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RESUMEN

Los actinomicetos provenientes de ambientes marinos se han convertido en una
fuente rica en sustancias bioactivas, entre ellas los inhibidores enzimaticos. En este
estudio se determind la actividad hipoglucemiante y anticolinesterasica de quince
extractos de actinomicetos marinos obtenidos a partir de Acetato de etilo. Ninguna de
las quince cepas logré un porcentaje de inhibicién superior al 50% frente a a-amilasa,
mientras que para a-glucosidasa las cepas PBLC-02, PBCL-05 y MJG-20 obtuvieron
una actividad inhibitoria fuerte con valores de Cls, de 84,41 ug/mL, 56,51 pg/mL y 64,78
pg/mL respectivamente. En cuanto a acetilcolinesterasa las cepas PBLC-07 y MJH-08 a
los cinco minutos mostraron valores de Cls, de 45,38 pg/mL y 81,01 pg/mL,
respectivamente. Este efecto inhibitorio disminuyé a los 15 minutos, donde se observé
valores de Clso de 165,48 ug/mL y 281,72 pg/mL. En el caso de la cepa MJG-05, alos 5
minutos el valor calculado de Clso fue de 332,18 uyg/mL y a los 15 minutos incremento

a un valor de Clso de 99,15 pg/mL.

Palabras claves: Actinomicetos, a-amilasa, a-glucosidasa, acetilcolinesterasa,

inhibicion, Clso.



ABSTRACT

Actinomycetes from marine environments have become a rich source of bioactive
substances, including enzyme inhibitors. In this study, the hypoglycemic and
anticholinesterase activity of fifteen extracts of marine actinomycetes obtained from
ethyl acetate were determined. None of the fifteen strains achieved a percentage of
inhibition greater than 50% against a-amylase; whereas for -glucosidase the PBLC-
02, PBCL-05 and MJG-20 strains obtained strong inhibitory activity with 1Cs, values of
84.41 ug/mL, 56.51 pg/mL and 64.78 pg/mL respectively. As for acetylcholinesterase,
the PBLC-07 and MJH-08 strains at five minutes showed ICs, values of 45.38 ug/mL
and 81.01 pg/mL, respectively. This inhibitory effect decreased at 15 minutes, where
ICso values of 165.48 pg/mL and 281.72 ug/mL were observed. In the case of strain
MJG-05, at 5 minutes the calculated ICs, value was 332.18 pg/mL and at 15 minutes

increment at an 1Cs, value of 99.15 ug/mL.

Key words: Actinomycetes, a-amylase, a-glucosidase, acetylcholinesterase, inhibition,
[Cso.



INTRODUCCION

Los actinomicetos son bacterias Gram-positivas que se caracterizan por formar
filamentos ramificados denominadas hifas semejantes a los hongos, son saprofitas y
sus células son procariotas. En las placas de agar se observan como colonias secas y
no cremosas debido a que no producen mucopolisacaridos. Dentro de sus
caracteristicas particulares presentan un olor tipico a suelo himedo por la produccion
de un metabolito llamado “geosmina”. Los actinomicetos son abundantes en el
ambiente, lagos, rios, suelo y estiércol de animales (Davila, Gallegos, Francisco,
Ochoa, & Flores, 2013).

Los géneros Streptomyces y Micromonospora son miembros del orden
Actinomicetales que son ampliamente reconocidas por su potencial biotecnol6gico
(Aponte, Ledn, Rojas, Montero, & Loayza, 2015). Nuevas moléculas inhibidoras de la
enzima a-glucosidasa han sido aisladas a partir de actinomicetos como el ftalato de
dibutilo (Lee, 2000); o el Geranilfenazinodiol, un nuevo compuesto aislado del género
Streptomyces, que posee una fuerte actividad inhibitoria frente a la enzima
acetilcolinesterasa humana (Ohlendorf, Schulz, Erhard, Nagel, & Imhoff, 2012), los
cuales dan cuenta del gran aporte que dan estos microorganismos para el
descubrimiento de nuevos farmacos utilizados para aliviar la sintomatologia de la

Diabetes Mellitus tipo Il y la Enfermedad del Alzheimer.

El presente trabajo, se encuentra dividido en tres capitulos. En el primer capitulo se
contempla el marco tedrico que contiene toda la informacion cientifica para el desarrollo
de la investigacién. En el segundo capitulo se describen los materiales y métodos, donde
se explica con claridad cada una de las metodologias que se siguié para conseguir los
resultados deseados. Con a-amilasa se siguié protocolos establecidos por Xiao, Storms,
& Tsang (2006); mientras que para el ensayo con a-glucosidasa el método descrito por
Tao, Zhang, Cheng, & Wang (2013) fue el utilizado. Finalmente, con el método de
Ellman, Courtney, Andres, & Featherstone (1961) y con modificaciones de Rhee, Van De
Meent, Ingkaninan, & Verpoorte (2001) se logro realizar el ensayo de actividad inhibitoria

de acetilcolinesterasa.

En funcién de lo descrito con anterioridad, la investigacion se enfocé a contribuir al
descubrimiento de sustancias potencialmente activas con interés en el tratamiento de la
Diabetes y Alzheimer, a través del estudio de la inhibicién de los sistemas enzimaticos de
a-amilasa, a-glucosidasa y acetilcolinesterasa, a partir de extractos obtenidos de

actinomicetos marinos. Los tres ensayos se realizaron con concentraciones conocidas



de cada extracto, con el fin de determinar parametros de relevancia como el porcentaje
de inhibicion o la concentracion inhibitoria media (Clsg) para identificar a aquellos

microorganismos que resulten prometedores para posteriores estudios fitoquimicos.

Del presente estudio se desprende que, del conjunto de microorganismos evaluados, 6
cepas resultaron obtener la actividad inhibitoria mas alta frente a los sistemas de a-
glucosidasa y acetilcolinesterasa, con valores inferiores a los 100 ug/mL. De las 6 cepas
evaluadas, 4 pertenecen al género Streptomyces, una cepa pertenece al género

Micromonospora y una cepa aun se debe determinar su clasificacion taxondmica.



CAPITULO |

MARCO TEORICO



1.1. Actinomicetos.
1.1.1. Generalidades.

Los actinomicetos son bacterias Gram-positivas generalmente aerobias que forman
filamentos ramificados denominados hifas semejantes a los hongos. Son
quimioautotrofos y realizan respiracion aerébica o en algunos casos fermentativa; son
saprofitos y no &cido resistente. Estas bacterias son abundantes y cosmopolitas, por lo
que las podemos encontrar en diversidad de ambientes como lagos, rios, suelo y
estiércol de animales (Davila et al., 2013). El género Streptomyces ha sido el grupo de
microorganismos mas estudiado entre los Actinomicetos, sin embargo, otros géneros
tales como Actinomadura, Micromonospora, Nocardia, Saccharopolyspora,
Amycolatopsis, Rhodococcus y Actinoplanes, también han sido de gran interés por ser
reportados como productores de nuevas sustancias bioactivas (Uzcategui Negron,
Serrano, & Panizo, 2014).

Dentro de sus caracteristicas particulares presentan un olor tipico a suelo humedo por
la produccion de un metabolito llamado “geosmina”. No producen mucopolisacaridos,
de ahi que se observen en placas de agar como colonias secas y no cremosas (Davila
et al., 2013). Los actinomicetos son conocidos por ser productores de sustancias
biolégicamente activas como antibioticos, vitaminas y enzimas; ademas son una

fuente diversa de metabolitos antimicrobianos (Franco et al., 2010).
1.1.2. Condiciones de crecimiento.

Estos microorganismos se caracterizan por requerir nutrientes especiales para
conseguir un crecimiento y un rendimiento aceptable. Algunos de los actinomicetos
patégenos como Actinomyces bovis, A. israelii, Corynebacterium, etc. A menudo
presentan un crecimiento lento y requieren caldos o medios como el de infusién
cerebro-corazon y ser incubados en atmosferas especiales, tales como CO,/N, (5:95
v/v). Sin embargo, existen gran variedad de actinomicetos saprofitos que viven en
suelos y habitats naturales que son capaces de crecer sin mayores requerimientos
especiales y en medios menos complejos, para lo cual se desarrollaron formulaciones
como agar de Conn, medio Krainsky y agar Kuster-Williams. Los miembros del género
Streptomyces, que se caracterizan por abundante esporulacion, son facilmente
aislados en estos medios (Srinivasan, Laxman, & Deshpande, 1991).

