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RESUMEN
Numerosas especies de hongos silvestres se encuentran distribuidos en ecosistemas del
sur del Ecuador. La evaluacion de su valor nutricional hasta ahora ha sido limitada, debido
a la poca informacién de sus componentes y los usos que se les puedan atribuir; por lo que,
en el presente estudio se plante6 la evaluacibn de 20 especimenes de hongos
basidiomicetos en los cantones Loja y Saraguro. De los cuerpos fructiferos se obtuvieron
extractos empleando metanol:agua y, se evaluaron frente a los sistemas enzimaticos: a-
glucosidasa, a- amilasa y acetilcolinesterasa. Para a- glucosidasa, las muestras Laetiporus
sp. (EM-562) y Gerronema sp. (EM-783) presentaron una alta capacidad inhibitoria con
valores de Clso de 47, 55y 56,42 ug/ mL respectivamente. En a- amilasa los extractos mas
representativos fueron: Laetiporus cf. sulphureus, Ganoderma cf. amazonense, Stereum
sp., Oudemansiella platensis, Macrolepiota procera, Gerronema sp, Laetiporus sp. (EM-
785), Trametes versicolor, Schizophyllum comune, Stereum cf. Hirsutum y Cf. Entoloma,
con valores entre 0,042 y 0,73 pg/mL. Ninguna de las 20 muestras presentd un porcentaje

de inhibicién superior al 50% frente a acetilcolinesterasa, a una dosis de 2 mg/mL.

Palabras clave: hongos, fungi, extractos, a- glucosidasa, a- amilasa, acetilcolinesterasa,
CISO.



ABSTRACT
A great variety of wild mushrooms are distributed in ecosystems of southern Ecuador and
the research of their nutritional value or pharmacological properties has been limited,
focusing mainly on ecological factors. For this reason, the aim of the present stuy was to
value the pharmacological potential of 20 specimens of basidiomycete fungi collected in Loja
and Saraguro cantons. From the fruiting bodies of each genus, extracts were obtained using
methanol and water, which were evaluated against the enzymatic systems: a-glucosidase,
a-amylase and acetylcholinesterase. For a-glucosidase, the highest inhibitory capacity was
obtained for Laetiporus sp. (EM-562) and Gerronema sp. (EM-783) with 1Csp values of 47,55
and 56.42 pg/mL respectively. In a-amylase the most representative extracts were:
Laetiporus cf. sulphureus, Ganoderma cf. amazonense, Stereum sp., Oudemansiella
platensis, Macrolepiota procera, Gerronema sp., Laetiporus sp. (EM-785), Trametes
versicolor, Schizophyllum comune, Stereum cf. hirsutum and Cf. Entoloma, which reached
values between 0.042 and 0.73 ug / mL. None of the 20 samples showed a percentage of

inhibition higher than 50% against acetylcholinesterase, at a maximum dose of 2 mg / mL.

Key words: mushrooms, fungi, extracts, a-glucosidase, a-amylase, acetylcholinesterase,
ICso.



INTRODUCCION

Los macro-hongos conocidos informalmente como setas, son organismos que poseen
organos productores de esporas generalmente caracteristicos en los basidiomicetos y los
ascomicetos. Estos hongos se encuentran distribuidos abundantemente en la naturaleza y
pueden vivir en diferentes ecosistemas como, por ejemplo, suelo, aguas dulces o marinas,
entre otros. Se estima que en todo el mundo existen entre 1,5y 2,5 millones de especies
de hongos. De esta gran diversidad, muchas especies son comestibles y se destacan
constituyendo una alternativa para mejorar la alimentacibon humana debido a sus
propiedades nutritivas, y por poseer componentes bioactivos, proteinas de alta calidad,
minerales, vitaminas, carbohidratos, fibra y bajo contenido de grasa, que pueden actuar

como antitumorales y moduladores inmunolégicos (Rios, Hoyos, & Mosquera, 2010).

Los basidiomicetos se distinguen de los ascomicetos basandose en caracteres
morfolégicos como la formacién de sus esporas, el color y la forma de las mismas y la
apariencia de sus cuerpos. Claramente, los hongos mas estudiados pertenecen al grupo de
los basidiomicetos, ya que son visibles a simple vista y de interés por sus propiedades
gastronémicas y valor econémico (Cenci, Cocchi, Petrini, & European Commission. Joint
Research Centre. Institute for Environment and Sustainability., 2011).

