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RESUMEN

Introduccidn: los bioderivados propuestos como
candidatos a ingredientes alimentarios suelen
requerir ciertas evaluaciones para las aplicaciones
inmunonutricionales Los hongos comestibles-
medicinales son un surtidor de compuestos con
estas potencialidades. Entre ellos, las setas
Pleurotus ostreatus contienen metabolitos
bioactivos, con importantes usos en la industria
alimenticia y en la practica terapéutica de la
industria médico-farmacéutica. Los ensayos de
citotoxicidad Jin vitro constituyen métodos
valiosos para evaluar productos de origen natural,
como los extractos fungicos. Objetivo: evaluar la
citotoxicidad de dos extractos obtenidos de la
seta Pleurotus ostreatus en diferentes lineas
celulares. Método: se obtuvieron extractos
hidrosolubles a partir del micelio y de los cuerpos
fructiferos de Pleurotus ostreatus en laboratorios
del Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial
de la Universidad de Oriente. Se evalué la
citotoxicidad de los bioproductos por el ensayo
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de reduccion del colorante resazurina sobre tres
lineas celulares en el Laboratorio de
Microbiologia, Parasitologia e Higiene (LMPH) de
la Universidad de Amberes, Bélgica. Se utilizaron
células no adherentes THP-1 (pre-monocitos de
leucemia humana), células adherentes Caco-2
(epitelio de adenocarcinoma de colon humano) y
células adherentes RAW 264.7 (macrofagos
murinos). Resultados: los extractos de Pleurotus
ostreatus no resultaron citotdxicos para ninguna
de las lineas celulares estudiadas humanas o
murina, ya que no ocasionaron dafios sobre la
viabilidad de las células epiteliales del sistema
gastrointestinal, ni sobre las células del sistema
inmune empleadas. Conclusiones: este resultado
demuestra que ambos bioderivados fungicos
pueden ser aplicados con seguridad en estudios
inmunonutricionales.

Palabras clave: pleurotus ostreatus; extractos
acuosos; citotoxicidad; lineas celulares;
inmunonutricion
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ABSTRACT

Introduction: bioderivatives proposed as candidates
for food ingredients wusually require certain
evaluations for immunonutritional applications.
Edible-medicinal mushrooms are a source of
compounds with these potentials. Among them,
Pleurotus ostreatus mushrooms contain bioactive
metabolites, with important uses in the food
industry and in the therapeutic practice of the
medical-pharmaceutical industry. In vitro
cytotoxicity assays are valuable methods to
evaluate products of natural origin, such as fungal
extracts. Objective: to evaluate the cytotoxicity of
two extracts obtained from the Pleurotus ostreatus
mushroom in different cell lines. Method: water-
soluble extracts were obtained from the mycelium
and fruiting bodies of Pleurotus ostreatus in
laboratories of the Center for Industrial
Biotechnology Studies of the Universidad de
Oriente. The cytotoxicity of the bioproducts was
evaluated by the resazurin dye reduction assay on
three cell lines at the Laboratory of Microbiology,
Parasitology and Hygiene (LMPH) of the University
of Antwerp, Belgium. Non-adherent THP-1 cells
(human leukemia pre-monocytes), Caco-2 adherent
cells (human colon adenocarcinoma epithelium)
and RAW 264.7 adherent cells (murine
macrophages) were used. Results: Pleurotus
ostreatus extracts were not cytotoxic for any of the
human or murine cell lines studied, since they did
not cause damage to the viability of the epithelial
cells of the gastrointestinal system, nor to the
immune system cells used. Conclusions: this result
demonstrates that both fungal bioderivatives can
be safely applied in immunonutritional studies.