El medio ambiente y los factores genéticos pueden influir en la produccion de
sustancias bioactivas. El aislamiento de los actinomicetos se realiza en funcion de su

habitat, tratamientos efectuados, a los medios utilizados y las condiciones de
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incubacion. La mayoria de sustancias de interés han sido aisladas de cepas obtenidas
de muestras de suelo, océanos y otros ambientes ricos en microorganismos

(Uzcategui Negron et al., 2014).

1.1.3. Género Streptomyces.

Dentro del orden Acnomycetales, el género Streptomyces se destaca en la naturaleza
por el mayor nimero de especies y variedades, que difieren mucho en su morfologia,
la fisiologia, y las actividades bioquimicas (Taddei, Rodriguez, Marquez, & Castelli,
2006). Los Streptomyces ostentan un ciclo de vida morfolégico y fisiolégico complejo.
En los suelos se encargan de degradar varios biopolimeros y material orgéanico. Si se
encuentran en medio sdlido crecen en forma micelial formando filamentos ramificados
carentes de septos internos. Estas bacterias cuentan con paredes celulares que estan
compuestas de una capa simple de peptidoglicano. La mayoria de los actinomicetos
productores de sustancias bioactivas pertenecen a los Streptomyces (Pimienta &
Vallin, 2005). Los metabolitos secundarios producidos por éstos tienen un amplio
espectro de actividades biologicas, tales como antibacteriano (estreptomicina,
tetraciclina, cloranfenicol), antifingicos (nistatina), antiviral (tunicamicina),
antiparasitario (Avermectina), inmunosupresores (rapamicina), anticancerigenos
(Actinomicina, mitomicina C, antraciclinas), inhibidores enzimaticos (acido clavulanico)

y diabetdgenos (bafilomicina, estreptozotocina) (Arasu et al., 2006).

De acuerdo a Yashchuk & Miyazaki (2007) se puede identificar a las especies del
género Streptomyces basandose en criterios morfolégicos como el tipo de
fragmentacion del micelio vegetativo, la formacion y la configuracion de las cadenas de

esporas y el tipo de formacion del micelio.

En la Figura 1A y Figura 1B se muestran las caracteristicas tipicas del esporoforo y

las esporas.



Figura 1. Cadenas de esporas de Streptomyces sp.: A) Forma de las cadenas de
esporas (1250X); B) Numero de esporas (5000X).
Fuente: Tomado de Yashchuk & Miyazaki (2007).

1.1.4. Género Micromonospora.

El género Micromonospora pertenece a la familia Micromonosporaceae que contiene
actualmente 32 géneros. Son microorganismos mesdéfilos, Gram positivos, aerobios,
filamentosos y productores de esporas. Muchas cepas producen pigmentos
carotenoides miceliales que le dan una coloracion naranja rojizo a las colonias. Entre
las especies documentadas se encuentran: Micromonospora coriarie, Micromonospora
lupini, Micromonospora saelicesensis, Micromonospora pisi, Micromonospora cremea,
Micromonospora zamorensis y Micromonospora halotolerans (Carro, Riesco, Sproer, &
Trujillo, 2016). De sedimentos marinos se ha aislado Micromonospora fluostatini, y de

suelo de manglar la especie Micromonospora maritima (Veyisoglu et al., 2016).

Los antibi6ticos macrélidos como: Micromonospolides, mycinamicinas, megalomicina,
rosamicina y juvenimicinas son producidos por los miembros del género
Micromonospora, pero todos ellos difieren en el tamafio del anillo macrélido (Gartner et
al., 2011).

1.2. Diabetes.

La diabetes es una afeccion crénica que se desencadena cuando el organismo pierde
su capacidad de producir suficiente insulina o de utilizarla con eficacia. La insulina es
una hormona que se fabrica en el pancreas y que permite que la glucosa de los
alimentos pase a las células del organismo, en donde se convierte en energia para
gue funcionen los musculos y los tejidos. Como consecuencia de esto, una persona
con diabetes no absorbe la glucosa apropiadamente, de modo que ésta queda
circulando en la sangre a lo que se le denomina hiperglucemia. Como resultado hay un

dafio en los tejidos con el paso del tiempo. Este deterioro causa complicaciones para



la salud potencialmente letales (International Diabetes Federation, 2015). El nivel
normal de glucosa en la sangre es aproximadamente 4 mM (120 mg/dL) pero aumenta
aproximadamente a 12 mM (360 mg/dL) a los 30 minutos después de la ingesta de
una dieta rica en carbohidratos (Uzcategui Negron et al., 2014).

Hay tres tipos principales de diabetes: La diabetes tipo 1, la tipo 2 y la gestacional
(International Diabetes Federation, 2015). Debido a que los inhibidores enziméticos
son considerados Utiles y de gran efecto frente a la sintomatologia de la Diabetes tipo
2, en el presente estudio solo se haré referencia a dicho tipo de patologia.

1.2.1. Diabetes mellitus tipo Il

La Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), las enfermedades cardiovasculares y el cancer son
un creciente problema en todo el mundo, especialmente en paises desarrollados (Van
de Laar, 2008). Se espera que para el 2035 los casos de DM2 aumenten en un 55%.
En 2014, el costo del tratamiento de la diabetes ascendi®é a mas de 612 millones de

ddlares a nivel mundial (Malunga, Eck, & Beta, 2016).

La DM2 es considerada un trastorno metabdlico multifactorial caracterizada por
hiperglucemia y un metabolismo anormal de los carbohidratos. Se asocia con varias
complicaciones como la hiperlipidemia, la retinopatia y las enfermedades
cardiovasculares que son las principales causas de morbilidad y mortalidad (Ghosh et
al., 2014). La OMS ha proyectado que para el 2030 la diabetes sera la séptima causa
de muerte a nivel mundial (World Health Organization, 2016). Se espera que la
poblacion diabética en todo el mundo ascendera a 418 millones para el afio 2025 y es
probable que esta cifra aumente hasta 552 millones en 2030 (Ghosh et al., 2014).

El tratamiento de la diabetes en la actualidad implica sobre todo la disminucién de la
hiperglucemia con el suministro de insulina y con el uso de varios grupos de farmacos
como biguanidas, tiazolidinedionas, sulfonilureas, meglitinidas y los inhibidores de a-
glucosidasa. Sin embargo, debido a la molesta presencia de los efectos secundarios

hay un aumento de la demanda de nuevos agentes antidiabéticos (Ghosh et al., 2014).

Los principales inhibidores de la glucosidasa: acarbosa y miglitol, suelen producir
diarrea, dolor intestinal y flatulencia. Ensayos realizados con inhibidores de la
glucosidasa informan que estos efectos secundarios gastrointestinales son la razon
mas comun de inconformidad de los pacientes diabéticos (Yilmazer, Griffith, Michels,
Schneider, & Frei, 2015). Por lo tanto, se cree que los microorganismos podrian ser

una rica fuente inexplorada de farmacos antidiabéticos potentes y que logren evitar los
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indeseados efectos secundarios que causan los farmacos ya existentes (Ghosh et al.,
2014).

1.3. Enfermedades neurodegenerativas.

Se caracterizan por causar la muerte progresiva de neuronas en diferentes regiones
del sistema nervioso. Esta pérdida progresiva de las células nerviosas es lo que
origina los signos y sintomas neuroldgicos y neuropsicolédgicos caracteristicos de cada
una de ellas. El progreso de este tipo de enfermedades es inevitable, por lo cual la
estimulacion cognitiva es una intervencion adecuada para conseguir ralentizar el
deterioro cognitivo y funcional. La Esclerosis mdltiple, la enfermedad de Huntington, el
Parkinson y la enfermedad del Alzheimer se encuentran entre las mas importantes

enfermedades neurodegenerativas (NeuronUp, 2015).
1.3.1. Alzheimer.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la enfermedad neurodegenerativa mas comdn
que se caracteriza por el deterioro cognitivo progresivo y la pérdida generalizada de
las neuronas y sus sinapsis en la corteza cerebral y el hipocampo. Se estima que una

de cada ocho personas mayores de 65 afios de edad padece de EA (Liu et al., 2016).

Algunos estudios realizados han dado a conocer que la reduccién de los niveles de
acetilcolina (ACh) en el hipocampo, debido ya sea por causas naturales como el
envejecimiento, o por causas farmacoldgicas, se correlaciona especificamente con
insuficiencia en la memoria espacial (Gawel et al., 2016). En el cerebro de los
mamiferos, los niveles sinapticos de ACh se regulan por dos tipos de colinesterasas: la

acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa que hidrolizan a la ACh (Giacobini, 2004).

