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Resumen: Cordyceps militaris, bien conocido por su potencial terapéutico en el control de la diabetes tipo 2
mediante la inhibicion de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa, fue el foco central de esta investigacion ,
que investigo la influencia de varios sustratos de cultivo en su propiedades inhibidoras enzimaticas y
contenido de compuestos bioactivos. Estudios anteriores se han centrado principalmente en los beneficios
farmacolégicos generales de C. militaris, pero no han explorado a fondo como los diferentes sustratos afectan
su perfil bioactivo y sus actividades inhibidoras de enzimas. Este estudio tuvo como objetivo evaluar el
impacto de la seleccion de sustrato en las actividades de inhibicién de enzimas y los niveles de compuestos
bioactivos como cordicepina y adenosina en C. militaris, demostrando que la seleccion de sustrato afecta
notablemente tanto las actividades de inhibicién de estas enzimas como los niveles de compuestos bioactivos.
En particular, los cuerpos fructiferos de C. militaris cultivados en Brihaspa atrostigmella mostraron las
concentraciones mas altas de cordicepina (2,932 mg/g) y adenosina (1,062 mg/g). Este sustrato también
exhibié la inhibicion de a-glucosidasa mas potente con un valor de IC50 de 336,4 + 16,0 ug/ml y la inhibicién
de a-amilasa mas eficaz con un valor de IC50 de 504,6 + 4,2 ug/ml. Por el contrario, C. militaris cultivada en
residuos solidos de Gryllus bimaculatus mostrd la inhibicion mas fuerte de la xantina oxidasa (XOD), con el
valor de CI50 mas bajo de 415,7 + 11,2 ug/ml. Estos hallazgos resaltan el papel fundamental de la eleccion
del sustrato para mejorar las propiedades medicinales de C. militaris, lo que sugiere que el cultivo optimizado
puede mejorar las propiedades bioactivas para terapias naturales mas efectivas para la diabetes y otros
trastornos metabdlicos. Este estudio no sélo amplia la comprension del potencial farmacolégico de C. militaris
sino que también ilustra su aplicabilidad en el desarrollo de opciones de tratamiento personalizadas.

Palabras clave: adenosina; cordicepina; Cordyceps militaris; diabetes; seleccién de sustrato

1. Introduccién

El género Cordyceps es estimado por su considerable valor terapéutico y nutricional y desempefa
un papel importante tanto en la medicina tradicional asiatica como en las practicas sanitarias occidentales
[1]. Entre sus especies, C. militaris se distingue por sus potentes efectos farmacolégicos, como
inmunomodulacién y propiedades anticancerigenas [2—4]. El uso de Cordy-ceps para el tratamiento de
enfermedades como el cancer, las inmunodeficiencias y las enfermedades relacionadas con la edad

esta respaldado por una extensa investigacion que demuestra sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y
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propiedades inmunomoduladoras [5-7]. Estas caracteristicas enfatizan la capacidad del hongo para
regular las funciones corporales y contrarrestar eficazmente estados patolégicos [8]. C. militaris
parasita varios insectos para producir cuerpos fructiferos, que son ricos en fitoquimicos esenciales,
incluidos cordicepina, polisacaridos y compuestos fendlicos que mejoran sus atributos promotores
de la salud [9]. Con una creciente demanda de productos naturales para la salud, el mercado de
extractos de Cordyceps se ha expandido significativamente, valorado en mas de 473 millones de
ddlares en 2018, con predicciones de crecimiento continuo [10]. Esta creciente demanda ha
impulsado innovaciones en el cultivo artificial de C. militaris, disefiadas para mejorar el rendimiento
y la produccién de compuestos bioactivos. Los métodos de cultivo actuales utilizan diversos
sustratos, como granos de cereales y cuerpos de insectos, que no sélo imitan las condiciones
naturales de crecimiento del hongo sino que también estimulan componentes bioactivos especificos
conocidos por sus notables efectos antitumorales e inmunomoduladores [4].

A pesar de estas ventajas, el cultivo de Cordyceps enfrenta desafios, especialmente en lo que
respecta a la sostenibilidad y los impactos ambientales [11]. La biomasa sobrante del cultivo de Cordyceps
presenta importantes desafios en la gestion de residuos, lo que requiere soluciones innovadoras, como
técnicas de extraccion cromatografica en columna para recuperar compuestos valiosos de los sustratos
residuales [12]. La eleccion de los huéspedes de cultivo es crucial, ya que no sélo afecta el rendimiento y
la calidad de los compuestos bioactivos sino también la sostenibilidad de las practicas de produccion.
Cada huésped ofrece un entorno fisiolégico Unico que influye en las vias metabdlicas de C. militaris,
afectando la sintesis de compuestos esenciales como la cordicepina y los polisacaridos [13]. Por ejemplo,
las investigaciones han demostrado que las larvas de gusanos de seda producen niveles mas altos de
cordicepina que otros huéspedes, lo que destaca la importancia de una cuidadosa seleccién del huésped
para mejorar las propiedades medicinales del hongo [14,15]. La adaptacion de una amplia gama de
huéspedes, desde artropodos naturales a medios sintéticos, ayuda a reducir los impactos ecoldgicos y
brinda oportunidades econémicas para una produccion sostenible a gran escala [16-18]. La diversidad
genética entre las cepas de C. militaris también desempefia un papel fundamental, ya que influye en la
compatibilidad con diversos huéspedes y en la eficacia de la sintesis de compuestos bioactivos [19]. Los
avances en biologia molecular han profundizado nuestra comprension de como C. militaris ajusta sus vias
metabdlicas para maximizar la utilizacién de recursos, optimizando asi la eficiencia del cultivo [20].

Este estudio aprovecha esta amplia experiencia para explorar el impacto de varios insectos
comestibles como sustratos en la produccion de cordicepina y otros componentes bioactivos.