Keywords: pleurotus ostreatus; aqueous extracts;
cytotoxicity; cell lines; immunonutrition
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RESUMO

Introdugao: bioderivados propostos  como
candidatos a ingredientes alimenticios geralmente
requerem determinadas avaliagGes para aplicacOes
imunonutricionais. Pleurotus ostreatus contém
metabdlitos bioativos, com importantes utilizagcdes
na industria alimenticia e na pratica terapéutica da
industria  médico-farmacéutica. = Ensaios  de
citotoxicidade in vitro sdo métodos valiosos para
avaliar produtos de origem natural, como extratos
de fungos. Objetivo: avaliar a citotoxicidade de dois
extratos obtidos do cogumelo Pleurotus ostreatus
em diferentes linhagens celulares. Método:
extratos hidrossollveis foram obtidos do micélio e
dos corpos frutiferos de Pleurotus ostreatus nos
laboratdrios do Centro de Estudos de Biotecnologia
Industrial da Universidade de Oriente. A
citotoxicidade dos bioprodutos foi avaliada pelo
ensaio de reducdo do corante resazurina em trés
linhagens celulares no Laboratério de
Microbiologia, Parasitologia e Higiene (LMPH) da
Universidade de Antuérpia, Bélgica. Foram
utilizadas células THP-1 ndo aderentes (pré-
mondcitos de leucemia humana), células aderentes
Caco-2 (epitélio de adenocarcinoma do cdlon
humano) e células aderentes RAW 264.7
(macréfagos murinos). Resultados: os extratos de
Pleurotus ostreatus nao foram citotéxicos para
nenhuma das linhagens celulares humanas ou
murinas estudadas, pois ndo causaram danos a
viabilidade das células epiteliais do sistema
gastrointestinal, nem as células do sistema
imunoldgico utilizadas. Conclusdes: este resultado
demonstra que ambos os bioderivados fungicos
podem ser aplicados com seguranca em estudos
imunonutricionais.

Palavras-chave: pleurotus ostreatus; extratos
aquosos; citotoxicidade; linhas de celular;
imunonutri¢ao
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INTRODUCCION

Los hongos constituyen fuentes de compuestos con propiedades inmunofarmacoldgicas, que han
resultado de mucho interés para la medicina tradicional de diferentes civilizaciones desde la
antigiiedad.!!) Las setas comestibles-medicinales poseen una variedad diversa y robusta de moléculas
bioactivas que ejercen mas de 200 funciones medicinales diferentes.’?) En las dltimas décadas, los
hongos medicinales se han utilizado en el desarrollo de importantes suplementos para la salud. Se ha
informado que los consorcios de compuestos bioactivos y sus extractos son especificos para este
objetivo.®

Existe un interés progresivo en la investigacion de compuestos inmunomoduladores, a partir de
fuentes naturales, que carezcan de consecuencias adversas y tengan utilidad en la practica
inmunoterapéutica. Desde un punto de vista clinico, los nuevos procedimientos para el desarrollo de
inmunocéuticos obtenidos de setas, podrian constituir respuestas a diversas demandas de la
inmunoterapia. La biotecnologia de los alimentos basada en el aprovechamiento de los hongos
comestibles, resulta una alternativa muy sugerente para la obtencién de bioderivados con efectos
inmunomoduladores y antitumorales.

El Pleurotus se encuentra entre los géneros mas estudiados como fuente de moléculas bioactivas con
capacidad para modular la respuesta inmunolégica. Pero, Unicamente el 3 % de las investigaciones
sobre bioproductos naturales que arriba a las fases preclinica y/o clinicas estan orientadas al trabajo
con las setas comestibles. Un area menos estudiada, es el uso del Pleurotus en la estimulacion del
sistema inmune en relacidon a tratamientos nutricionales, que es el propdsito fundamental de la
“inmunonutricién”. Lo cual evidencia la importancia de la “micoterapia” como un area novedosa y
promisoria.®

La salud esta fuertemente relacionada con un equilibrio adecuado de las funciones inmunitarias que
pueden ser mediadas directamente por las dietas, denominada "modulacién inmunitaria por los
alimentos". Estos estudios han ganado utilidad debido al uso de lineas celulares. Los compuestos
alimentarios suelen estar integrados en diferentes matrices. Después del consumo oral, una matriz
alimentaria pasa por el tracto gastrointestinal donde sus bioactividades podrian haberse modificado.
Por lo tanto, se hace necesaria una simulacidon de la digestién gastrica in vitro para estudiar la
estimulacion de las células inmunitarias in vivo y ex vivo (Chanput W. En: Tesis para el titulo de doctor.
Universidad de Wageningen, Wageningen, NL, 2012).