Existen varios tratamientos farmacoldgicos para el tratamiento de la EA, entre los que
se encuentra el donepezilo y la rivastigmina. El Donepezilo es un inhibidor reversible
de la acetilcolinesterasa de accién central, mientras que la rivastigmina, es un agente
altamente potente que bloquea tanto la acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa. Estos
medicamentos estan aprobados por la Administracion de Alimentos y Farmacos de
Estados Unidos (FDA) como el tratamiento de primera eleccién para aliviar los

sintomas presentados por la enfermedad (Gawel et al., 2016).

Los inhibidores de la acetilcolinesterasa aumentan la concentracion de acetilcolina en
las sinapsis colinérgicas y frenan la progresion de la enfermedad. Los pacientes con
EA a menudo también utilizan anticolinérgicos urinarios para el control de la

incontinencia urinaria. (Bosch, 1998).
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Los sintomas de la EA incluyen pérdida de memoria, déficit de idioma, depresion,
agitacion, demencia y trastornos del estado de &nimo. Pero la causa exacta de la EA
aun no se conoce. Varias hipotesis se han formado para tratar de explicar la causa de
la enfermedad. Entre éstas, la mas antigua, y es precisamente en la que se basan la
mayoria de los farmacos disponibles en la actualidad, es la hip6tesis colinérgica, que
propone que la EA es causada por una reduccion en la sintesis del neurotransmisor

acetilcolina (Varadaraju et al., 2013).

La Hipotesis colinérgica se basa en la observacion de una pérdida significativa en las
sefiales colinérgicas, tales como una pérdida severa de la materia blanca del cerebro
con la consiguiente reduccion de neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal (es
decir, Acetilcolina [ACh], receptores nicotinicos/muscarinicos), observados en la
corteza cerebral (post-mortem) de pacientes con EA. Una reduccién significativa del
namero de los sitios de unién de la Acetilcolina en la corteza cerebral de pacientes con
Alzeheimer, significa un descenso en el numero de receptores colinérgicos. Ademas,
la actividad de la enzima ColinaAcetiltransferasa (ChAT) y Acetilcolinesterasa (AChE)
se encuentran también disminuidas. Estas dos enzimas estan involucradas en la
sintesis y degradacion de la Acetilcolina, por ejemplo, la ChAT transfiere un grupo
acetilo de la coenzima (Acetil-CoA) a Colina, produciendo el neurotransmisor
Acetilcolina, mientras que la AChE cataliza la reaccion de hidrdlisis de la ACh.
Consecuentemente, cualquier falla en el sistema colinérgico esta estrictamente ligado

a un déficit de atencion, aprendizaje y de memoria (Russo et al., 2015).
1.4. Inhibicién enzimatica.
1.4.1. Tipos de inhibicion.

Hay tres tipos principales de inhibicion: La inhibicion competitiva, la no-competitiva y la
incompetitiva. Cominmente son utilizadas para describir la unién de un inhibidor a una
enzima. Sin embargo, para obtener un analisis completo del mecanismo de accion se
requiere tomar en cuenta y evaluar también otros eventos potenciales como la
inhibicion de tipo alostérica, la inhibicién parcial, inhibiciébn de unién fuerte y aquella

dependiente del tiempo (Strelow et al., 2012).

La actividad de muchas enzimas se puede inhibir mediante la union especifica de
moléculas pequefias y de iones. Este medio de inhibicién de la actividad de la enzima
sirve como un mecanismo de control importante en los sistemas biologicos. La

regulacion de las enzimas alostéricas tipifica este tipo de control. Ademé&s, muchos
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farmacos y agentes téxicos actian mediante la inhibicion de enzimas (Berg,
Tymoczko, & Stryer, 2002).

1.4.2. Inhibicién competitiva.

En la inhibicion competitiva el sustrato y el inhibidor no se pueden unir a la misma
enzima al mismo tiempo. Un inhibidor competitivo se une s6lo a la enzima libre. A
menudo, este acontecimiento de unidn se produce en el sitio activo de la diana,
precisamente donde el sustrato también se une (Figura 2). Aunque este es el caso
para la mayoria de los inhibidores competitivos, es una simplificacién excesiva
engafiosa. Es méas apropiado decir que la union de un inhibidor competitivo y la unién
del sustrato son eventos que se excluyen mutuamente uno del otro (Strelow et al.,
2012).
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Figura 2. Ejemplos de inhibicién competitiva, donde el sustrato (S) y el inhibidor (I) son eventos
que se excluyen mutuamente. (a) modelo clasico para la inhibicién competitiva en la que el | y
S compiten por la misma region del sitio activo. (b) | no se une al sitio activo, pero impide
estéricamente que S se vincule. (c) Los sitios de uniéon para S e | se solapan. (d) S e |
comparten una unién comudn en la enzima. (e) | al unirse da lugar a un cambio conformacional
que impide que el S se una (y viceversa).

Fuente: Tomado de Strelow et al., (2012).

A pesar que existen diferencias en la unidon a una enzima libre, todos los inhibidores
competitivos tienen los mismos efectos sobre la union del sustrato y la catalisis. Un
inhibidor competitivo aumentara el valor aparente de K, de su sustrato sin cambio en
el valor aparente de la V. Como resultado, a menudo se indica que la inhibicion
competitiva puede ser superada, observado por un aumento en el valor aparente de K,

a mayores concentraciones de sustrato (Strelow et al., 2012).
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1.4.2. Inhibicién no competitiva.

Un inhibidor no competitivo se puede unir a la enzima al mismo tiempo que el
sustrato. Un inhibidor no competitivo se une tanto a la enzima libre como al complejo
enzima-sustrato. Estos eventos de union se producen exclusivamente en un sitio
distinto del sitio activo ocupado por el sustrato. La Figura 3 proporciona algunos
ejemplos de los acontecimientos de unidbn no competitivos mas comunes (Strelow et
al., 2012).
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Figura 3. Ejemplos de inhibiciébn no competitiva donde el inhibidor (I) se une a un sitio diferente
del sitio de union del Sustrato (S) y del Centro Catalitico (c) del sitio activo. (a) En este modelo,
la unién de S induce un cambio conformacional para alinear el centro catalitico cerca de S para
la catdlisis. Sin embargo, cuando | se une en un lugar separado, el cambio de conformacion no
se produce Y la actividad de la enzima se inhibe. (B) En este modelo, el | puede obstaculizar
estéricamente la unién y liberaciéon de S. Sin embargo, | y S pueden ocupar la enzima al mismo
tiempo.

Fuente: Tomado de Strelow et al.,( 2012).

En contraste con un inhibidor competitivo, un inhibidor no competitivo bajara el valor
aparente Vnax, Sin embargo, no hay ningun efecto sobre el valor aparente de K, por su
sustrato. Esencialmente, el K; del inhibidor no cambia en funcion de la concentracion
de sustrato (Strelow et al., 2012).

En algunas circunstancias, un compuesto puede tener afinidad desigual tanto para la
enzima libre y el complejo enzima-sustrato. Esta mezcla de fenotipos competitivos y no

competitivos se llama inhibicion mixta (Strelow et al., 2012).
1.4.3. Inhibicién incompetitiva.

Un inhibidor incompetitivo se une exclusivamente al complejo enzima-sustrato
produciendo un complejo inactivo enzima-sustrato-inhibidor (Figura 4). Cuando se
encuentran, el valor aparente de V. Y €l valor aparente de K., deben disminuir. A

pesar de su rareza en los programas de descubrimiento de farmacos, los inhibidores
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incompetitivos podrian tener consecuencias fisiolégicas dramaticas. A medida que el
inhibidor reduce la actividad de la enzima, hay un incremento en la concentracion local
de sustrato. Sin un mecanismo para limpiar la acumulacién de sustrato, la potencia del

inhibidor incompetitivo aumentara (Strelow et al., 2012).

Enzyme Ensyme

Figura 4. Un ejemplo de inhibicién incompetitiva donde el inhibidor (I) sélo se une en presencia

de sustrato (S).
Fuente: Tomado de Strelow et al., (2012).

1.4.5. Inhibicion alostérica.

Un inhibidor alostérico disminuye la actividad mediante la union a un sitio alostérico
distinto de los ademas del sitio activo en el objetivo. Esta interaccion se caracteriza por
un cambio conformacional en la enzima diana que se requiere para la inhibicion. Estos
cambios conformacionales pueden afectar la formacién del complejo enzima-sustrato
en el sitio activo. La Figura 2e y Figura 3a son ejemplos clasicos de inhibicion
alostérica. Como tal, un inhibidor alostérico puede mostrar un fenotipo competitivo, no

competitiva, o0 incompetitiva con respecto a la union del sustrato (Strelow et al., 2012).
1.4.6. Inhibicién parcial.

