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Ergotioneine (ERG) has potential applications as food additive and as an antioxidant for
the treatment and/or prevention of diseases related to oxidative stress. In this work, we
study the nature of antioxidant activity and investigate the effect of aqueous extracts
of Agaricus bisporus enriched with ergotioneine (EAHE-ERG), a natural product, obtained
through enzymatic digestion and membrane technology, in cellular response induced by
UV, in crops fibroblasts. EAHE-ERG suppressed by the increase of TNF-a by UV-B radiation.
Furthermore, in fibroblasts exposed to UV-A, EAHE-ERG suppressed the expression of matrix
metalloproteinase-1 protein (MMP-1) in almost 50% and reduced the RNAm expression from
MMP-1. From these results, we conclude that EAHE-ERG can reduce anti-aging effects of
the skin from UV radiation by removing O, and 10,, and the reduction protease signs and
inflammatory activity.

Keywords: Ergotioneine, Agaricus bisporus, Antioxidant, Nutraceutical, Anti-inflammatory.

La ergotioneina (ERG) tiene aplicaciones potenciales como un aditivo alimentario y como un
antioxidante para el tratamiento y/o prevencién de enfermedades relacionadas con el estrés
oxidativo. En este trabajo estudiamos la naturaleza de la actividad antioxidante e investigamos
el efecto de los extractos acuosos de Agaricus bisporus enriquecidos con ergotioneina (EAHE-
ERG), un producto natural, obtenido mediante digestién enzimatica y tecnologia de membrana,
en respuesta celular inducida por UV, en fibroblastos cultivados. EAHE-ERG suprimié la
regulacién por incremento de TNF-0 mediante radiacién UV-B. Ademads, en fibroblastos
expuestos a UV-A, EAHE-ERG suprimié la expresiéon de proteina de metaloproteinasa-1 de
matriz (MMP-1) en casi 50% y redujo la expresién de ARNm de MMP-1. A partir de estos
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resultados, concluimos que EAHE-ERG puede reducir los efectos antienvejecimiento de la piel
después de la irradiacién UV mediante la eliminacion de O, y 10,, y la reduccién de las sefiales
de proteasa y actividad inflamatoria.

Palabras Clave: Ergotioneina, Agaricus bisporus, Antioxidante, Nutracéutico, Antiinflamatorio.

1. Introduccién

La ergotioneina (ERG), es un derivado de tiourea de histidina con potentes actividades
antioxidantes, es producido por pocos organismos como actinobacterias, cianobacte-
rias y ciertos hongos, entre otros, pero no es sintetizado por plantas y animales. Se
ha demostrado que los eucariotas superiores contienen ERG, pero hasta la fecha no
se ha informado que estos la biosintetizan [1, 2], se cree que las plantas toman la ERG
excretada por los hongos del suelo mediante relaciones simbidticas [3, 4]. La ERG se
produce casi exclusivamente a partir de la dieta en humanos, se acumula en varias
partes del cuerpo humano como la médula ésea, el higado, los eritrocitos, los rifiones,
los liquidos seminales, los ojos y la piel [5], es transportado mediante un transportador
especifico SLC22A4, la seleccién natural de dicho transportador implica que la ERG
estd involucrada en el mantenimiento de la salud o la mitigacién de la enfermedad,
acumulandose en los sitios de lesién [6, 7].

La ERG exhibe aplicaciones potenciales debido a las propiedades antioxidantes
que posee como: Eliminacién de radicales libres y especies reactivas de oxigeno
[8] y la quelacién de iones metdlicos divalentes, en el tratamiento o prevencién de
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo, ademads que protege a las células
del ADN mitocondrial asociado al fotoenvejecimiento [4, 9], debido a estos efectos
beneficiosos podria representar un alto valor en el mercado mundial de suplementos
dietéticos [6].

El fotoenvejecimiento de la piel esté relacionado con una combinacién de factores
intrinsecos y extrinsecos que podrian cambiar los aspectos funcionales y estructurales
de la piel, causado por cambios en las expresiones génicas en los fibroblastos dér-
micos [10]. Ademas, ha demostrado posibles efectos in vivo de varias enfermedades
neurodegenerativas [11], en la lesién por isquemia reperfusion [12], entre otras.

Actualmente, la ERG comercial se sintetiza quimicamente, siendo una alternativa
sostenible de bajo costo la produccién en fabricas de células microbianas [13, 14]. En un
estudio anterior se cuantificé ERG en Agaricus bisporus identificando que contienen
del 0,20-0,31 mg/g, [15, 16], ademds se evalud el efecto en extractos naturales de
A. bisporus observandose que tienen la capacidad de reducir significativamente el
contenido de lipidos intracelulares, el tamafio de las gotas de lipidos y el contenido de
TG intracelular [17]. En este estudio presentamos un producto natural enriquecido en
ERG natural en forma de extracto, EAHE-ERG, obtenido de A. bisporus, estudiamos la
naturaleza de la actividad antioxidante e investigamos su efecto en respuesta celular
inducida por UV.
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2. Materiales y Métodos
2.1. Preparacion de EAHE-ERG

Se utilizé como materia prima A. bisporus, que se obtuvo del Grupo Riberebro (La Rioja,
Espafia). EAHE-ERG se obtuvo siguiendo el procedimiento descrito por Cremades et al.,
usando enzimas y tecnologia de membrana [15]. La Figura 1 muestra esquematicamente
el procedimiento.