Por otra parte, el cultivo celular tiene un rol relevante en la investigacidén de nuevos tratamientos en un
gran numero de padecimientos. La linea celular Caco-2, se deriva de un adenocarcinoma colorrectal
humano y se caracterizan por ser células de tipo epitelial. Es frecuentemente empleada en los estudios
sobre la absorcién de compuestos ya que exhiben particularidades propias de células intestinales
maduras (Romero y Zabaleta. En: Trabajo para optar por el titulo de Quimico Farmacéutico.
Universidad de Cartagena, Cartagena de Indias, 2020).
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Las THP-1 monociticas se corresponden con una linea celular cancerigena, cuyas células pueden
diferenciarse a macréfagos exponiéndolas a reactivos como el forbol-12 miristato-13-acetato (PMA).
Por lo cual, ha sido utilizada para estudiar los monocitos y macréfagos en diferentes procesos
inflamatorios (Gonzaga JF. En: Tesis de Maestria. Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del
Instituto Politécnico Nacional. Irapuato, México, 2016).

Por su parte, las células RAW 264.7 pertenecen a una linea celular de macréfagos derivados de
monocitos de ratones con leucemia. La utilizacién de esta linea de macréfagos murinos también es un
modelo celular de inflamaciéon, empleado de forma habitual (Arranz EM. En: Tesis doctoral.
Universidad Auténoma de Madrid, 2013).

Para evaluar la citotoxicidad, generalmente se utilizan diversas técnicas de tincién celular con el
objetivo de calcular, de forma indirecta, la cantidad de células vivas con posterioridad a un
tratamiento. Un ensayo correcto para valorar la viabilidad celular y la citotoxicidad debe ser sencillo,
rapido, eficiente, econdmico, sensible, reproducible, seguro y efectivo para la poblacion celular viable,
ademas de no mostrar interferencias con los compuestos evaluados.®

El método de resazurina resulta basico para apreciar la proliferacién de las células después de ser
tratadas y permite complementar los estdndares utilizados para la evaluacion del efecto citotdxico con
la posterior determinacién de la proliferacién celular.®®

El objetivo del presente trabajo fue evaluar, a través del ensayo de reduccién del colorante resazurina,
la actividad citotdxica sobre diferentes lineas celulares de extractos acuosos de Pleurotus ostreatus
para garantizar su aplicacién en futuros estudios inmunonutricionales.

METODO
Preparacion de muestras

Los extractos acuosos se obtuvieron, previamente, en la planta de setas comestibles y el laboratorio de
cultivos del Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial de la Universidad de Oriente. A partir de la
biomasa humeda del micelio y de los cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus (P. ostreatus) se realizé
la decoccidn (90-100 °C) y se liofilizaron.® Los liofilizados fueron pesados en una balanza (METTLER
TOLEDO, New Classic MS, Espafia) y se resuspendieron (100 mg/mL) en agua ultrapura.
Posteriormente, se obtuvieron los biopreparados en los medios de cultivo correspondientes, a
concentraciones seriadas (512, 256, 128, 64, 32 y 16 ug/mL) y se conservaron hasta su utilizacion.

Cultivos celulares

En el Laboratorio de Microbiologia, Parasitologia e Higiene (LMPH) de la Facultad de Ciencias
Farmacéuticas, Biomédicas y Veterinarias de la Universidad de Amberes, Bélgica, se realizaron los
cultivos celulares y los ensayos para evaluar la citotoxicidad de los bioproductos.
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Los extractos fungicos se evaluaron en tres lineas celulares diferentes: células no adherentes THP-1
(pre-monocitos de leucemia humana), células adherentes Caco-2 (epitelio de adenocarcinoma de colon
humano) y células adherentes RAW 264.7 (macréfagos murinos). Las lineas fueron adquiridas de la
Coleccion Americana de Cultivos de Tejidos Tipo (ATCC, por sus siglas en inglés) (Manassas, VA, EE.
UU.). Las células se sembraron en cabina de flujo laminar (clan LAF®, VFRS 1806, Holanda), se
cultivaron en medios de acuerdo a sus especificaciones y en incubadora (BINDER, Alemania) a 37 °C
con atmosfera humeda (COz al 5 %).