La inhibicién parcial es el resultado de la formacion de un complejo enzima-sustrato-
inhibidor que puede generar producto con menos facilidad que el complejo enzima-
sustrato. Esto se puede ilustrar en la Figura 3a. Cuando "I" es un inhibidor parcial
unido en el complejo enzima-sustrato-inhibidor, el centro catalitico puede retener cierta
capacidad para alinear cerca el sustrato y facilitar la catalisis. Como consecuencia de
estos cambios estructurales, los inhibidores parciales también pueden ser inhibidores

alostéricos de la actividad enzimatica (Strelow et al., 2012).
1.4.7. Inhibicion de union fuerte.

En este tipo de inhibicion, la poblacion libre del inhibidor se agota de manera
significativa por la formacion del complejo enzima-inhibidor o enzima-sustrato-
inhibidor. Mientras que los inhibidores de unién fuerte se pueden unir a la enzima

diana de manera competitiva, no competitiva, o incompetitiva con respecto a la unién
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del sustrato, pueden mostrar fenotipos no competitivos. Sin embargo, un inhibidor de
union fuerte tipicamente se une con una afinidad aparente (K) cerca de la
concentracion de la enzima (sitios activos) presentes en el ensayo bioquimico (Strelow
etal., 2012).

1.4.8. Inhibicién dependiente del tiempo.

Los inhibidores dependientes del tiempo se unen lentamente a la enzima a una
velocidad menor en la escala de tiempo de rotacion enzimética, y presentan por lo
tanto un cambio en la velocidad inicial. Esto tiene el efecto de ralentizar la aparicion
observada de inhibicion. Los inhibidores dependientes del tiempo también impiden la
recuperacion de la actividad enzimatica observada después de la inhibicion, lo que
resulta en valores de ke lentos. Como se ilustra en la Figura 5, estos inhibidores
tipicamente producen velocidades iniciales no lineales y recuperacion de la actividad

enzimatica no linear (Strelow et al., 2012).
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Figura 5. llustraciones de la inhibicibn dependiente del tiempo. (a) Este grafico muestra la
disminucién de la velocidad inicial (producto formado vs tiempo), inhibidor de equilibrio rapido y
un inhibidor dependiente del tiempo. Esta Ultima produce una curva de progreso no lineal
consistente con un valor kg, lento. (b) Esta grafica representa la recuperacion de la actividad
enzimatica (producto formado vs tiempo) después de la dilucién del complejo enzima- inhibidor
con el sustrato. La dilucién de un complejo de inhibidor de equilibrio rapido recobra toda la
actividad inmediatamente después de la dilucion. La dilucién de los complejos con inhibidores
dependientes del tiempo se recupera la actividad enzimética mas lentamente, indicativo de un
compuesto con un valor de ke lento. La dilucion de los complejos de inhibidor irreversible
mantiene el complejo enzima-inhibidor después de la dilucién.

Fuente: Tomado de Strelow et al., (2012).

Curiosamente, muchos farmacos terapéuticos exitosos son inhibidores dependientes
del tiempo. Para estos inhibidores con valores de k. lentas, la velocidad de liberacion
del inhibidor del complejo enzima-inhibidor (recuperacién de la actividad enzimatica)
procede independiente de la concentracion de sustrato y el mecanismo fisioldgico para

eliminar el inhibidor. Esto hace que la inhibicién dependiente del tiempo aporte una
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estrategia muy atractiva y probada para el descubrimiento y desarrollo de farmacos
(Strelow et al., 2012).

1.5. Ensayos de actividad hipoglucemiante.
1.5.1. Alfa amilasa.

La familia de las amilasas (endo-1,4-alfa-D-glucan glucanohidrolasa) cortan el enlace
glucosidico de las cadenas de almidon para la produccion de oligosacaridos mas
cortos (Santorelli et al., 2016).

Los carbohidratos que se encuentran con mas frecuencia presentes en la dieta son el
almidén y la sacarosa. La amilasa salival y pancreatica se encarga de hidrolizar el
almidén principalmente a maltosa y otros hidratos de carbono de cadena corta
(Malunga et al., 2016).

A bajas concentraciones la glucosa y la galactosa se absorben a través de SGLT1y la
fructuosa mediante el GLUT5. Los azucares pasan por el intestino por difusion pasiva
a través de GLUT2 y GLUTS5. Si existen niveles altos de glucosa y galactosa en el
lumen SGLT2 se encarga de facilitar la insercion de GLUT2 en la membrana apical del
enterocito para ayudar a la absorcion de glucosa y galactosa. Por lo tanto la reduccion
de actividad de la a-glucosidasa intestinal y/o la absorcién de glucosa podria prevenir

o tratar la diabetes mellitus tipo 2 (Malunga et al., 2016).

Existen principalmente dos tipos de ensayos que se utilizan para determinar la
actividad de la a-amilasa. Uno se basa en la medicion de la cantidad de azUcares
reductores por el acido dinitrosalicilico (DNS), mientras que el otro se basa en la
disminucién de valor de tincién azul de los complejos de yodo-almidén. El segundo
método, que fue desarrollado por Fuwa (1954) y es ampliamente utilizado, se basa en
el desarrollo de complejos de color azul que resulta de la union del yodo a los
polimeros del almidén. Al romperse o hidrolizarse el almidon en unidades mas
pequefias de carbohidrato, el color azul desaparece. La formacion del complejo y por
consiguiente la coloracion azul se puede medir espectrofotométricamente a una
longitud de onda de 580 nm y permite la cuantificacion de la concentracion de almidon.
Esta prueba puede determinar el final de una hidrdlisis, cuando ya no hay cambio de
color constituyendo una evidencia experimental ampliamente utilizada (Xiao et al.,
2006).
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1.5.2. Alfa glucosidasa.

Las a-glucosidasas se ubican en las membranas del intestino delimitadas por dos
complejos de proteinas, la maltasa-glucoamilasa (MGAM) y sacarasa-isomaltasa (Sl).
Las cuatro subunidades N- y las subunidades C-terminales de MGAM y los complejos
de Sl hidrolizan los enlaces 1,4 alfa glucosidicos de almidon y producen glucosa libre.
Por la actividad conocida de la maltasa, se nombr6 Ct (subunidad C-terminal) MGAM
glucoamilasa debido a su actividad en oligbmeros de cadena mas larga, y Nt
(subunidad N-terminal) Sl fue nombrado como isomaltasa debido a su actividad
desramificante (Dhital, Lin, Hamaker, Gidley, & Muniandy, 2013).

La hiperglucemia es el resultado de un aumento de los niveles de glucosa en sangre
que se da por la hidrélisis de almidén ocasionado por la enzima a-amilasa y por la
liberacion de glucosa en el intestino delgado por el trabajo de la enzima a-glucosidasa.
Con la inhibicibn de estas enzimas se logra un decremento en la hiperglucemia
pospandrial y podria ser una alternativa muy util para el control de la diabetes mellitus
(Lépez, Aguilar, & Dublan, 2014).

Muchos métodos se han descrito para determinar la actividad inhibitoria de la a-
glucosidasa, entre ellos el método descrito por Collins, Ng, Fong, Wan, & Yeung
(1997) ha servido como base para que otros autores modifiquen el método de acuerdo
a sus requerimientos. Este ensayo se realiza en una microplaca que ofrece una gran
comodidad, velocidad y reproducibilidad. La actividad inhibidora de la glucosidasa es
determinada por la medicion de la liberacién de p-Nitrofenol (p-NP) a partir de p-
Nitrofenil-a-D-glucopirandsido (pNPG). El producto liberado de p-nitrofenol da una
coloracién amarilla que puede ser absorbida a 405 0 412 nm y leida en un
espectrofotémetro (Deutschlander, van de Venter, Roux, Louw, & Lall, 2009).

1.6. Ensayos de actividad anticolinesterasica.
1.6.1. Acetilcolinesteréasa.

La acetilcolinesterasa (AChE) es una esterasa situada en las hendiduras sinapticas

que hidroliza la acetilcolina en acetato y colina. (Varadaraju et al., 2013).

La acetilcolina (ACh) es el principal y mas abundante neurotransmisor en el cerebro y
es responsable de la funcion colinérgica. La acetilcolinesterasa (AChE) juega un papel

importante en la hidrolisis de la acetilcolina. Hasta la fecha, el tratamiento de la

17



enfermedad de Alzheimer est4 basado en drogas para reducir el deterioro cognitivo

mediante la mejora de la funcion colinérgica (Varadaraju et al., 2013).

Terapéuticamente, la aplicacion controlada de inhibidores de la AChE se usa para
aumentar los niveles sinapticos de acetilcolina en las enfermedades que alteran la

neurotransmisién de acetilcolina como en la EA (Downes & Granato, 2004).