Al utilizar cinco insectos diferentes aprobados para el consumo en Vietnam: Bombyx mori Pupae
(pupas de gusanos de seda), Brihaspa atrostigmella (gusano), Halyomorpha halys ( chinche apestosa
marron), Oxya chinensis (saltamontes) y Gryllus bimaculatus (grillo), nuestro objetivo es dilucidar la
influencia de la eleccion del sustrato en las propiedades medicinales de C. militaris. Se suministré
arroz integral a todos los medios como sustrato basal para proporcionar los nutrientes esenciales
necesarios para el crecimiento y desarrollo inicial de C. militaris [21-23]. Cada mezcla de insectos
sirvié como sustrato suplementario para mejorar la produccién de compuestos bioactivos como
adenosina, cordicepina, fenoles y flavonoides [24]. Este enfoque de sustrato dual fue disefiado para
investigar los efectos sinérgicos sobre el crecimiento de hongos y sus propiedades farmacoldgicas.
La inclusién de mezclas de insectos es particularmente significativa ya que proporcionan nutrientes
especificos y compuestos bioactivos, como proteinas, grasas, vitaminas y minerales, que son
esenciales para optimizar los procesos metabdlicos en C. militaris [25-27]. Estos nutrientes mejoran
potencialmente las actividades bioldgicas del hongo, lo que lleva a una mayor produccion de
compuestos bioactivos con fuertes actividades antioxidantes e inhibidoras de enzimas. Este enfoque
no solo ofrece informacién sobre cdmo optimizar las practicas de cultivo, sino que también destaca
el potencial para desarrollar terapias naturales para los trastornos metabdlicos, contribuyendo asi a
las aplicaciones farmacoldgicas mas amplias de C. militaris. Esta investigacién incluye un analisis
de las actividades de inhibicién de la xantina oxidasa y antioxidante, asi como de las actividades de
inhibicion de la a-amilasa y la a-glucosidasa tanto de los cuerpos fructiferos como de los residuos solidos.
A través de esta investigacion, esperamos contribuir a la comprension farmacolégica de Cordyceps
y brindar informacion sobre practicas de cultivo sostenibles que podrian mejorar la eficacia
terapéutica de este valioso hongo medicinal. Por lo tanto, nos hemos embarcado en un desarrollo
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exploracion detallada de los efectos de estos cinco insectos comestibles en la produccion de cordicepina, con el

objetivo de optimizar los beneficios para la salud derivados de C. militaris cultivado en estos sub-
estratos.
exploracion detallada de los efectos de estos cinco insectos comestibles en la produccion de cordicepina, con el objetivo

2. idaterizpgsnizaétoddseneficios para la salud derivados de C. militaris cultivada en estos sustratos.

2.19MalgEialass y Métodos

2.1211 Qdptedalésngos e insectos comestibles

2115 ExppaddenboggGs miltaeistos Com@stitiese proporcionada por la Coleccion de Cultivos de Microorganismos
(VCCM) ¢aia Acadlpmipaieiticaeipyr Iegnsideiaidal¥ietnam (VAST), Hanoi. La cepa de hongo C. militaris VCCM
VieQutivoWldatiicresrghaidtivesniade i diasStiontinasias TechgalRppAMeXTRaaiRIDA) en la Coleccion de
°C Vsetavivalizar cnlthmsuaduiivosptacks dnslimedes dekigsinpap indegtassacfRBstiptes, incluido B. mori Vietnam.
Pupstuglizpasrdie gsshoaltieoseck) aBlaatostigmalbd iguraroin stdiadysdictestbie spastospBamar), O. 4 <C y se
chisedajs Bsatavstigtas)ly @ubamagutatbsaligri(chidehénapretode Beotogia @ RihiRepsis (pupas de gusanos de
Rel&A43ponetiosCabinassiatye (diRide tntitelogla BeolsgiranBipiaa vietnam (Figura Recursos,

1).Academia de Ciencia y Tecnologia de Vietnam, Hanoi Vietnam (Figura 1).

(a) (b) ©) (d) (mi)
Halyomorpha halys Gryllus bimaculatus oxiya chinensis Pupas de Bombyx mori Brihaspa atrostigmella

(chinche apestosa marrén) (Grillo) (saltamontes) (pupas de gusanos de seda) (gusano)

Figyra 1. Insect fibles util | estudjo.
o Ta SRR O LB L EL &h e Buio.

2121 Quitatile GoditanistREVCBIM 4117

C. WOIGMs3¥ AT K IscUltv Seriidivienteia@mplzieasrPdcasdMidd usanddinaeiimcheticadparativa C. militaris
durbhtiidst a2 £ 2PCbaimebadendébcoelmadterdiztadili zadmapxtiajcodisioaghe ageelmicddidl der que,ldeganse
Ludglusesmansfirieron a matraces Erlenmeyer de 500 ml que contenian 150 ml de medio de cultivo de semillas
diud? @luesBiarsn A sitRRe, Bdaveskindtdds MISRTH2GN O HIgEOKHRERA. B85 Gi:; MHROD4. Los matraces
0,55¢/inpkb&ion Eodmetciventedndiasaeorua 22it@iduratatodaliae suliussiaedultatdesrio y se utilizaron como

Losemitiedégidaltantes se utilizaron como desove liquido.
Todos los insectos comestibles se secaron a 60 C y se procesaron en una mezcla para fermentacién en

estadRsolsloinSectienasetiRis e s sl RISl 6D coNy 3o fscasAb INRiAK RRZa:spHra felfdk 6 efda insecto
mestadicsdliGey khatole nesiftidoitesya d2igtsegvacBdg pkparrog|imageab(Og/zteeativa), 10 g de
meRatadextesitsd alb. naare phejei sl g NitasN 208y /) SxBAct MBS 2D, Kbbtare; KGERQbdd8/l; pH 6,0),
extPRISHRARB AN 2P @ MigiaRiaS it B 10°6 gReRRISS A9 19pfiay 8 JAMREraiea ampipnisles recipientes
6,07 HIRE GoR<tERlidE EHINRSESR IR R SDFRIHieT97 ef cpRdisiRres e rarTidRdnpERfura ambiente, la
Losusuhsiedtesiattyindutdaten! Botiasral 22 €U it dearonits ¢l ssaoianevienegetativadiivadsdisivdadriddificacion
ciolgssUEBItaseSeLpnRdate Femavanduiersiadids 4izzleC! Bakblpmavis 82 disdigtieamnsl9egetativo. Con 12 h
PafifiRgGUIYR%ormaRisRigadR SRR L HaHRR L RUVA Rl PR 8 4aifidnsiPRUGRRERAET & 1uz de 1000 Ix .
duFdrgensecheariensied drasrie £ Hiléags carrdsrpneiemasmative brkspriefedad relativa del 85% a las
BRIy A TUlIRFIS SUlvAdasakre HalvameRha HAlShionw e 2alnsesLRLS EHivada
resPERRRARISS Bt aRi BaBUlarR Alhada f0X eh MNEESISSHINAI 7Sk gura militaris cultivada en pupas
Zaﬁﬁsﬁmmﬁ&r@ﬁf{i%@é’%%Pyﬁug'dm%ﬂ%ﬁﬂtk\ﬁaﬁrgrbgﬂ'@sﬁﬂitaris cultivada en Oxya atrostigmella (Figura
chigg}is%eﬁﬂaﬁf;?ﬁ]&s, @ %‘ﬁ}&q@%ﬁ\%@f@gﬁlﬂﬂg E’e%ﬁ%@??n%?i %—*igura 2d) y C. milimilitaris , que fue
tarfS Bl O3B LR A R SR o R R RIS 285 R BRSSO R B BN WD SPTM.01/22-23.
adoptado para la extraccion de C. militaris, que fue meticulosamente detallado y ejecutado en colaboracién bajo el
caédigo de proyecto UDSPTM.01/22-23.
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Los clerpo Isdfructlferosa}/ los residuos solidos se separaron metl(iulosamente luego los cuerpos fructiferos y los
residuos 0S Se separaron meticulosamente y'ltego se sometieron a