Las células THP-1 en medio RPMI 1640 (1X) (Gibco®, EE. UU.), suplementado con suero fetal bovino
(iFBS, por sus siglas en inglés) (Gibco®, EE. UU.) al 10 %, L-glutamina (2 mM), higromicina (75 mg/mL) y
Penistrep (1 %) (Sigma-Aldrich, EE. UU.). La linea celular Caco-2 se cultivdé en DMEM(1X) (Gibco®, EE.
UU.), suplementado con iFBS (Gibco®, EE. UU.) al 10 %, L-glutamina al 2 %, D-glucosa (4,5 g/L) y
Penistrep (1 %) (Sigma-Aldrich, EE. UU.). Los macréfagos RAW 264.7 se mantuvieron a 37 °C, atmdsfera
de CO; al 5 % en medio DMEM con FBS (Gibco®, EE. UU.)(10 %), L-glutamina (2 %) y 4,5 g/L de D-
glucosa.!”)

Ensayo para evaluar la citotoxicidad

Se evaluo el efecto citotdxico por el ensayo de reduccién del colorante resazurina sobre la viabilidad
celular. Se utilizéd la sal sddica de resazurina (Sigma-Aldrich, EE. UU.) como control estandar. El
tamoxifeno se incluyé como farmaco de control de referencia para la citotoxicidad y se utilizé un lector
de placas (TECAN GENios, Suiza) para la lectura.”

Las células adherentes crecidas (Caco-2) se retiraron con Tripsina-EDTA 0,05 % y centrifugaron a 130 g
durante 10 min a 4 °C en centrifuga (Allegra®, X-15R, EE. UU.). Para el ensayo fueron sembradas 200 plL
del indculo de células (5 x 10° células/pocillo) en microplacas estériles de 96 pocillos e incubadas en
incubadora (BINDER, Alemania) por 24 ha 37 °Cy COzal 5 %.

Las células no adherentes (THP-1) se centrifugaron a 1 800 rpm/10 min y 4 °C. Se afiadieron (5x10°
células/pocillo) con 200 uL del medio fresco para ser incubadas.

Se agregaron 10 plL de tamoxifeno a los pocillos del control positivo. Las células de control negativo se
incubaron Unicamente con 200 plL del medio correspondiente. Al resto de los pocillos se afiadieron los
extractos en sus diferentes concentraciones y se incubaron las placas durante 24-48 h a 37 °C en CO; al
5 %. Transcurrido el tiempo de incubacidn, se afiadieron 50 pL de resazurina (2,2 pg/mL) a cada pocillo
y se midié la fluorescencia después de 4 h a 37 °C (excitacién A 550 nm, emisidén A 590 nm).

Se realizaron dos experimentos independientes y las muestras se ensayaron por triplicado en cada uno
de ellos.
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Procesamiento de datos

Se expresaron los resultados como la media aritmética + desviacidon estandar, a partir del andlisis
estadistico realizado con el software Graph Pad Prism 7 (Windows, V.7.04, 2017). Los resultados
corresponden al Proyecto VLIR-UOP-3 Natural Products and Pharmaceutical Services to improve the
patient quality of life in Eastern Cuban Hospital's.

RESULTADOS

Los extractos ensayados en este estudio constituyeron un material con la calidad adecuada para su
evaluacion.

El efecto de los extractos fungicos fue evaluado sobre la viabilidad celular de tres lineas celulares
secundarias: linea de leucocitos humanos (THP-1), linea epitelial intestinal (Caco-2) y linea de
macrofagos murinos (RAW 264.7) (Gréafico 1, Grafico 2 y Grafico 3). Se aplicéd el ensayo de reduccién
resazurina como prueba indicativa de posibles dafios a nivel de la mitocondria y, por tanto, en los
procesos de respiracion celular o actividad metabdlica.!”)