Muchos métodos principalmente el de Ellman et al., (1961) se han desarrollado para
inhibir la actividad de la acetilcolinesterasa. Se trata de un método colorimétrico. La
enzima al hidrolizar el sustrato (Acetiltiocolina) da el producto resultante tiocolina que
reacciona con el reactivo de Ellman (DTNB) para producir 2-nitrobenzoato-5-
mercaptothiocholine y 5-tio-2-nitrobenzoato de metilo que puede ser detectado a 405

nm.

Algunos autores como Salles, Viana, Van De Meent, Rhee, & Verpoorte (2003) y Nifio,
Hernandez, Correa, & Mosquera (2006) han hecho sus propias modificaciones al
método de Ellman entre las que podemos citar, cambios en las cantidades de los
reactivos, tiempos de lectura, longitud de onda (412 nm) incubacién y preincubacion.

1.7. Inhibidores enzimaticos comerciales.

Los inhibidores de la glucosidasa se prescriben cominmente para los diabéticos para
reducir la hiperglucemia postprandial, producto de la absorcion de almidon en el
intestino. Los inhibidores estan creados para inhibir principalmente las enzimas a-
amilasa y a-glucosidasa, dos miembros del grupo de las hidrolasas que se encuentran
en el tracto intestinal y que son protagonistas en la digestion de los hidratos de
carbono. La inhibicion global consiste en conseguir un descenso de los valores de
glucosa postpandrial en el torrente sanguineo, limitando la absorcion de glucosa a

partir de los carbohidratos de la dieta (Yilmazer et al., 2015).

Los inhibidores terapéuticos de la glucosidasa (acarbosa, miglitol y voglibose) tienen
también fuerte actividad inhibitoria de a- amilasa lo que ocasiona molestias en el tracto
digestivo como dolor abdominal, flatulencias, aerofagia y diarrea, por lo tanto, nuevos
inhibidores naturales serian Utiles y podrian representar una terapia efectiva para la

hiperglucemia post-prandial con efectos secundarios minimos (LOpez et al., 2014).

En el caso de la AChE, su inhibicibn conduce a un exceso de acetilcolina en las
sinapsis neuromusculares, seguido de la activacion de los receptores de acetilcolina
(Downes & Granato, 2004).
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Con los sintomas de la enfermedad de Alzheimer (EA) y basandose en la hipétesis
colinérgica se condujo al desarrollo de inhibidores de la colinesterasa, que actuan
mediante la inhibiciébn de las dos enzimas responsables de la degradacion de la
acetilcolina: la acetilcolinesterasa (AChE) o butirilcolinesterasa (BuChE) (Onor,
Trevisiol, & Aguglia, 2007).

Terapéuticamente, la aplicacion controlada de inhibidores de la AChE se usa para
aumentar los niveles sinapticos de acetilcolina en las enfermedades que alteran la

neurotransmision de acetilcolina como en la EA (Downes & Granato, 2004).

Al comienzo del siglo 21, evaluaciones médicas con uso de tecnologias,
recomendaron la inclusion de tres agentes, para el tratamiento sintomatico de las
manifestaciones leves a moderadas de la enfermedad de Alzheimer: rivastigmina,
donepezilo y galantamina. La Rivastigmina es un lento inhibidor reversible de la AChE
y BUChE, mientras que el donepezilo y galantamina no muestran inhibicion funcional
de BUChE, y se consideran inhibidores selectivos y rapidamente reversibles de AChE
(Onor et al., 2007).

Actualmente la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA) tiene aprobados
los siguientes farmacos como inhibidores anticolinesterasicos para el tratamiento de la

EA: Tacrina, Donepezilo, Rivastigmina y Galantamina (Varadaraju et al., 2013).
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2.1. Microorganismos de estudio.

Las quince cepas de interés para el estudio de la inhibicion de la actividad enziméatica
se encuentran almacenadas en el cepario (crioreservas -80°C) del Departamento de
Quimica en la seccion de Quimica Basica y Aplicada. Las cepas fueron aisladas
mediante técnicas microbioldgicas, a partir de sedimento. La recoleccion se la realizo

en el afo 2010 en el Manglar de Jambeli en la provincia de EIl Oro.

Con el andlisis molecular respectivo se determiné que las cepas pertenecen a los
géneros Streptomyces y Micromonospora. Los datos de los procesos de recoleccion,
aislamiento y analisis molecular de las cepas de estudio formaron parte de un proyecto
interno del Departamento por lo que no se citaran en este estudio.

2.2. Reactivacion de las cepas.

A cada una de las cepas se las reactivo en 50 ml de medio Al (Almidén, extracto de
levadura, peptona y carbonato de calcio) al 75% de agua de mar artificial y, se

incubaron por 7 dias a 30 °C y 200 r.p.m.

El detalle de la composicion porcentual usada en la elaboracién del medio Al y el

agua de mar artificial se detallan en el Anexo 1.
2.3. Escalado del cultivo en medio Al y obtencién de extractos.

Para el proceso de fermentacion se utilizé6 frascos Fernbach de 2.8 L cada uno
contenia un volumen de 1 L de medio Al y se emplearon las mismas condiciones de
cultivo requeridas en la reactivacion de las cepas. Transcurridos los 7 dias de
incubacién, se agregé a cada uno de los fermentadores 20 g/L de resina esteril
Amberlite® XAD- 7HP (SIGMA), la misma que se lavo repetidamente con metanol y
agua destilada, para lograr una mayor adsorcion de los productos organicos
contenidos en cada uno de los cultivos. Se llevo a agitacion a 200 r.p.m. por un
periodo minimo de dos horas y a continuacion se procedié a filtrar con gasa estéril

para separar la resina y restos organicos, del residuo acuoso.

El producto organico se extrajo con 1 L de Acetato de Etilo (AcOEt) por al menos
cuatro horas a 200 r.p.m. Se filtr6 nuevamente y el residuo se concentr6 a presion
reducida a 30°C en un rotaevaporador, hasta obtener el extracto seco de cada una de

las quince cepas seleccionadas.
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2.4. Ensayos enzimaticos.
2.4.1. Preparacion de las muestras.

Se disolvieron 10 mg de cada extracto en una mezcla Metanol:H,O en proporcion 1:1.
Para evitar interferencias durante la lectura, las muestras se centrifugaron por 5
minutos a 13 000 r.p.m. y se usO el sobrenadante para determinar la capacidad
inhibitoria en cada uno de los ensayos enzimaticos descritos a continuacion. En caso
de inhibicion completa se realizaron diluciones de la solucion del extracto en PBS
(SIGMA-P4417).

2.4.2. Ensayo de inhibicidn frente a alfa amilasa.

La actividad inhibidora se mide de acuerdo al método descrito por Xiao et al., (2006),
con ligeras modificaciones. Se utilizd acarbosa como control positivo a una
concentracion de 5 mg/mL. El sustrato se preparé disolviendo 1 g de almidén en 50
mL de NaOH 0,4 M y se calentd durante 5 minutos a 100 °C. Después de enfriar en
agua fria, el pH de la solucién se ajusté a 7 con HCI 2 M y después se afiadié H,O
para completar 100 mL. La mezcla de 35 yL de la solucién de PBS, 20 uL del sustrato
y 5 pL de la muestra se preincubd en un placa de 96 pocillos a 37 °C durante 1 minuto.
A continuacioén se afiadié 20 yL de una solucion de a-amilasa de 50 pg/mL (SIGMA-
A3176) a cada pocillo. La placa se incub6 durante 15 min. Finalmente, la reaccién se
detuvo con la adicion de 50 pyL de HCI 0,1 My, se afadié 150 pL de una solucién de
yodo 05 mM (0.5 mM I, y 0,5 mM KI) y la absorbancia se midi6 en un
espectrofotébmetro lector de microplacas modelo EPOCH 2 (BIOTEK ®) a 580 nm. La
actividad inhibidora (%) se calcul6 de acuerdo a la siguiente formula descrita por
Kusano et al., (2011):

% de Inhibicién = [1 — (ABS2 — ABS1)/(ABS4 — ABS3) x 100]

Donde, Abs 1 es la absorbancia de la solucién incubada que contiene la muestra, el
almidon y amilasa, Abs 2 es la absorbancia de la solucién incubada que contiene la
muestra y el almidon, Abs 3 es la absorbancia de la solucion incubada que contiene
almidon y amilasa, y Abs 4 es la absorbancia de la solucién incubada que contiene
almidon. El desarrollo del método y sus respectivos controles se puede visualizar en el
Anexo 2.