Se son{ete liofiliz: [1 ym Fﬁnda fina. Los materiales resultantes se filtraron al vacio hasta liofilizacién y molienda fina.
1556 TRAtE Ak s FeKRERE raron al vacio.

(SRR EHE TSROl SIeHRLBEEE &R 8l LiRg s genoentro mediante un filtro Whatman No. 1

QYRR AR PELHERLAS SRBARANALAS S RLEPDR HYALRABALEIANC! @ -20 °C para su subconcentracion mediante
@é{iﬁ'k%w%?énﬁﬁéa% aptpardaiepseiurih iiafocpuiabditaritadas IRpRIasemmisntysLXBRAgsHiaES
,ﬁ% RibB‘H I a@@%&ﬂ&&%ﬂd&% {ASIRBERY BHras4lGPaaria-e, 'seoa e i Rsitlig dadican que todos los

ar%rc])%qe este e&udlo se detallan en la Tabla 1.

Suago! - Camgistisiicas nuiigianalss y sonfiifnsigngs seiinsssios somssihlss salsgsinzsios 2 Saspasre Miliiads

cultivo. cultlvo

PRy
controucionra

ecto aracteristicas. nutricionales Contribucion a Parte 5di )
A o S| 6digo
nse<§ Qaragtensrlcas A Cultiuligonie. militaris Parte £es 8&(&25? JO csdigo

Pritetesitba$3%1-55%) Cuerpo frietifstificacion 1,32£0,08 FBMP
Grasas (25-30%) Proj orclona nutrientes robustos para —_— 1,32+ 0,08 FBMP———
Pupas de Bombyx mori Aminoac@rases(@8s30%) creqh® gcgr%g&g) r))lglt&%ptes robustos para Cuerpo
Pfivers derBombsemori AmiieaEEdBlesenciales intesis de compuestos Residuo de base sélida 4,28 0,12 SBMP

' recimiento de hongos y sintesis de -
(Pupas de gusanos de seda) Minerales (K, Ca, Mg, Fe) gosy De base sélida

, 12 SBMP
Alto eyllor% minas (B) compuestos bioactivos. Cuerpo nRESIAUO ‘E’(ﬁ 0,10 <O
Brihaspa atrostigmella Minera as'gﬁ Ca, Mgv Fe) Apoya la produccion de
Gusano Chit dicepil d i i Ol .
( ) prooen micronutrientes cordicepina y adenosina Residuo de bage splida .- 4504015 SBA

Compuestos antioxidanteg, bioactivos. 1,50 £ 0,10 Logistica de Amazon

Cuer PO
Brihaspa atrostigmella Proteinas ( ?gts% sZo%) Apoya la produccion de Cuerpo fructifero 1,24 £ 0,06 FHH
Halypmpla ﬁlt saludables esenciales Contrlbuye a la actividad antioxidante y De base solida
(chinche apestods??n/arron) Vitaminas (Wp8p0PRItTRSIER S 3‘8@8’?}% ?/nzénﬁ})g?s de Residuo de base sdlida 446004%9,15 SBA shh
Minerales (Fe Mg, Zn) Residuo
Compues idantes bioactivos Proteinas
P _{ga %'% Cuerpo fructifero 1,15£0,05 Foc
oxiya chinensis ﬁl‘éﬁéﬁﬁééa(wﬁgié 70%) Promueve la sintesis de fenoles. fructificacion 124 +0.06 FHH
Itamont Vitaminas (B12, E) e; Residuo de base sélida 4,500,715
Halyomorha halys MineraleS@aspalmbles Conlfitsug/eal antioxidante.
(chinche apestosa marrén) Vitamings; (riheflayina, niacina) Actividades corporales y e”Zimét'Eﬁeserfﬁngf solida %0005 SHH
Gryllus bimaculatus M?ﬁa{:fﬁasﬁ,"ssgﬁ‘er?‘f/f ,Zn) Mejora la xantina oxidasa. Residuo
(Grillo) Vitaminas (B12, ri °f'aV'"-’g actividad inhibidora Residuo de base sélida 4,25+0,13 SGB
frucPiatesr(ae,(62;108)) Minerales 115+ 005 EQC
oxiya chinensis Grasas insaturadas promueve la sintesis de phe-Vitaminas corporales (B12, E) noles y
(Saltamontes) flavonoides Base sélida 4,50 + 0,15 SOC Después de la preparacion de la muestra, incluido .
Cordy- Minerales (Fe, Zn, Mg) liofilizado Las el secado y la molienda, el

muestras de residuos de ceps militaris se sometieron a un procedimiento de extraccién. Las muestras de terreno fueron
g)?ﬂ’?'@@fj&gﬁc]cpt{?')a soluciéon de metanol-agua (80:20, v/v) en una proporcion ad 148 (p/v). La méAa+ 0,07 GBF
Gryllus bimaculatus R8s insatueadas Mejora laxantina exidasa Bl cg e se l?%ﬁ?e%%fﬁuﬁ@s.
(Grillo) ActivigaddnBiBisloenats ¥ E3tpiasidd Westiwliajing ) iisrhgse solida Se recogio el sobrenadante y el 4254013 SGB
Minlerdes¢Eieluda,. Mg} extractos combinados se filtraron a través de papel de filtro ¥PREIRFIAAN0. 1y

se concentrd a presién reducida usando un rotavapor a 40 -C hasta secar. El
Los exiiaglogsSesas e AiiasR RMRMAa3Ra nRRidost PAs8E9NARiRISda, las muestras de Cordyceps militaris
liofilizadas se sometieron a un procedimiento de extraccion. Las muestras molidas se extrajeron utilizando una solucién de
metanol y agua (80:20, v/v) en una proporcion de 1:20 (p/v). La mezcla se sonicé durante 30 min a 25 °C, seguido de

centrifugacién a 5000 rpm durante 15
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2.2. reactivos