Liofilkeacidn, L
Encapsulaciin |. —

Figure 1

Procedimiento para la extraccion de EAHE-ERG.

2.2. Cultivos celulares

Los fibroblastos humanos primarios se cultivaron en medio DMEM estandar (Invitro-
gen, Carlsbad, CA, EE. UU), Suplementado con 10% de suero bovino fetal (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EE. UU), 10 mM HEPES, 2 mM L-glutamina y antibiéticos (100 U/mL de
penicilina, 0,25 pg/mL de sulfato de estreptomicina) y 50 pg/mL de uridina, con o sin
L-ergotioneina 20 pM (EAHE-ERG o ERG pura) a 37°C en 5% de CO,.

2.3. Irradiacion UVB

Las células confluentes (control y tratadas con EAHE-ERG o ERG pura [L-ergotioneina
20 pM])) se expusieron a UVB (300 J/m?, bombilla fluorescente TL12 Philips, pico de
emision a 313 nm) a través de solucién salina tamponada con fosfato.

2.4. Medicion de la concentracion de ROS intracelular

La concentracién de ROS se midié utilizando el indicador general de estrés oxidativo
CM-H,DCFDA (derivado de clorometilo de H,DCFDA).
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2.5. Determinacion de Ergotioneina por HPLC

La concentracién de ERG se determiné mediante HPLC, siguiendo el método de Dubost
et al. [18]. Como estdndar se usd la L-ergotioneina sintética (OXIS International, Japén).

2.6. Ensayo TNF-«

El TNF-a se cuantifico utilizando kits comerciales de ELISA (BD Biosciences, San Diego,
CA, EE. UU)

2.7. Ensayo MMP-1

La expresion de la metaloproteinasa-1 de la matriz (MMP-1) se evalué mediante analisis
de inmunotransferencia (Western Blot) y la actividad se ensayd con un kit de ensayo
de actividad MMP-1 (Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, EE. UU).

2.8. Andlisis estadistico

Los datos se expresan como medias + DE (Desviacién Estédndar) y se analizaron
mediante ANOVA unidireccional seguido de la prueba LSD protegida de Fisher para
multiples comparaciones de medias grupales; se considera un valor de p < 0,05

estadisticamente significativo.

3. Resultados

Se utilizé A. bisporus como materia prima, se cuantific6 ERG con una concentracién
de 0,21 + 0,03 mg/g de ERG/g de peso seco, resultados similares a los obtenidos por
Cremades et al. (2015) [15, 16] pero en concentraciones mas bajas que las encontradas
en otros hongos [18]. Sin embargo al ser una materia prima que se puede obtener en
grandes cantidades representa una fuente importante de ERG con un alto potencial
antioxidante. Los resultados de la concentracién de ERG se muestran en la Tabla 1,
cémo se puede observar la cantidad de ERG varia en cada proceso, obteniéndose
EAHE-ERG con una concentracién de 175,01 mg, y con un porcentaje de rendimiento
del 93,52%, con respecto al producto inicial, cantidad muy significante de ERG.

3.1. Efecto protector contra el estrés oxidativo celular

La concentracion intracelular de ROS (reactive oxygen species) se midié utilizando
el indicador general de estrés oxidativo CM-H,DCFDA. Los resultados obtenidos se
muestran en la Figura 2, observandose que EAHE-ERG presenta un alto porcentaje de
antioxidante al igual que un extracto con ERG pura, lo que indica que EAHE-ERG puede
ser utilizado como depurador de ROS (principalmente superdxido y oxigeno singlete),
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Table 1

Concentracion de ERG en cada proceso.

Producto/Proceso ERG (mg/g) ERG (mg)
Materia prima 0,21+ 0,03 239,52
EAH 0,010 + 0,001 186,57
EAH-UF(5KDa) 0,0090 + 0,0002 182,80
EAH-OI 0,375 + 0,01 181,1
EAHE-ERG 121,52 + 4,20 175,01

Los resultados se expresan como las medias + DE (n = 5) en peso seco.

esto podria atribuirse a la presencia de aminodcidos y péptidos libres que también
podrian saciar las ROS.

Actividad Antioxidante
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Figure 2

Porcentaje de antioxidante presente en cada muestra.

3.2. Supresion de TNF-«

Los resultados de la Figura 3 muestran claramente que tanto EAHE-ERG como ERG
pura, suprimen citocinas proinflamatorias como factor de necrosis tumoral o (TNF-
0) e interleucina 12 (IL-12), las cuales activan la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos y activacion de leucocitos inflamatorios, provocados por luz UV. Estos
resultados indican que EAHE-ERG en concentraciones de 0,1 mM es suficiente para
revertir procesos inflamatorios provocados por la exposicion a la luz ultravioleta, y asi
evitar el fotoenvejecimiento.

