas relacionadas con la apoptosis en células NB4 tratadas con 15% de la FSAGL
La apoptosis es un tipo de muerte celular genéticamente programada. La expresion de oncogenes y de factores

apoptéticos como el bcl-2, y la inactivacion del gen supresor tumoral pS3, reducen la susceptibilidad de las células
para entrar en un programa de apoptosis, mientras que la expresién de Bax la aumenta.
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Todas estas proteinas estdn relacionadas con el proceso de apoptosis, por lo que se estudié su expresiéon en la
apoptosis inducida en las células NB4 por la FSAGL. Los cambios en los niveles de expresién de estas proteinas como
consecuencia del tratamiento se determinaron por Western-blot de proteinas 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 expresion de actina y el porcentaje de expresion de la proteina se relacioné con
el nivel del control (intensidad de la banda de la proteina en células sin tratamiento) considerado como el 100%.
Las intensidades de las bandas del “Western-blot” correspondientes a pS3, Bcl2 y Bax se escanearon, cuantificaron y
corrigieron respecto a la intensidad de la banda de actina como un control de expresion constitutiva. Los valores obte-
nidos se corrigieron a la intensidad de la banda de cada proteina (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 activacion de Akt juega un papel fundamental en prevenir la muerte celular por apoptosis, ya que fosforila e
inactiva muchas proteinas implicadas en apoptosis [56]. Y su actividad se ha visto unida a la expresion del factor de
transcripcion anti-apoptético NF«B. Otra via de sefializacién que conduce a la supervivencia celular es la via de las
Ras/Raf/MAPK. En esta via Erk puede fosforilar varios factores de transcripcion, explicando su capacidad de activar
la transcripcidn de ciertos genes y varias proteinas 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 realiz
“Western-blot”. Las autorradiografias 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 expresidn constitutiva.
Los valores obtenidos se corrigieron a la intensidad de la banda de cada proteina (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% quizds como consecuencia de la falta de Akt. Esta disminucién 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 composicién elemental de la FSAGL del cuerpo fructifero de G. lucidum tanto cualitativa como
cuantitativamente; se realizé el andlisis de contenido porcentual de elementos en un analizador en un LECO analizador
“CHNS-932” (Tabla 1). Los resultados del andlisis de los elementos que componen la FSAGL del cuerpo fructifero
muestran que ésta estd constituida principalmente por carbono (en torno a 50%), seguido de oxigeno (32,3%) y, en
menor proporcién, hidrégeno y nitrégeno como se muestra en la tabla 1.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de obtencién de una Fraccién Semipurificada Activa de Ganoderma lucidum (FSAGL) que se
compone de dos etapas de extraccién y aislamiento partiendo de un extracto de cuerpos fructiferos cultivados de G.
lucidum:

- Una primera etapa de extraccion con metanol de cultivos de G. lucidum que consiste en disgregacion del cuerpo
fructifero, resuspension del material disgregado a una concentracién 50 mg/ml en metanol 10%, extraccién durante 24
horas, evaporacion del solvente, resuspension del extracto metandlico en 9 ml de metanol absoluto.

- Una segunda etapa de aislamiento de la FSAGL metanol de cultivos de G. lucidum que consiste en evaporacion
del extracto metandlico en silicagel, aplicacién en columna, elucién con 3:1:1 butanol: dcido acético: agua, seleccién
de fracciones con Rf correspondiendo a 0,74, evaporacién del solvente, resuspension de la muestra de cada fraccién
en 0,01 ml de DMSO, mezcla de las muestras de fracciones de Rf 0,74 para obtener la FSAGL.

2. La FSAGL obtenida segun la reivindicacion 1 caracterizada por presentar una composicién elemental con un
contenido en Carbono, Oxigeno, Hidrégeno y Nitrégeno de 49,6%, 32,3%, 7,1% y 2,9% no conteniendo Azufre y por
un Rf de 0.74 en cromatografia en columna de silicagel eluyendo con 3:1:1 butanol: 4cido acético: agua.