Los reactivos utilizados para todos los experimentos se obtuvieron de Sigma-Aldrich Pte
Ltd., Singapur, e incluyeron acido 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH), 2,2'- azinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico). (ABTS), dimetilsulféxido (DMSO), fosfato monopotésico, fosfato
dipotasico, hidréxido de sodio, acido clorhidrico, xantina, xantina oxidasa microbiana y alopurinol.
Ademas, tampdn acetato (250 mM, pH 5,0), tampdn fosfato (50 mM, pH 7,4), tampon fosfato de
sodio (0,02 M, pH 6,9 con NaCl 6 mM), almidén de trigo, a-amilasa, enzimas a-glucosidasas,
acarbosa. También se utilizaron reactivo de Folin-Ciocalteu, carbonato de sodio, cloruro de
aluminio, nitrito de sodio, hidroxido de sodio y catequina . Todos los reactivos eran de grado
analitico.

2.3. Contenido de adenosina y cordicepina en C. militaris La

cuantificacion de adenosina y cordicepina se realizé mediante un sistema HPLC, siguiendo el método
descrito por Li et al. [21]. Inicialmente, se filtraron 5 ml de extracto de residuo sélido (SBR) (en MeOH) a
través de un filtro hidrofilo (0,2 pm) antes de la inyeccién en el sistema HPLC (Thermo Ulti-Mate 3000,
columna Hypersil Gold 250 x 4,6 mm - 5 ym, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, EE. UU.). La
separacion se logré utilizando dos sistemas de disolventes: (A) agua con acetato de amonio 10 mM y acido
acético al 0,1%, y (B) MeOH al 90% con acetato de amonio 10 mM y acido acético al 0,1%, en un programa
de gradiente. El programa comenzoé con una fase de 20 minutos en la que la concentracion del disolvente B
aumento del 5% al 95%, luego aumento al 100% durante los siguientes 5 minutos y finalmente se redujo
nuevamente al 5% en los 5 minutos finales. Los parametros de HPLC incluyeron una longitud de onda de
deteccion de 260 nm, un caudal de 1,6 ml/min, una temperatura de columna de 40 -C y una temperatura de
muestra de 15 C.

2.4. Contenido fendlico total y evaluacion del contenido total de flavonoides El

contenido fendlico en todas las muestras se determiné utilizando el método de Folin-Ciocalteu [22].
Los resultados se expresaron en miligramos de equivalente de acido galico (GAE) por gramo de peso seco
(PS) después de establecer una curva de calibracién. Para la cuantificacion de flavonoides, se utilizé el
método colorimétrico de cloruro de aluminio (AICI3) y el contenido total de flavonoides se midi6 utilizando
una curva de calibracion, expresando los resultados en miligramos de equivalente de rutina por gramo de
peso seco (PS) [23].

2.5. Actividades antioxidantes y de inhibicion de la xantina oxidasa (XOD)

La actividad antioxidante se determind utilizando la eliminacion de radicales DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo) y ABTS (acido 2,2'- azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) ensayos de decoloracion de
cationes radicales [24]. Se realizaron modificaciones a las técnicas espectrofotométricas establecidas para
medir el efecto inhibidor sobre la xantina oxidasa (XO) para todas las muestras [25].

2.6. Ensayo de inhibicién de a-amilasa (AAl) y ensayo de inhibiciéon de a-glucosidasa (AGlI)

El efecto inhibidor de todas las muestras sobre la a-amilasa se evalué utilizando un método
de almidén y yodo, con mediciones espectrofotométricas basadas en un método previamente
informado, incorporando modificaciones menores [25]. Se empled acarbosa, un inhibidor
comercial de la diabetes, como referencia positiva. Se prepararon y utilizaron soluciones de a-
amilasa y almidén soluble el dia del experimento. Ademas, la actividad anti-a-glucosidasa de
todas las muestras se evalué utilizando un método descrito anteriormente [25], también con algunas modif

2.7. Los resultados del

andlisis estadistico se expresan como media * desviacion estandar (DE). La significancia estadistica
se evalué mediante la prueba de Duncan con un nivel de significancia del 5%. Ademas, las diferencias
debidas al sistema disolvente se analizaron mediante analisis de varianza unidireccional (ANOVA) utilizando
el software estadistico Minitab, Minitab® 21.2, con sede en Filadelfia, PA, EE. UU.
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3. Resultados
3.1. Andlisis de concentraciones de adenosina y cordicepina en cultivares de C. militaris

El analisis del contenido de adenosina y cordicepina en diferentes cultivares de C. militaris.
cultivado en varios insectos proporciona informacién importante sobre la influencia de los sustratos en

la biosintesis de estos compuestos (Tabla 2, Figura S1-S13 y Tabla S1 (Suplementaria
Materiales)).

Tabla 2. Andlisis comparativo de compuestos bioactivos en C. militaris.

Adenosina

Codigo Cordicepina
(mg/g) (mg/g)
FHH 0,984 £ 0,015 b 1818+0,012 °
FGB 0,810 £ 0,009 ° 2,658 + 0,006 b a
FOC 0,774 +0,007 °© 1,242 + 0,004
FBMP 0,572+ 0,011 d 2,554 +0,010 °
[R— 1,062+0,014 2,932 £ 0,011 a
shh mi 0164 £ 0,015 0,303+0,012 °
SGB i 0,135 20,008 0,443 +0,007 °©
lele} i 0,126 £ 0,008 0,207 £0,005 °
SBMP £0,053 £ 0,004 0,238+0,006 °
SBA 0,130 £ 0,010 " 0,338 +0,011 °©
HPLC Estandares
Tiempo de retencién (min) 10,828 + 0,108 11,236 + 0,122
LOD (ug/mL) 0,274 0.366
LOQ (ug/mL) 0.831 1.1

Los valores se expresan como media + desviacion estandar. Los agrupamientos estadisticos se indican con las letras (a—f) al lado
a cada valor medio, que representa grupos que no son significativamente diferentes entre si en el nivel 0,05, como

determinado mediante una prueba post hoc.