3.3. Expresion MMP-1

Las metaloproteinasas de matriz (MMP), desempefian un papel importante en muchos
procesos fisiolégicos normales y también participan en muchos procesos patolégicos
como la artritis, el cdncer, las enfermedades cardiovasculares y la inflamacién. Los
resultados de la Figura 4 muestran que la luz UV induce la expresion de MMP-1y que
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Supresion de TNF-a
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Figure 3

Nivel de TNF-a en las muestras.

EAHE-ERG a una concentracién de 0,1 mM practicamente redujo esta expresion en un
50% (resultados similares se obtienen mediante ERG pura, resultados no mostrados).

MMP-1 e

fi-actin

Figure 4

Expresion de MMP-1 en EAHE-ERG.

4. Discusion

Tang et al. fue el primero en estudiar la absorcién y distribuciéon de ERG en tejidos de
ratones antes y después de la administracion oral de ERG pura utilizando LC-MS/MS.
Ademas, investigd la absorcion y la farmacocinética de la L-ergotioneina después de
la administraciéon oral a humanos observando luego del tratamiento una tendencia
decreciente de los biomarcadores de dafio oxidativo y que sugiere que la ERG puede
funcionar como un antioxidante importante, pero tal vez solo bajo condiciones de estrés
oxidativo [19].

Muchos otros estudios in vitro han demostrado la capacidad de ERG para eliminar
radicales, modular las respuestas inflamatorias y proteger contra la radiacion UV y
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gamma [20, 21]. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto antioxidante de EAHE-
ERG observdndose que EAHE-ERG presenta un alto porcentaje antioxidante al igual
que un extracto de ERG pura preparado a la misma concentracién.

Las radiaciones UVA y UVB activan mecanismos inmunosupresores a través de
ciertas citocinas, asi contribuyen al dafio y eventualmente a la carcinogénesis, los rayos
UVA tienen un rol protagdnico en la capacidad de penetrar los estratos mas profundos
de la piel, donde se producen los principales cambios del fotoenvejecimiento. La luz UV
produce cambios moleculares provocando dafio al tejido conectivo dérmico, causando
la activacién de receptores de factores de crecimiento, citocinas proinflamatorias (IL-1,
TNF-q, IL-6, IL-8) y moléculas de adhesion (ICAM-1) en la superficie de los queratinocitos
y fibroblastos [22]. EI TNF-& regula diversos eventos biolégicos fundamentales de
las células, como la activacion de los leucocitos, la liberacidon de diversas citocinas
y quimiocinas, y la produccién de ROS e intermediarios de nitrégeno. El TNF- o es un
agente pro-inflamatorio poderoso, liberado rédpidamente después del trauma, infeccién
0 exposicion a LPS y se ha demostrado que es el mediador mas abundante en tejidos
inflamados, es por eso que se ha tomado como un factor de estudio para comprobar el
efecto que ejerce EAHE-ERG sobre los fibroblastos dérmicos humanos irradiados con
UV. Nuestros resultados indican que EAHE-ERG suprime la regulacion del incremento
de TNF-a al igual que un extracto preparado con ERG pura, es decir que actia como un
antioxidante evitando la generacién del ROS y por tanto evita los cambios moleculares
y estructurales en la piel.

Las MMP, son enzimas secretadas por los fibroblastos y los queratinocitos, interfieren
en la sintesis de degradacién de los coldgenos | y lll dérmicos y de las proteinas de la
matriz extracelular dérmica. La degradacién del coldgeno conduce a una acumulacién
de moléculas de coldgeno parcialmente degradadas en la dermis, que alteran la
integridad estructural de la piel. La luz UV induce la expresién de MMP-1, estimulando la
produccién de H,O, provocando la inflamacion o procesos patolégicos como la artritis,
el cancer, las enfermedades cardiovasculares. EAHE-ERG a una concentracién de 0,1
mM practicamente redujo esta expresion en un 50%. La MMP-1 0 colagenasa intersticial,
es capaz de iniciar la fragmentacién del coldgeno fibrilar tipo 1, que constituye 90% del
coldgeno de la piel [23].

5. Conclusiones

A partir de estos resultados, concluimos que EAHE-ERG, elimina el ROS generado por
la fotosensibilizacién de tipo | y Il y suprime tanto la expresiéon de TNF-0t como la MMP-1
en su nivel de traduccién. EAHE-ERG puede reducir los efectos antienvejecimiento de
la piel después de la irradiacion UV mediante la eliminacién de O, y 10,, y la reduccién
de las sefiales de proteasa y actividad inflamatoria. En fibroblastos cultivados, EAHE-
ERG suprimio la regulacién por incremento de TNF-0f mediante radiacion UVB y cuando
fueron expuestos a UVA, suprimié la expresién de MMP-1 en casi 50%.

Debido a que EAHE-ERG posee la capacidad de interferir con la sefializaciéon molec-
ular, ha llegado a ser un compuesto natural de gran interés por su potencial como
agente terapéutico, y su posible uso como suplemento dietético.
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