El valor de Clso se calculé mediante el modelo de ajuste de la curva en el programa
estadistico IBM-SPSS (ESTADISTICA 20).
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2.4.3. Ensayo de inhibicion frente a a-glucosidasa.

Se determind la actividad inhibidora de la enzima a-glucosidasa usando una placa de 96
pocillos y, p-Nitrofenil-a-D-glucopirandsido (pNPG, SIGMA N1377) como sustrato, de
acuerdo con el método descrito por Tao et al., (2013) con ligeras modificaciones. En
primer lugar, 75 pL de PBS (SIGMA-P4417) se mezcl6 con 5 pL de la muestra 'y 20 pL de
la soluciéon de enzima (SIGMA G5003, 0.15 U/mL en PBS pH 7,4), a continuacion, se
preincub6 a 37 °C durante 5 minutos antes de la iniciacién de la reaccion mediante la
adicion de sustrato. Después de la preincubacion, se afadio 20 pL de pNPG (5 mM en
buffer fosfato, pH 7,4) y después se incubd a 37 °C. La cantidad de p-Nitrofenol (p-NP)
liberado se midio en un espectrofotdmetro lector de microplacas EPOCH 2 (BIOTEK ®)
a 405 nm durante 60 minutos, registrando la absorbancia cada 5 minutos. El desarrollo
del método y sus respectivos controles se puede visualizar en el Anexo 3.

Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicién por medio de la siguiente

férmula descrita por Choi, Lee, & Kim, (2015):

% de Inhibiciéon = [(Ao — As)/Ao] x 100

Donde, Ao es la absorbancia registrada por la actividad enzimética sin inhibidor (control),
y As es la absorbancia registrada para la actividad enzimatica en presencia del inhibidor
(muestra). El valor de Clsq se calculé mediante el modelo de ajuste de la curva en el
programa estadistico IBM-SPSS (ESTADISTICA 20). La acarbosa se utiliz6 como

control positivo a una concentracion de 5 mg/mL.
2.4.4. Ensayo de inhibicion frente acetilcolinesterasa

La actividad inhibidora de AChE se midié utilizando el método espectrofotométrico
desarrollado por Ellman et al., (1961) con una ligera modificacion sugerida por Rhee et
al., (2001). La Acetiltiocolina (AcSCh, SIGMA-01480) se utiliz6 como sustrato para
detectar la inhibicion de la AChE. La mezcla de reaccion contenia 40 pL de Buffer A
(Tris-HCI, 50 mM, pH 8, suplementado con NaCl 0,1 M y MgCl, 0,02 M 6.H,0), 20 pL
del extracto, 20 pL de AcSCh (15 mM, PBS pH 7,4 SIGMA-P4417) y 100 pL de DTNB
(3 mM, SIGMA-D218200; disuelto en buffer A). La mezcla se preincub6 durante 3 min
a 25 °C. Finalmente, la reaccién enzimatica inici6 con la adicién de 20 yL de AChE
(0,5 U/mL, SIGMA-C3389, disuelta en buffer A) y se incubé a 25 °C durante 15
minutos. La cantidad de producto liberado se control6 en un lector de microplacas
EPOCH 2 (BIOTEK ®), a 412 nm, registrando la absorbancia cada 60 segundos. El
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ensayo se realiz6 por triplicado y se usé una placa de 96 pocillos. El desarrollo del
método y sus respectivos controles se puede visualizar en el Anexo 4.
El porcentaje de la actividad inhibidora de AChE (% INH) se calculo utilizando la

siguiente ecuacion:

% de Inibicion = [1 — (As)/Ao] x 100

Donde, Ao es la absorbancia registrada por la actividad enzimatica sin inhibidor
(control de la actividad enzimatica), y As es la absorbancia registrada por la actividad
enzimatica en presencia del inhibidor (muestra analizada). El valor de Cls, se calculo
mediante el modelo de ajuste de la curva en el programa estadistico IBM-SPSS
(ESTADISTICA 20). Donepezilo (SIGMA-D6821) se utiliz6 como control positivo.
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3.1. Obtencién de los extractos.

Se cultivd 1L por cada microorganismo reactivado. Se emple6 resina Amberlite XAD-
7HP (20 g) y 1 litro de Acetato de etilo para la obtencion de los metabolitos presentes
en el caldo de cultivo. El extracto resultante se filtr6 y concentr6 a presion reducida a
30°C en un rotaevaporador. Sus caracteristicas fisicoquimicas se muestran en la
Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de los extractos crudos.

Extracto Caracteristicas
crudo =
Cantidad mg/L Género Color Solubilidad

PBLC-01 214,4 Streptomyces Café AcOEt
PBLC-02 118,1 Streptomyces Café AcOEt
PBLC-04 181,9 Streptomyces Café-naranja AcOEt
PBLC-05 221,8 Streptomyces Naranja AcOEt
PBLC-07 119,5 Micromonospora Café-oscuro AcOEt
PBLC-08 248,9 Micromonospora Café-naranja AcOEt
PBLC-09 159,9 Streptomyces Café AcOEt
PBLC-12 272,9 Micromonospora Naranja AcOEt
PBLC-14 176,4 Micromonospora Café AcOEt
MJA-05 306 Streptomyces Café AcOEt
MJH-08 222.4 Por determinar Café AcOEt
MJG-02 212,3 Streptomyces Café AcOEt
MJG-03 132,2 Streptomyces Café-oscuro AcOEt
MJG-05 175,4 Streptomyces Café AcOEt
MJG-20 54,6 Micromonospora Café-naranja AcOEt

Fuente: Autora.

Generalmente los extractos crudos consisten en mezclas de compuestos extraidos en
base a su afinidad quimica durante el proceso de separacion, por tal razén el uso de los
solventes adecuados permite una separacion idénea de los principios activos debido a la
polaridad que presentan. Ledn, Liza, & Soto ( 2007) menciona que el uso del Acetato de
etilo permite obtener extractos con actividad inhibitoria como resultado de la polaridad del
solvente que no altera la composicion y conserva las caracteristicas de los compuestos

activos ademas de conseguir un rendimiento variable de cada uno de los extractos.

En una investigacion realizada por Suthindhiran, Jayasri, & Kannabiran (2009) también
utiliz6 el acetato de etilo como disolvente para la obtencién del extracto de
Micromonospora sp. El efecto del extracto de acetato de etilo en la inhibicion de o-

glucosidasa y a-amilasa se mostraron significativas en condiciones in vitro.
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Todos los extractos presentaron diferencias en sus rendimientos, a pesar de que todos
fueron sometidos a las mismas condiciones de crecimiento y de extraccion; esto es
debido a que cada uno de los microorganismos de estudio difiere en sus capacidades
metabdlicas.

3.2. Actividad inhibitoria frente a a-amilasa.

Los efectos inhibidores de a-amilasa de los extractos fueron evaluados utilizando a-
amilasa de pancreas porcino (Tipo 1V-B). Ninguno de los extractos evaluados presento
una inhibicion superior al 50% a la dosis de 10 mg/mL (concentracion final del ensayo
416,67 pg/mL) por lo que no se pudo calcular la Clsy La acarbosa present6 una Clso de
10 uM.

Los extractos de las cepas MJG-03, MJG-02 y MJG-05 que, de acuerdo a las
caracteristicas macroscopicas, pertenecen al género Streptomyces, exhibieron la
actividad inhibitoria mas alta con valores entre 41% y 46%. Las cepas PBLC-05,
PBLC-08, PBLC-09 mostraron porcentajes de inhibicién entre 32 a 36 % y las
restantes cepas mostraron porcentajes de inhibicion inferiores a 28% (Tabla 2). Segun
un estudio realizado por Meng et al., (2013) indica que el género Streptomyces es rico
en sustancias bioactivas ya que las cepas de su estudio alcanzan porcentajes de
inhibicibn que van desde 44,3 hasta 96,3% probados a la misma dosis que este
estudio (10 mg/mL) pero la enzima usada en el ensayo es de pancreas humano. Este
estudio difiere del nuestro ya que las cepas PBLC-01 y PBLC-09 también pertenecen
al género Streptomyces pero mostraron porcentajes bajos de inhibicion de 28.4 y

32.6% respectivamente.

Tabla 2. Porcentaje de inhibicién de los 15 extractos crudos frente al sistema de alfa-amilasa.

Extracto % IHB
PBLC-01 28,49
PBLC-02 27,25
PBLC-04 14,95
PBLC-05 36,65
PBLC-07 18,15
PBLC-08 33,11
PBLC-09 32,59
PBLC-12 15,35
PBLC-14 23,35
MJA-05 23,14
MJH-08 23,71
MJG-02 41,98
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MJG-03 46,86
MJG-05 41,46

MJG-20 25,29
Fuente: Autora.