La concentracion de adenosina oscila entre 0,053 mg/g en SBMP y 1,062 mg/g en
Logistica de Amazon, lo que demuestra una variabilidad sustancial que depende del material huésped. Notablemente, el
La muestra FBA, que implica el cultivo de B. atrostigmella, muestra la concentraciéon mas alta
de adenosina, lo que indica una optimizacion potencial de las condiciones de crecimiento o metabolismo metabdlico inherente.
capacidades del hongo cuando se cultiva en este huésped en particular. Por otro lado, el mas bajo
Se encuentran concentraciones de adenosina en residuos solidos de C. militaris de pupas de B. mori.
y B. atrostigmella (SBMP y SBA), lo que sugiere que la composicion o estructura de nutrientes
de estos residuos podria ser menos propicio para la producciéon de adenosina. El contenido de cordicepina.
muestra una tendencia similar de variabilidad, con concentraciones que oscilan entre 0,207 mg/g en COS
a 2,932 mg/g en FBA. Esta amplia gama resalta el impacto significativo de la eleccién del anfitrién en
acumulacién de cordicepina, con FBA nuevamente mostrando los niveles mas altos. El marcado aumento
en cordicepina en muestras asociadas a B. atrostigmella (tanto cuerpos fructiferos como residuos)
en comparacion con otros sustratos sugiere que componentes especificos o la naturaleza fisica de
el sustrato del huésped podria mejorar la biosintesis de cordicepina. La agrupacion estadistica
indicado por la prueba post hoc subraya estas observaciones, ya que muestras de similares
Los tipos de huéspedes no muestran diferencias significativas en las concentraciones de compuestos, enfatizando

respuestas metabdlicas consistentes a condiciones de cultivo similares.

3.2. Variaciones en el contenido de fendlicos y flavonoides entre diferentes huéspedes de C. militaris

El analisis cuantitativo del contenido fendlico total (TPC) y el contenido total de flavonoides
(TFC) en diferentes huéspedes de C. militaris se presenta en la Figura 3. Los resultados demuestran una
variacion sustancial en las concentraciones de estos compuestos bioactivos, criticos para su
actividades antioxidantes, que contribuyen a las propiedades medicinales del hongo. El
El mayor contenido fendlico se observé en la FBA, alcanzando 92,77 mg GAE/g PS, lo que
también mostr6 un contenido de flavonoides relativamente alto con 29,32 mg RE/g DW. Por el contrario, el SHH
exhibié el contenido fendlico mas bajo con 15,63 mg GAE/g DW y un correspondientemente bajo
contenido de flavonoides de 12,12 mg RE/g PS. Cabe destacar que la FGB destac con una actitud particularmente
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antioxidantes, que contribuyen a las propiedades medicinales del hongo. El mayor contenido fendlico se observé en
la FBA, alcanzando 92,77 mg GAE/g PS, que también mostré un contenido de flavonoides relativamente alto con
29,32 mg RE/g PS. Por el contrario, el SHH exhibié el contenido fendlico mas bajo con 15,63 mg GAE/g DW y ugzs
contenido de flavonoides correspondientemente bajo de 12,12 mg RE/g DW. Cabe destacar que el FGB destaco
con un contenido particularmente alto en flavonoides de 53,16 mg RE/g PS, a pesar de tener un contenido fendlico
moderado alto en flavonoides de 53,16 mg RE/g PS, a pesar de tener un contenido fendlico moderado

contenido de 68,59 mg GAE/g PS. Estos datos sugieren que los sustratos especificos del huésped pueden diferir
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Las letras (a — h) junto a cada valor medio indican agrupaciones estadisticas. Los valores seguidos de la misma letra son
no signiﬂé@MMtE AitePetittsEhtre si al nivel de 0,05, segun lo determinado mediante una prueba post hoc. * BHT (butilado
hidreétsase (e)by alapieirfobsd Jichipen cataovakisnuzdisiddicefe agrcipgrivaensatani stcashibusorattremtiegiddntede enzimas.
las mismas letras no son significativamente diferentes entre si en el nivel de 0,05, segun lo
determinado por Los valores IC50 , que indican la concentracion necesaria para inhibir el 50% del radica
o actividad enzimatica, sirven como punto de referencia para comparar la potencia de diferentes muestras.
Los valores mas bajos de IC50 indican una mayor potencia. Para el ensayo DPPH, FBA (C. militaris fructificacién
cuerpos cultivados en Brihaspa atrostigmella) muestra la actividad mas potente con una IC50 de
88,34 + 6,3 uyg/mL, lo que sugiere una fuerte capacidad antioxidante. Esto es seguido de cerca por
FBMP y FGB, lo que indica que estas cepas o condiciones de cultivo también fomentan importantes
produccion de antioxidantes.
En el ensayo ABTS, FBA nuevamente muestra un resultado sélido con una IC50 de 247,3 £ 17,7 pg/mL.
subrayando su potencial para eliminar diferentes tipos de radicales libres. Esta potente actividad en
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Tanto los ensayos DPPH como ABTS resaltan la solidez de FBA en la neutralizacién de moléculas oxidativas,
lo cual es beneficioso para prevenir enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo.

Los resultados del ensayo de inhibiciéon de XOD son cruciales para aplicaciones en el tratamiento de la hiperuricemia.
y gota, donde la inhibicion de la xantina oxidasa es beneficiosa. La muestra de la FGB muestra
la inhibicién mas potente con una IC50 de 415,7 + 11,2 yg/ml. Este resultado es significativo
porque sugiere que el sustrato o las condiciones bajo las cuales se cultiva FGB son
particularmente eficaz para mejorar la producciéon de compuestos bioactivos que inhiben
xantina oxidasa.