El colorante resazurina (azul no fluorescente) es reducido a resofurina (rosado muy fluorescente) por
las oxidorreductasas presentes, fundamentalmente, en las mitocondrias de células vivas. La resofurina
se excreta al medio y permite la observacion de la proliferacion celular o la citotoxicidad de
compuestos sobre diferentes tipos celulares, incluidas las de hongos.
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Grafico 1. Efecto de extractos de Pleurotus (Cf y M) en la viabilidad celular de
monocitos humanosTHP1. Resultados expresados como la media + DE de 6
réplicas (n=6). Cf (cuerpos fructiferos). M (micelio). Tamoxifeno (control de
referencia para la citotoxicidad).
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Células epiteliales humanas (Caco-2)
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Grafico 2. Efecto de extractos de P. ostreatus en la viabilidad celular de
células epiteliales de adenocarcinoma intestinal humano Caco-2. Resultados
expresados como la media + DE de 6 réplicas (n=6). Cf (cuerpos fructiferos).
M (micelio). Tamoxifeno (control de referencia para la citotoxicidad).

M acré6fagos murinos (RAW 264.7)
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Grafico 3. Efecto de extractos de Pleurotus (Cf y M) en la viabilidad celular de
células del sistema inmune (macréofagos murinos RAW 264.7). Resultados
expresados como la media + DE de 6 réplicas (n=6). Cf (cuerpos fructiferos). M
(micelio). Tamoxifeno (control de referencia para la citotoxicidad).
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DISCUSION

Los extractos de P. ostreatus ensayados resultan bioderivados con capacidad para potenciar la
respuesta inmune.® Los carbohidratos y otros compuestos bioactivos presentes en ellos®910.11)
podrian ser responsables de sus potenciales efectos prebidticos y garantizar sus posibles aplicaciones
inmunonutricionales, una vez comprobada la ausencia de citotoxicidad sobre células del sistema
gastrointestinal y del sistema inmune seleccionadas.

Diferentes lineas celulares han sido cominmente utilizadas como modelos en ensayos de cocultivos y
sistemas de monocultivos, disefiados para explorar efectos toxicoldgicos? y como estrategia para
evaluar interacciones entre el microorganismo y el hospedero.!’3 En nuestras investigaciones, uno de
los primeros estudios a realizar, consiste en descartar un posible efecto citotéxico de los bioderivados
fungicos sobre células implicadas en el estudio de candidatos prebidticos, capaces de estimular la
inmunidad local en el intestino (ej. fagocitosis) o interferir en los mecanismos de adherencia de
patdgenos y favorecer la adhesidn de bacterias beneficiosas al epitelio intestinal.

La linea celular monocitica THP-1, es la que se utiliza con mayor frecuencia para investigaciones sobre
las funciones de los macrdéfagos humanos. La incapacidad de expandir las poblaciones de macréfagos
ex vivo y su vida util limitada en cultivo, han convertido a las células THP-1 en el modelo in vitro para
rebasar los inconvenientes del empleo de macréfagos primarios y ha resultado la linea mas utilizada
para determinar la respuesta de los macréfagos humanos a los estimulos proinflamatorios.*4

Los cultivos de células Caco-2 y HT-29, han sido muy utilizados como modelos para el estudio de
funciones especificas en células del epitelio intestinal. Estas lineas celulares permiten reproducir el
fenotipo de células absortivas y mucosecretoras.*>

Por otra parte, el método de reduccidn del colorante resazurina resulté adecuado y reproducible para
la evaluacién de la citotoxicidad de los bioderivados fungicos. Se pudo comprobar la actividad
metabdlica expresada en los niveles de viabilidad de las células tratadas con las sustancias
experimentales (extractos), en comparacién con los efectos negativos observados sobre la viabilidad
celular del compuesto (tamoxifeno), utilizado como control de referencia.

Segun Escobar, et al.!® el colorante resazurina es poco téxico para las células y permite la continuidad
de estudios en las mismas células, lo que economiza tiempo y dinero, especialmente en cultivos
primarios donde las células son muy escasas y preciadas. Ademas, el método es sensible y altamente
reproducible.