Segun Imada (2005) los inhibidores de la amilasa han recibido atencién en los ultimos
afios porque son utiles para el control de enfermedades dependientes de los
carbohidratos como la diabetes, la obesidad o la hiperlipidemia. Hasta la fecha, la
mayoria de los inhibidores de la amilasa han sido aislados de actinomicetos terrestres.
Sin embargo, a partir de la cepa, Streptomyces corchorusii subsp. rhodomarinus susp.
nov., se logro el aislamiento de un inhibidor (de naturaleza proteica) de la a-amilasa.
La produccién del inhibidor en la cepa marina se realizé a elevadas concentraciones
de agua de mar, mientras que la variedad terrestre S. corchorusii, no produce el
inhibidor (Imada, 2005). Este es el primer informe de un inhibidor de a-amilasa que

produce un microorganismo del medio ambiente marino.

Actualmente, se ha reportado el aislamiento de varios inhibidores de a-amilasa,
especialmente de especies del género Streptomyces, los mismos que se los ha
clasificado en dos grandes grupos: compuestos de naturaleza glucocidica
(aminoazucares y “oligostatins”) e inhibidores de naturaleza proteica (“proteinaceous”)
(Sun et al., 2015).

De acuerdo al presente trabajo, algunas de las cepas pertenecientes al género
Micromonospora, exhibieron un porcentaje de inhibicion relativamente bajo que iba
desde 15 a 24% a una dosis de 416,67 pg/mL; sin embargo, en la investigacién de
Suthindhiran et al., (2009) algunos de los aislamientos obtenidos que pertenecian al
género Micromonospora, mostraron una buena actividad inhibitoria frente al sistema
de a-amilasa, con porcentajes de inhibicion superior al 70% a una concentracion de

100 pg/mL, lo cual demuestra la diversidad metabdlica de éste género.
3.3. Actividad inhibitoria frente a a-glucosidasa.

El efecto inhibitorio de los extractos se evaluaron utilizando a-glucosidasa de levadura
Saccharomyces cerevisiae (Tipo ). Los extractos de las cepas PBLC-02, PBLC-05 y
MJG-20 mostraron muy buena actividad inhibitoria con valores de Clso de 84,41 pg/mL,
56,51 pug/mL y 64,78 pug/mL, respectivamente, siendo su actividad cinco veces més alta
gue el inhibidor comercial acarbosa (377 pM). Los extractos de las cepas PBLC-04,

PBLC-12 y PBLC -14, mostraron actividad inhibitoria débil, con porcentajes de inhibicion
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inferiores a 29 %. El resto de cepas demostraron tener una actividad inhibitoria moderada
con valores de Clsg entre 113,79 ug/mL y 279,54 pg/mL (Tabla 3).

Tabla 3. Clsg y porcentaje de inhibicién de los 15 extractos crudos frente al sistema de alfa-

glucosidasa.
Extracto Clsp (pg/mL) % INH
PBLC-01 132,89 -
PBLC-02 84,41 -
PBLC-04 - 13%
PBLC-05 56,51 -
PBLC-07 262,52 -
PBLC-08 117,88 -
PBLC-09 279,54 -
PBLC-12 - 19%
PBLC-14 - 29%
MJA-05 113,79 -
MJH-08 161,36 -
MJG-02 121,37 -
MJG-03 153,55 -
MJG-05 119,51 -
MJG-20 64,78 -

Fuente: Autora.

No es inusual que los actinomicetos sean una gran fuente de sustancias bioactivas como
el caso de inhibidores enzimaticos, muchas investigaciones lo han demostrado, como la
realizada por Chen et al., (2016) en la que se identificaron a partir de Streptomyces sp.
dos compuestos inhibidores de a-glucosidasa con valores de Ki/Clsq de 16,8/19,7 y
6,0/8.3 uM. Ademas Lee (2000) encontré que el ftalato de dibutilo, es un inhibidor de
glucosidasa reversible de unién lenta, no competitivo, que fue aislado a partir de

Streptomyces melanosporofaciens con un valor de K;de 3,9 uM.

En una investigacion realizada por Suthindhiran et al., (2009) una cepa de actinomiceto
designado como VITSDK3 se aislé a partir de muestras de sedimentos marinos y
posteriormente se identific6 como perteneciente al género Micromonospora. El extracto
de esta cepa mostré una actividad inhibitoria significativa frente a a-glucosidasa, con un

porcentaje de inhibicion superior a 70% a una dosis de 100 pg/mL.
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3.4. Actividad inhibitoria frente a acetilcolinesterasa.

La actividad inhibitoria de los extractos fue evaluada mediante la utilizacion de
acetilcolinesterasa de Electrophorus electricus (Tipo VI-S). Se midié la actividad
inhibitoria a dos tiempos, a los 5 y a los 15 minutos, de manera que se pueda determinar

el comportamiento de inhibicion del extracto en funcién del tiempo.

Las cepas PBLC-07 y MJH-08 mostraron actividad inhibitoria significativa a los primeros
cinco minutos con valores de Clso de 45,38 ug/mL y 81,01 pg/mL, respectivamente. Este
efecto inhibitorio disminuy6 a los 15 minutos, donde se observé valores de Cls, de 165,48
pg/mL y 281,72 ug/mL, respectivamente. Este tipo de efecto es caracteristico de la
inhibicion competitiva, ya que se manifiesta un efecto inhibitorio temporal, dependiente de
la concentracion del extracto (Figura 6).
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Figura 6. Inhibicion competitiva del extracto de PBLC-07. Se muestra Unicamente los
porcentajes de inhibicién a los 5 y 15 minutos de la concentracién de 0,2 mg/mL para indicar la
disminucién del efecto inhibitorio.

Fuente: Autora.

En el caso de la cepa MJG-05, la inhibicion resultd dependiente del tiempo, ya que a los

5 minutos el valor calculado de Clg, fue de 332,18 ug/mL y a los 15 minutos, la actividad

inhibitoria se incremento, observandose un valor de Clsode 99,15 pug/mL. Los inhibidores
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dependientes del tiempo se unen lentamente a la enzima, observandose cambios en el

valor de Clsycon respecto al tiempo (Figura 7).
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Figura 7. Inhibicion competitiva, dependiente del tiempo, del extracto MJG-05. Se muestra
Unicamente los porcentajes de inhibicion a los 5 y 15 minutos de la concentracién de 0,4
mg/mL para indicar el aumento del efecto inhibitorio.

Fuente: Autora.

El resto de microorganismos ensayados mostraron valores de Clg, superiores a 200

pg/mL, indicativo de una actividad inhibitoria de moderada a débil (Tabla 4). La

actividad inhibitoria del Donepezilo (control positivo) estuvo en el orden de 10 nM,

actividad similar a la reportada por Sugimoto, Ogura, Arai, limura, & Yamanishi (2002).

Tabla 4. Clsg y porcentaje de inhibiciébn de los 15 extractos crudos frente al sistema de

acetilcolinesterasa.

Lectura 5 min

Lectura 15 min

PBLC-01 > 1000 > 1000
PBLC-02 371,89 323,65
PBLC-04 > 1000 > 1000
PBLC-05 265,50 241,38
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PBLC-07 45,38 165,48

PBLC-08 403,53 403,53
PBLC-09 400,00 540,56
PBLC-12 551,94 > 1000
PBLC-14 > 1000 920, 12
MJA-05 237,55 317,71
MJH-08 81,01 281,72
MJG-02 411,89 398,02
MJG-03 271,06 310,27
MJG-05 332,18 99,15
MJG-20 119,06 233,06

Fuente: Autora.

En una investigacion realiza por Ohlendorf et al., (2012) se encontrdé un nuevo producto
natural denominado Geranilfenazinodiol producido por una cepa de Streptomyces sp.
denominada LB173 aislada inicialmente de una alga marina (Saccharina latissima), en la
Bahia de Kiel (Alemania). La estructura se establecié mediante analisis de datos de RMN
y MS. El geranilfenazinodiol fue moderadamente activo contra Acetilcolinesterasa
humana, con un valor de Cls, de 2,62 uM; mientras que, empleando Huperzina A como

control positivo, el valor de Clso fue de 0,012 M.