3.4. Andlisis de la inhibicién enzimatica por cultivos de C. militaris en el tratamiento de la diabetes tipo 2

Los resultados de los ensayos de inhibiciéon de a-amilasa y a-glucosidasa revelan una variacion notable
en las capacidades inhibidoras de diferentes cultivos de C. militaris, que potencialmente pueden ser
aprovechado para aplicaciones terapéuticas, particularmente en el tratamiento de la diabetes tipo 2.
Estos ensayos son esenciales para comprender cémo funcionan los diferentes sustratos utilizados en el cultivo.
de C. militaris puede influir en la produccion de compuestos bioactivos con inhibicion enzimatica
propiedades. Para la inhibicion de la a-amilasa, los valores de IC50 indican que C. militaris fructifica
Los cuerpos y los residuos de base sélida cultivados en diversos sustratos exhiben una amplia gama de
actividades de inhibicion enzimatica (Tabla 4). Los resultados mas notables se observaron en Cordyceps.
cultivado en B. atrostigmella y B. mori Pupae, mostrando valores de IC50 significativamente altos
(3924,3 £ 11,3 pg/mL y 3867,4 + 15,2 ug/mL, respectivamente), lo que indica una concentracion inferior de enzimas.
eficiencia de inhibicién. Por el contrario, el cultivo sobre cuerpos fructiferos de O. chinensis mostrd

inhibicién mas potente (504,6 + 4,2 ug/mL).

Tabla 4. Actividades inhibidoras de los huéspedes de C. militaris contra la a-amilasa y la a-glucosidasa.

Cédigo CI50 (ug/ml)
Inhibicién de a-amilasa Inhibicion de la a-glucosidasa
FHH 631,161  ° 450,7+184 ©
FGB 8954+57b ° 7462+210 °©
FOC 887,972 501,9+14,5 ©
FBMP 979,152 b 8159+289 ©
504,6+42 °© 3364+16,0 ¢
shh 3538,7+251 2 272212786 P
SGB 3867,4+152 @ 2578,3+34,3b
SOC 3808,8 + 10,0 a 2539,2 £ 29,1
SBMP 302431113 30187+11,6b 2
SBA 3614,8+107d 2 2780,6 + 44,9
Acarbosa * 90,7 +0,6 1432+21 ™

Las letras (a — e) al lado de cada valor medio indican agrupaciones estadisticas. Los valores seguidos de la misma letra no son
significativamente diferentes entre si al nivel de 0,05, segiin lo determinado mediante una prueba post hoc. * Acarbosa como referencia
estandar para ensayos de inhibicion de a-amilasa y a-glucosidasa.

De manera similar, en el ensayo de inhibicién de la a-glucosidasa, las variaciones son igualmente significativas.
La inhibicion mas fuerte se observé nuevamente en Cordyceps cultivado en B. atrostigmella
cuerpos fructiferos (3018,7 + 11,6 ug/mL), lo que sugiere que el sustrato puede enriquecer compuestos
favorables para inhibir esta enzima especifica. Por el contrario, los cuerpos fructiferos de C. militaris
cultivado en B. atrostigmella (FBA) mostro el valor de IC50 mas bajo (336,4 + 16,0 uyg/mL),
destacando su potencial como inhibidor natural eficaz de la a-glucosidasa. Estos hallazgos
sugieren una correlacion directa entre el tipo de sustrato utilizado para el cultivo y la
propiedades de inhibicién enzimatica de la C. militaris resultante, lo que apunta a la posibilidad de

Adaptar los procesos de cultivo para mejorar propiedades bioactivas especificas.

4. Discusién

En el campo de la investigacion micolégica se ha enfatizado repetidamente la seleccion de sustratos.
como un factor critico que influye en la biosintesis de compuestos bioactivos en hongos, especialmente en
especies como C. militaris, conocida por sus propiedades medicinales [26-28]. Este estudio corrobora
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Hallazgos anteriores al demostrar que diferentes sustratos de cultivo afectan significativamente tanto

las capacidades de inhibicidon enzimatica como los niveles de compuestos bioactivos como la
cordicepina y la adenosina en C. militaris. En particular, los cuerpos fructiferos de C. militaris cultivados
en B. atrostigmella mostraron las concentraciones mas altas de cordicepina con 2,932 mg/g y adenosina
con 1,062 mg/g, ademas de exhibir una potente inhibicion de la a-glucosidasa y la a-amilasa. Esto se
alinea con los hallazgos de Li et al. (2019) quienes sefialaron que las propiedades fisicas y quimicas

de los sustratos influyen en el metabolismo de los hongos al afectar condiciones como la oxigenacion

y el contenido de humedad [29]. Ademas, el trabajo de Yu et al. (2023) destaca variaciones similares

en la producciéon de compuestos bioactivos entre diferentes cepas de Cordyceps, lo que respalda aun
mas nuestras observaciones sobre el impacto de la eleccién del sustrato [30]. Por el contrario, se
informo que C. militaris cultivada en medios soélidos sin agregar insectos comestibles produce cantidades
muy bajas de cordicepina y adenosina [31]. Por lo tanto, es importante utilizar insectos comestibles

para la producciéon comercial de C. militaris y sus metabolitos bioactivos. Este estudio no sélo amplia la
comprension del potencial farmacolégico de C. militaris, sino que también ilustra el papel fundamental
de la seleccion optimizada de sustratos para mejorar la eficacia terapéutica de los compuestos
bioactivos fungicos, ofreciendo asi informacion valiosa para el desarrollo de terapias naturales mas
efectivas para la diabetes y otras enfermedades. desordenes metabdlicos.

La inclusion de varios insectos como sustratos suplementarios en el cultivo de C. militaris
aprovecha sus ricos perfiles nutricionales para mejorar la produccion de compuestos bioactivos [32].
Cada insecto proporciona una combinacién Unica de proteinas, grasas, vitaminas y minerales que
influyen significativamente en las vias metabdlicas de C. militaris, lo que podria conducir a una
mayor produccién de adenosina, cordicepina, fenoles y flavonoides [24]. Este enfoque de sustrato
dual explora los efectos sinérgicos sobre el crecimiento de hongos y las propiedades farmacoldgicas,
optimizando las practicas de cultivo para mejorar los beneficios medicinales. Por ejemplo, las pupas
de B. mori son ricas en proteinas, aminoacidos esenciales, grasas, vitaminas y minerales [14]. B.
atrostigmella, aunque menos documentada, aporta proteinas, grasas y compuestos bioactivos
antioxidantes [27]. H. halys ofrece un alto contenido de proteinas, grasas saludables y vitaminas y
minerales esenciales [33]. O. chinensis contiene altos niveles de proteinas, grasas insaturadas y
vitaminas y minerales vitales [R]. G. bimaculatus, rica en proteinas y grasas, también aporta
vitaminas y minerales esenciales [34]. Estos perfiles apoyan la produccién mejorada de compuestos
bioactivos en C. militaris, contribuyendo a su potencial medicinal.