Los hongos se consideran como alimentos funcionales con componentes fisiolégicos
benéficos; los amplios valores medicinales de los hongos tienen un futuro prometedor como
una rama de la medicina alternativa y, por lo tanto, la investigacion cientifica dirigida a la
validacion de las propiedades medicinales es vital (Abdullah, Ismail, Aminudin, Shuib, &
Lau, 2012).

Algunas setas se destacan por poseer metabolitos, incluyendo polisacéaridos, proteinas,
fibras dietéticas, y muchas otras biomoléculas, que aisladas de hongos y su micelio
cultivado, han demostrado tener éxito en el tratamiento de la diabetes como

antihiperglicémico (De Silva, Rapior, Hyde, & Bahkali, 2012).

La diabetes es un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas por hiperglucemia
cronica como resultado de la deficiencia de la secrecion o accién de la insulina. Un enfoque
terapéutico para el tratamiento de la diabetes es disminuir la glucemia posprandial por
inhibicion de las enzimas responsables de la hidrélisis de carbohidratos, tales como a-

glucosidasa y a-amilasa (Hanh et al., 2014)



Los Champifiones, conocidos por su potente propiedad antioxidante, han atraido el interés
debido a su potencial en neuroproteccién, efectos antioxidantes y antiinflamatorios, en una

variedad de modelos experimentales (Phan, David, Naidu, Wong, & Sabaratnam, 2015).

En el presente estudio se analizé la naturaleza biolégica de los hongos pertenecientes al
filo Basidiomycota y sus usos dentro de la medicina, recopilando informacion actualizada
que se encuentra contemplada en el primer capitulo. En el segundo capitulo se expone los
métodos utilizados para la seleccion de especimenes fungicos, obtencién de extractos a
partir de ellos y su evaluacion frente a los sistemas enzimaticos a-glucosidasa, a- amilasa
y acetilcolinesterasa. El capitulo tres abarca los resultados obtenidos durante el desarrollo
del proyecto, analizando los datos mas relevantes del mismo.

El propdsito de la presente investigacion consistié en revalorizar la diversidad flngica y su
potencial farmacolégico a través del estudio de las propiedades hipoglucemiantes y
anticolinesterasicas, mediante la recoleccion, identificacién y seleccion de 20 muestras de
hongos para evaluar su capacidad como inhibidores enzimaticos de alfa-amilasa, alfa

glucosidasa y acetilcolinesterasa.

Los ensayos de actividad hipoglucemiante que demostraron una capacidad inhibitoria para
los dos sistemas enzimaticos fueron los extractos de: Laetiporus sp. (EM-562) y Gerronema
sp. (EM-783), mientras que para el sistema de acetilcolinesterasa ninguno de los hongos

evaluados present6 una actividad significativa considerable.
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1. Basidiomicetos

Los hongos del filo Basidiomycota (basidiomicetos), constituyen alrededor del 37% de los
hongos descritos (Riley et al., 2013), sin embargo, algunas estimaciones de las cifras totales
sugieren que pueden existir 1.5 millones de especies que incluyen setas, carboncillos,
trufas, colmenillas, mohos y levaduras, asi como muchos organismos menos conocidos
(Blackwell, Rytas, Timothy Y, & Taylor, 2012)

1.1. Clasificacion taxondmica

Los hongos son organismos pertenecientes al dominio Eucaria, y dentro de la clasificacion
gue agrupa a los seres vivos en cinco reinos, los hongos (eumicetos) constituyen el reino
Fungi (Curtis, Barnes, Schnek, & Massarini, 2008).

La clasificacién filogenética de los hongos divide el reino Fungi en siete filos, 10 subfilos,
35 clases, 12 subclases y 129 6rdenes (Ahmadjian, Alexopoulosm, & Moore, 2018).

Dentro de los siete filos de hongos se encuentran los hongos verdaderos, que se denominan
asi debido a que su pared celular estd compuesta por quitina, y, a diferencia de los falsos
hongos o pseudohongos, sus paredes celulares contienen celulosa por lo que

recientemente se los incluye en el reino Chromista (Gallejo Arjona, 2016)

Los siete filos comprenden: Chytridiomycota, Blastocladiomycota, Neocallimastigomycota,
Microsporidia, Glomeromycota, Ascomycota y Basidiomycota (los dos ultimos se combinan

en el subgrupo Dikarya) (Ahmadjian et al., 2018)

Los «hongos superiores» (Ascomycota y Basidiomycota) constituyen ahora un grupo
monofilético con categoria de subreino: Dikarya. Esto hace referencia a que en alguna
etapa de su ciclo vital presentan células dicariéticas, con dos nucleos haploides en cada
una (Gallejo Arjona, 2016).