Segln Lin Li et al.,, (2015) su investigacion con el actinomiceto marino Rubrobacter
radiotolerans condujo al aislamiento y caracterizacion de dos compuestos diméricos
naturalmente raros. El compuesto 1 se identific6 como un nuevo alcaloide inddlico
dimérico denominado 2-(2-(3-hidroxi-1-(1H-indol-3-il)-2-metoxipropil)-1H-indol-3-il) acido
acético y el compuesto 2 identificado como 3-(3-(2-hydroxietill)-1H-indol-2-il)-3-(1H-indol-
3-yil) propano-1,2-diol. Las estructuras de estos nuevos compuestos se dilucidaron
mediante la interpretacion de datos espectroscopicos. El ensayo para la actividad
anticolinesterasica indica que ambos compuestos inhibieron la actividad de la enzima con
valores de Clg, de 11,8 y 13,5 UM, respectivamente, considerada como una actividad

moderada.
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CONCLUSIONES

A partir de las quince cepas se logro recoger extractos crudos con Acetato de etilo como
disolvente de extraccion, obteniendo rendimientos satisfactorios que fluctuaron entre
0,031 % y 0,012 %, rendimiento que se encuentra dentro de los valores normales

obtenidos para este tipo de microorganismos y procesos de extraccion.

En el ensayo frente al sistema enzimético de a-amilasa de los quince extractos en
estudio, sélo las cepas MJG-03, MJG-02 y MJG-05, correspondientes al género
Streptomyces, exhibieron la actividad inhibitoria mas alta con valores entre 41 % y 46
%. Las cepas PBLC-05 y PBLC-09, correspondientes al género Streptomyces, y la
cepa PBLC-08 del género Micromonospora, mostraron porcentajes de inhibicién
menores, entre 32 a 36 %; mientras que, las cepas restantes mostraron porcentajes de

inhibicion inferiores a 28%.

La capacidad inhibitoria de los extractos de las cepas PBLC-02 y PBLC-05 que
pertenecen al género Streptomyces, y la cepa MJG-20 del género Micromonospora
mostraron una actividad inhibitoria fuerte ante a-glucosidasa con valores de Cls, de

84,41 yg/mL, 56,51 ug/mL y 64,78 ug/mL respectivamente.

En el ensayo frente al sistema enzimatico de acetilcolinesterasa las cepas PBLC-07
(Micromonospora) y MJH-08 (sin determinar) mostraron una fuerte actividad inhibitoria
con valores de Clsg de 45,38 ug/mL y 81,01 ug/mL, respectivamente. Este efecto
inhibitorio se redujo significativamente cuando se calculé el valor de Cls; a los 15
minutos, siendo estos valores de 165,48 ug/mL y 281,72 ug/mL, respectivamente. Para
la cepa MJG-05 (Streptomyces), inicialmente se evidencié un efecto inhibitorio débil, ya
que a los 5 minutos el valor de Clso fue de 332,18 ug/mL vy a los 15 minutos, la actividad
inhibitoria se incrementd, observandose un valor de Cls, de 99,15 ug/mL. Estos
resultados indican que los compuestos presentes en el extracto presentan un efecto

inhibitorio competitivo del tipo dependiente del tiempo.
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RECOMENDACIONES

Optimizar el proceso de fermentacién de los cultivos utilizando condiciones de cultivo
adecuadas que favorezcan el crecimiento y desarrollo de los microorganismos con el fin

de incrementar el contenido de biomasa y un aumento en el rendimiento.

Probar nuevas concentraciones de la enzima a-amilasa, asi como la posibilidad de utilizar

otro tipo de enzima proveniente de otro organismo que no sea la utilizada en este trabajo.

Profundizar en la investigacion de los extractos de las cepas PBLC-02, PBLC-05 y MJG-
20 que resultaron activas frente a los sistemas enzimaticos de a-glucosidasa. La linea de
investigacion se la puede seguir a nivel fotoquimico para conseguir aislar los compuestos

que poseen la caracteristica inhibitoria.

Realizar estudios complementarios con las cepas PBLC-07, MJH-08 y MJG-05 que
permitan identificar los compuestos activos presentes en los extractos crudos, ademas de
promover el estudio hacia nuevos parametros como el tipo de inhibicion realizada por los
extractos con el uso y aplicacién de otros parametros cinéticos que se deriven como la

constante de inhibicién (Kj).
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ANEXOS



ANEXO 1. MEDIOS DE CULTIVO PARA ACTINOMICETOS SUPLEMENTADOS
CON AGUA DE MAR ARTIFICIAL.

Solucién 1 (disolver en 8 L)

NacCl 211.90¢g
Na,SO4 35.5¢g
KCL 5.99¢g
NaHCO; 1.74 ¢
KBr 0.863 g
Acido Bérico 0.230¢g
NaF 0.028 g
Solucion 2 (disolver en 1.93L)
MgCl,. 6H,0 95.92¢g
CaCl,. 6H,0 13.44¢g
SrCl,. H,0 0.218 g
Nutriente 1 (afnadir 10mL de la solucidn stock)
NaNO; 46.70 gen 1L de H20d
Nutriente 2 (afadir 10mL de la solucidn stock)
NaH,P0O,.H20 3.09 g en 1L de H20d
Solucion Metales Stock 1- Hierro (anadir 10mL de la solucién
stock)
FeCl;.6H,0 1.77 g en 1L de H20d
Na,EDTA.2H,0 3.09g

Solucidon Metales Stock 2-Metales Trazas (afiadir 10mL de la
solucidn stock)

ZnS0,. 7H,0 0.073 gen 1L de H20d
Co0S0,. 7H,0 0.016 g
MnSO,. 2H,0 0.054 g
Na,MoO;. 2H,0 1.48 mg
Na,SeO; 0.0173 mg
NiCl,. 6H,0 1.49 mg
Na,EDTA.2 H,0 244 ¢
Stock de Vitaminas (afiadir 10mL de la solucion stock)
Tiamina clorhidrato 0.1 gen 1L de H20d
Biotina 2mg
Vitamina B12 1mg
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Almidoén 10g
Extracto de levadura 4g
Peptona 2g
Carbonato de calcio lg
Agua de mar artificial 75%
Agua destilada 25%
Suplementos:
Fe2(S04)3 5mL/Lu8g/L
KBr 5mL/Lu8g/L

Fuente: Departamento de Quimica — Seccion de Bioensayos.
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ANEXO 2. DESARROLLO DEL METODO FRENTE A a-AMILASA.

PBS 55 35 55 35 55 20
Inhibidor* - - - - - 20*
MeOH:H,O"/Extracto* 5" 5* 5 5' 57 -
Enzima (50 pg/mL) 20 20 - 20 - 20
Sustrato (Almidon 1%) - 20 20 20 20 20
Incubacion (mins) - 15 15 15 15 15
Stop Reaccion (HCL) (0,1 M) 50 50 50 50 50 50
Solucién de Yodo (0,5 mM) 150 150 150 150 150 150
Lectura 580 nm

* Concentracion del extracto: 10mg/mL (MeOH:H,0, 1:1).

* Como control positivo (Inhibidor) se emplea Acarbosa a una concentracion de 5 mg/mL.
Las cantidades de los reactivos y soluciones estan expresados en microlitros (uL).
Fuente: Departamento de Quimica — Seccion de Bioensayos.
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ANEXO 3. DESARROLLO DEL METODO FRENTE A a-GLUCOSIDASA.

Inhibidor* - - - 20*
MeOH:H,O/Extracto? 5" 5t 57 -
PBS 7.4 pH 95 75 75 60
Enzima 15 pg/mL (150 mU/mL) 20 20 20 20
Preincubacion (5 min - 37°C)

p-NPG (5 mM) - 20 20 20
Incubacion 60 min a 37°C

Lectura 405 nm x 60min con intervalos de lectura de 5min

* Concentracion del extracto: 10mg/mL (MeOH:H,0, 1:1).
* Como control positivo (Inhibidor) se emplea Acarbosa a una concentracion de 5 mg/mL.

Las cantidades de los reactivos y soluciones estan expresados en microlitros (L).
Fuente: Departamento de Quimica — Seccidn de Bioensayos.
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ANEXO 4. DESARROLLO DEL METODO FRENTE A ACETILCOLINESTERASA.

BUFFER A-TRIS pH 8 80 40 40 58
AcSCh (15 mM, sustrato) - 20 20 20
DTNB (3 mM) TRIS 50 mM pH 8 100 100 100 100
MeOH:H,O"/Extracto* 20 20 20 -

Inhibidor* - - - 2*
oo 25 : s 3 :

AChE (0,5 U/mL) (BUFFER A-TRIS-50 ) 20 20 20

mM pH8)
Lectura 412 nm x 15 min con intervalos de lectura de 60 segundos

* Concentracion del extracto: 10mg/mL (MeOH:H,0, 1:1).

* Como control positivo (Inhibidor) se emplea Donepezilo a una concentracion de 10 pM.
Las cantidades de los reactivos y soluciones estan expresados en microlitros (uL).
Fuente: Departamento de Quimica — Seccion de Bioensayos.
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