Nuestros resultados muestran que C. militaris cultivada a partir de diferentes insectos exhibe
diferentes propiedades farmacoldgicas [35,36]. Por ejemplo, los residuos sdlidos de B. mori Pu-pae y
G. bimaculatus mostraron valores de IC50 significativamente altos , lo que indica una menor eficiencia
de inhibicion enzimatica. Por el contrario, los cuerpos fructiferos cultivados en B. atrostigmella (FBA)
exhibieron el valor IC50 mas bajo de 336,4 + 16,0 ug/mL, lo que refleja la actividad inhibidora enzimatica
mas alta . Esto sugiere que el sustrato proporcionado por B. atrostigmella mejora significativamente la
produccion de compuestos bioactivos con potentes propiedades inhibidoras de enzimas.

El rico perfil de nutrientes de B. atrostigmella probablemente proporciona un ambiente 6ptimo para
la biosintesis de estos compuestos, maximizando el potencial medicinal de C. militaris. Los menores
contenidos de adenosina y cordicepina en los residuos sélidos en comparacion con los cuerpos
fructiferos podrian atribuirse a las diferentes vias metabdlicas activadas durante el crecimiento
fungico en los residuos sélidos frente a los cuerpos fructiferos [9,37]. Los residuos de base sdlida
pueden carecer de ciertos nutrientes o condiciones que son cruciales para la sintesis optima de
estos compuestos bioactivos [38].

Los contenidos de fendlicos y flavonoides también variaron significativamente entre los diferentes
sustratos. El alto contenido de fendlicos y flavonoides en FBA sugiere que las condiciones de cultivo de
este insecto podrian optimizar la sintesis de estos compuestos, posiblemente debido a un rico perfil de
nutrientes o factores de estrés ambiental especificos que inducen una mayor actividad metabdlica. Los
fenoles y flavonoides, conocidos por sus propiedades antioxidantes, son indicativos de los posibles
beneficios para la salud de C. militaris [39]. Especificamente, los compuestos fendlicos como el acido
galico, la catequina y la epicatequina contribuyen a sus potentes actividades antioxidantes, mientras
que los flavonoides como la quercetina, el kaempferol y la rutina mejoran su perfil terapéutico [38]. Por
el contrario, los valores mas bajos registrados para SHH (residuos de base soélida) indican niveles subdptimos.



Machine Translated by Google

Quimica 2024, 6 526

condiciones para la sintesis de estas moléculas bioactivas. El caso unico de la FGB, donde

La produccion de flavonoides aumenta significativamente en relacion con el contenido fendlico, lo que
indica que vias metabdlicas especificas se activan preferentemente en respuesta a las propiedades Unicas.
de los insectos utilizados. Esta activacion preferencial podria estar influenciada por el nutriente especifico.
disponibilidad y factores ambientales proporcionados por el sustrato del huésped, lo que lleva a una
expresion diferencial de enzimas metabdlicas involucradas en la biosintesis de estos compuestos.
Comprender la variabilidad en los contenidos de fendlicos y flavonoides segun el sustrato puede
Proporcionar informaciéon mas profunda sobre la optimizacion de las condiciones de cultivo para mejorar el efecto medicinal.
Propiedades de C. militaris. Los estudios futuros deberian centrarse en identificar y cuantificar
compuestos fendlicos y flavonoides individuales utilizando técnicas analiticas avanzadas como

como cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) y espectrometria de masas (MS) para dilucidar
aun mas los perfiles bioactivos especificos de C. militaris cultivados en diferentes sustratos.

Esta caracterizacion detallada ayudara a desarrollar estrategias de cultivo especificas que

maximizar el potencial terapéutico de C. militaris. Ademas, explorar las moléculas

mecanismos subyacentes a la biosintesis diferencial de estos compuestos en respuesta a

Varios sustratos proporcionaran informacioén valiosa para optimizar el cultivo de hongos para
Aplicaciones farmacéuticas.

Estos hallazgos no sélo mejoran nuestra comprension del metabolismo fungico sino también
resaltar el potencial de manipular las condiciones de cultivo para mejorar el rendimiento de valiosos compuestos
bioactivos. Este enfoque podria afectar significativamente el cultivo comercial.
estrategias, que ofrecen una ruta para maximizar las propiedades promotoras de la salud de los productos de
C. militaris . La comparacion con estudios anteriores revela que nuestros resultados son consistentes con la
Conocimiento establecido sobre la influencia de los sustratos en la produccién de compuestos
bioactivos . Por ejemplo, estudios previos han demostrado que los sustratos ricos en complejos
Los carbohidratos y las proteinas, como B. atrostigmella, proporcionan una rica fuente de precursores de
la sintesis de analogos de nucledsidos y otros metabolitos secundarios, lo que lleva a una mayor
rendimientos de estos compuestos [30,40]. Ademas, la estructura fisica y la composicion.
del sustrato puede afectar la disponibilidad de oxigeno y nutrientes, lo que influye en la
Vias metabdlicas de los hongos y actividades enzimaticas implicadas en la degradacion del sustrato.
materiales en formas mas simples que el hongo puede asimilar facilmente [41].

Investigacion sobre los perfiles de expresion genética de C. militaris cuando se cultiva en diferentes
sustratos revela la regulacion positiva de genes implicados en el metabolismo secundario, que son
crucial para la sintesis de compuestos bioactivos [20]. Por ejemplo, la mayor produccion de
cordicepina en sustratos especificos se correlaciona con el aumento de la actividad de las enzimas.
como el fosforamidato de cordicepina, que desempefia un papel directo en la via de biosintesis
de este compuesto [42]. Ademas, los factores estresantes ambientales asociados con diferentes
Los sustratos, como los niveles variables de pH o las deficiencias de nutrientes, pueden inducir respuestas de estrés.
en hongos, lo que lleva a la activacion de vias de supervivencia que incluyen la regulacion positiva de
produccion de metabolitos secundarios como mecanismo protector [43]. Los sustratos que pueden
inducir estrés oxidativo leve, como aquellos que contienen tipos especificos de compuestos fendlicos, pueden
mejorar la produccion fungica de antioxidantes como contramedida, lo que a su vez aumenta
el rendimiento global de moléculas bioactivas con propiedades antioxidantes [44]. Este adaptativo
La respuesta al estrés inducido por el sustrato es un factor clave en los niveles elevados de bioactivos.
compuestos observados en ciertos cultivos, como se ve en nuestros experimentos con O. chinensis
sustratos que condujeron a potentes actividades de inhibicion de a-glucosidasa y a-amilasa [42,45].