3. Uso de la FSAGL obtenida segtin la reivindicacién 1 para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento
del céncer.

4. Uso de la FSAGL obtenida segtn la reivindicacion 1 para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento
de linfomas.

5. Uso de la FSAGL obtenida segtin la reivindicacion 1 para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento
de leucemias.
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200802653

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion

D01 MULLER Cl et al. Leukemia Research. 2006. Vol. 30, paginas 841- 2006
848.

D02 SHEENA N et al. Pharmaceutical Biology. 2003. Vol. 41, paginas 2003
564-56, especialmente pagina 565.

D03 ZAIDMAN BZ et al. International Journal of Oncology. 2007. Vol. 2007
31, paginas 959-967.

D04 HUIE CW et al. Journal of Chromatography. 2004. Vol. 812, paginas 2004
241-257.

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion 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 declaracion

La presente invencién divulga un procedimiento de obtencion de una fraccion semipurificada activa de Ganoderma lucidum
(FSAGL) en dos etapas: una primera etapa de extracciéon con metanol y otra de aislamiento de la fraccion. La primera etapa
consiste en una extraccién por disgregacion del cuerpo fructifero en metanol 10%, extrayendo durante 24 horas, evaporando el
solvente y resuspendiendo el extracto metandlico en 9 ml de metanol absoluto. La etapa de aislamiento consiste en la evapo-
racién del extracto anterior en silicagel, aplicacién en columna, elucién con butanol: acido acético: agua (3:1:1) y seleccion de
fracciones que presentan un Rf de 0,74, evaporacién del solvente y resuspensién de la muestra final en DMSO (reivindicacion
1); la FSAGL obtenida presenta una composicién elemental de 49,6% C, 32,3% O, 7,1% Hy 2,9% N (reivindicacion 2). Se
refiere también al uso de esta fraccién para fabricacion de un medicamento para tratamiento del cancer, incluyendo linfomas y
leucemias (reivindicaciones 3-5).

El documento D01 divulga la actividad antiproliferativa, frente a 26 lineas celulares tumorales humanas, de un extracto acuoso
de Ganoderma lucidum, que contiene 0,15% de &cido ganodérico C2, obtenido por HPLC, eluyendo con &cido acético y
acetonitrilo, a un tiempo de retencién 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 extraccion previa con éter de petréleo y TLC de fase mévil empleando butanol, acido acético y agua (ver
pagina 565, columna 2).

El documento D03 divulga la actividad antiproliferativa, frente a un cultivo de células LNCaP (cancer de préstata 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 extraccion de triterpenos y polisacaridos del cuerpo fructifero y del micelio de Ga-
noderma spp, empleando métodos de cromatografia y electroforesis, asi como el pretratamiento de las muestras normalmente
empleado para llevar a cabo procesos de extraccion 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 invencién es un procedimiento de obtencion de una fraccion semipurificada activa de Gano-
derma lucidum (FSAGL) por extraccion del cuerpo fructifero con metanol y aplicacién en columna de silicagel, eluyendo con
butanol, acido acético y agua, seleccionando las fracciones que presentan un Rf de 0,74; asi como su uso para fabricacion de
un medicamento para tratamiento del cancer, incluyendo linfomas y leucemias.
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Hoja adicional

1.1. REIVINDICACIONES 1-5

La actividad biolégica de extractos de Ganoderma lucidum es conocida en el Estado de la Técnica, encontrandose en nume-
rosos documentos, debido al contenido en principios activos de este organismo, asi como su uso para fabricacién de medica-
mentos y /0 composiciones farmacéuticas para tratamiento de diferentes enfermedades. Los documentos D01-D05 anticipan
la obtencion de extractos activos de Ganoderma lucidum; sin embargo, ni el método empleado ni las caracteristicas 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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