Los resultados de este estudio sugieren que ninguno de los extractos evaluados ocasiond dano en los
procesos metabdlicos de las células, ya que estos no provocaron la disminucién de la viabilidad celular.
Por el contrario, se aprecia una ligera tendencia a la estimulacién de la proliferaciéon celular,
dependiente de la concentracion en las lineas de monocitos humanos (THP-1) y células epiteliales
(Caco-2). Mientras, en los macréfagos murinos (RAW 264.7) se observé una tendencia de viabilidad
muy estable en las diferentes concentraciones aplicadas. Lo anterior evidencia el efecto no citotéxico
de los bioderivados fungicos sobre estas poblaciones celulares.
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La reduccidén de resazurina se ha descrito como un método variable segun la linea celular valorada. Un
estudio identific6 como esto ocurre al evaluar CuSOs4 a diferentes concentraciones en tres lineas
celulares (hepatocitos de ratén, HepG2, y Hela). Aqui el método detectd una citotoxicidad mas rapida
en las primeras lineas; sin embargo, en la linea celular Hela, el resultado fue contrario. Esto puede
indicar una sensibilidad diferente de esta linea. Por esta razén, algunos autores exponen la importancia
de valorar individualmente las lineas celulares, ya que cada una posee propiedades metabdlicas Unicas
que deben ser caracterizadas para determinar parametros experimentales diferentes.®

Llauradd, et al.®® evaluaron la citotoxicidad de un extracto de P. ostreatus (HW-Pm) obtenido a 95 °C. El
efecto se determiné mediante el ensayo de reduccién del colorante resazurina, con la utilizacién de
varias concentraciones (2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512 y 1024 pg/mL) del producto. El resultado
arrojé que HW-Pm no fue citotdxico para las células RAW 264.7, ya que se observé una estabilidad en
la viabilidad de las células a las diferentes concentraciones ensayadas.

En una investigacidn realizada para evaluar la actividad antimicrobiana de un extracto acuoso de la
microalga Phorphyridium cruentum se demostrd, ademas, que este no ejercié actividad citotdxica
sobre monocitos humanos THP-1 y macréfagos murinos RAW 264.7. El método de reduccidon de
resazurina y las mismas concentraciones (512, 256, 128, 64, 32 y 16 ug/mL) utilizadas para evaluar el
producto de nuestro ensayo fueron utilizadas por estos autores. 16

En el presente estudio también se puede observar que los porcentajes de supervivencia celular
obtenidos fueron muy parecidos entre las células tratadas con los diferentes extractos. Mientras, en la
evaluacién de la citotoxicidad de tres compuestos sintéticos sobre células HEp-2, HT-29 y Hela, los
resultados indicaron que en ninguna de las lineas celulares los compuestos causaron disminucién
significativa de la supervivencia celular con el empleo del método de resazurina. También se hallé que
las respuestas de porcentaje de supervivencia obtenidas fueron semejantes al evaluar los diferentes
compuestos.®

Es importante que los biopreparados para aplicaciones inmunonutricionales no muestren
citotoxicidad. Este estudio garantiza que los extractos de Pleurotus puedan aplicarse en investigaciones
sucesivas, sin riesgos de posibles efectos adversos. Sin embargo, una probable limitacién, es la
utilizacidon de un solo método para la evaluacion de la viabilidad celular.

CONCLUSIONES

Los extractos de Pleurotus ostreatus evaluados no afectaron la viabilidad de las células humanas
(leucocitos y epiteliales intestinales), asi como la de células inmunitarias murinas (macréfagos). Estos
resultados avalan su empleo como posibles candidatos prebidticos y garantizan su seguridad para
estudios inmunonutricionales posteriores, como pueden ser los ensayos de cocultivos entre leucocitos,
células epiteliales y bacterias beneficiosas o patogénicas.
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Recomendaciones

Evaluar la actividad de estos extractos ensayados sobre la funcién inmunolégica de células
leucocitarias, asi como el posible efecto inhibitorio sobre los mecanismos de adherencia de bacterias
patogénicas y beneficiosas.
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