La interaccion entre C. militaris y su sustrato de cultivo encarna una interaccion compleja de
disponibilidad de nutrientes, regulacién genética y estrés ambiental, todos los cuales

convergen para influir en el perfil metabdlico de los hongos. Esta comprensién holistica permite
la manipulacion estratégica de las condiciones de cultivo para maximizar la produccion de lo deseado
compuestos bioactivos, que potencialmente revolucionaran el uso de C. militaris en productos farmacéuticos.
y aplicaciones terapéuticas. Las investigaciones futuras deberian apuntar a profundizar en el analisis molecular
mecanismos en juego, utilizando tecnologias genémicas, protedmicas y metabolémicas avanzadas
desentrafar la intrincada dindmica que gobierna la interaccién entre el metabolismo fungico

y caracteristicas del sustrato [44].
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Las implicaciones del cultivo de C. militaris en diversos sustratos para el control de la diabetes
tipo 2 son profundas y ofrecen un enfoque novedoso para mejorar la eficacia terapéutica de las
intervenciones naturales. Las propiedades de inhibicion enzimatica de Cordyceps, particularmente sus
efectos sobre la a-amilasa y la a-glucosidasa, enzimas fundamentales en el metabolismo de los
carbohidratos, sugieren su potencial como tratamiento complementario para controlar los niveles de glucosa en s
Nuestra investigacion demuestra que la seleccién de sustrato afecta significativamente la capacidad del hongo
para producir compuestos bioactivos como cordicepina y adenosina, que son fundamentales para modular la
actividad enzimatica. Especificamente, la potente inhibiciéon observada con sustratos como B. atrostigmella, que
produjo los niveles mas altos de estos compuestos, indica un enfoque dirigido a mejorar estas bioactividades.
Estos hallazgos se alinean con estudios recientes que destacan la importancia de los productos naturales en el
control de la diabetes, donde los compuestos que exhiben una accion inhibidora contra las enzimas que hidrolizan
los carbohidratos pueden reducir significativamente los picos posprandiales de glucosa en sangre, un factor clave
en el control de los sintomas y complicaciones de la diabetes [45,46]. . Ademas, la variabilidad en la inhibicion
enzimatica y la producciéon de compuestos bioactivos entre diferentes sustratos apunta a la posibilidad de
personalizar las técnicas de cultivo de C. militaris para producir compuestos especificos que puedan aprovecharse
con fines terapéuticos [47]. Ademas, los beneficios farmacoldgicos de Cordyceps se extienden mas alla de la
simple inhibicidn enzimatica. Las propiedades antiinflamatorias y antioxidantes de sus componentes bioactivos
contribuyen a mejorar la inflamacién cronica y el estrés oxidativo, que son parte integral de la fisiopatologia de la
diabetes [48]. Al modular estos procesos subyacentes, C. militaris puede proporcionar un enfoque multifacético
para el cuidado de la diabetes, abordando tanto el control glucémico como las alteraciones sistémicas mas
amplias que acompafan a la enfermedad [49].

El efecto holistico de Cordyceps sobre la salud metabdlica, como lo demuestra nuestra investigacién, subraya su
posible integracién en los protocolos de tratamiento de la diabetes, ofreciendo una estrategia complementaria
junto con los productos farmacéuticos convencionales. Este enfoque es particularmente valioso dado el creciente
interés y la necesidad de tratamientos que tengan menos efectos secundarios y se deriven de fuentes naturales.
Con este fin, se necesitan mas estudios y ensayos clinicos para cuantificar el impacto exacto de estos hallazgos
en entornos clinicos, confirmando asi la eficacia de C. militaris como tratamiento de apoyo para la diabetes y
potencialmente otros trastornos metabdlicos.

Los hallazgos de este estudio representan un avance significativo en nuestra comprensién de
cémo la seleccién de sustratos puede optimizar la produccion de compuestos bioactivos en C. militaris.
La inclusién de diversos insectos como sustratos proporciona una rica fuente de nutrientes que
potencian las propiedades medicinales de este hongo. Al unir las disciplinas de la micologia, la quimica
nutricional y la farmacologia, esta investigacion ofrece nuevos conocimientos sobre practicas de cultivo
sostenibles y efectivas que pueden maximizar el potencial terapéutico de C. militaris.

Estos hallazgos no sélo contribuyen al campo mas amplio de la quimica medicinal, sino que también
resaltan las aplicaciones practicas de esta investigacion en el desarrollo de terapias naturales para
trastornos metabdlicos como la diabetes tipo 2.

5. Conclusiones

Este estudio aclara el papel importante de los sustratos de cultivo en la modulacion de la
eficacia inhibidora enzimatica y la sintesis de compuestos bioactivos de C. militaris, que tiene
aplicaciones potenciales en el control de la diabetes tipo 2 y otros trastornos metabdlicos. Nuestros
hallazgos revelan que la seleccion de sustrato influye de manera crucial en los niveles de
compuestos fundamentales como la cordicepina y la adenosina, observandose las concentraciones
mas altas en Cordyceps cultivado en B. atrostigmella. Este sustrato no solo produjo las mayores
cantidades de compuestos bioactivos sino que también exhibié la actividad inhibidora mas fuerte
contra la a-glucosidasa y la a-amilasa, destacando la composicion del sustrato como un factor clave
para mejorar las propiedades medicinales. Por el contrario, Cordyceps cultivado en residuos sélidos
de G. bimaculatus mostré una inhibicién notable de la xantina oxidasa, lo que sugiere que se
pueden optimizar diferentes sustratos para lograr resultados terapéuticos especificos. Estos
conocimientos mejoran nuestra comprension del potencial farmacolégico de C. militaris y sugieren
un marco para futuras aplicaciones biotecnoldgicas destinadas a desarrollar terapias naturales efectivas. Est
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