1.1.1. Caracteristicas

Los basidiomicetos constituyen el segundo mayor filo de hongos, que comprende especies
divididas en tres grupos principales, el Agaricomycotina (formadores de hongos),
Pucciniomycotina (royas y aliados), y Ustilaginomycotina (carboncillos y aliados) (Nagy &
Sz0ll6si, 2017).



Pueden ser unicelulares o multicelulares, con reproduccion sexual o asexual, y vivir en

ambientes terrestres o0 acuaticos (Swann & Hibbett, 2007).

Son hongos tipicamente filamentosos compuestos de hifas. La mayoria de las especies se
reproducen sexualmente con un érgano portador de esporas denominado basidio, (del
griego basidium, garrote) que generalmente produce cuatro esporas sexuales
(basidiosporas). Los basidios nacen de los cuerpos fructiferos (basidiocarpos), que son
grandes y llamativos en todos excepto en las levaduras, las royas y las cenizas (The Editors

of Encyclopaedia Britannica., 2017).

Este filo diverso abarca simbiontes, patdgenos y sapréfitos que incluyen hongos que se
descomponen en la madera, especies denominadas vulgarmente como: royas, carbones,
hongos gelatinosos, hongos de palo, hongos coral y de plataforma, los champifiones, las

trufas, los cuernos de aguijén y los nidos de pajaro (Ahmadijian et al., 2018).

Dentro de su composicion quimica, poseen el 50 a 65% de carbohidratos totales, 19 a 35%
de proteinas (con diversas actividades biolégicas y medicinales, como lectinas) y 2 a 6%
de contenido graso de su materia seca. En los hongos, los &cidos grasos insaturados son
predominantes sobre los acidos grasos saturados, especialmente el acido palmitico, el
acido oleico y el 4cido linoleico, mientras que la proporcion de acidos grasos linolénicos es
muy limitada. Se cree que las vitaminas ricas en grasas enriguecidas con hongos junto con
el contenido de ergosterol son la Unica fuente vegetariana de vitamina D. Los datos sobre
el contenido y composicion de la fibra son limitados, pero los polisacaridos como los b-
glucanos aumentan el valor nutricional de los hongos. Se ha observado un descubrimiento
de que los hongos son una comida maravillosa con sus inmensas propiedades
nutracéuticas. Y por esta una de las razones es la presencia de moléculas bioactivas, es

decir, b-glucanos, triterpenoides, antioxidantes, etc (Rathore, Prasad, & Sharma, 2017).
1.1.2. Usos medicinales

Aproximadamente 130 propiedades bioldgicas se atribuyen a los hongos medicinales entre
las que destacan: propiedades antitumorales, inmunomoduladores, antioxidantes, anti-
hipercolesterolemia, antivirales, antibacterianos, antiparasitarios, antifangicos,
desintoxicantes, hepatoprotectores, antidiabéticos, etc. Se ha demostrado que todos los
hongos basidiomicetos contienen compuestos bioactivos en sus cuerpos fructiferos, el

micelio cultivado y el caldo de cultivo (Wasser, 2017).



Muchas sustancias farmacéuticas con propiedades potentes y Unicas se extrajeron
recientemente de las setas y se abrieron paso por todo el mundo (Rai, Tidke, & Wasser,
2004). Esto incluye principalmente moléculas de alto peso molecular como: polisacéridos,
proteinas y lipidos, asi como metabolitos de bajo peso molecular de las que destacan:
lectinas, lactonas, terpenoides, alcaloides, esteroles y sustancias fendlicas (De Silva et al.,
2012).

Estudios demuestran que poseen metabolitos como polisacaridos (B-glucano), proteinas,
fibra dietética y muchas otras biomoléculas que promueven la formacién de insulina y
hormonas relacionadas que aseguran un funcionamiento metabdlico saludable, lo que
constituye una buena solucién para controlar la diabetes y han sido valorizados como

agentes hipoglucémicos y antidiabéticos potenciales (De Silva et al., 2012).

El polisacarido B-glucano en particular, puede restaurar las funciones de los tejidos
pancreaticos, provocando un aumento en la produccién de insulina por las células
funcionales B, disminuyendo asi los niveles de glucosa en sangre y también ha mejorado
la sensibilidad de las células periféricas a la insulina circulante. Ademas, contienen enzimas
que ayudan a descomponer azlcar o almidén en los alimentos y mejorar la resistencia a la
insulina (Phan et al., 2015).

Los acidos palmitico, oleico y linoleico dominan los perfiles de acidos grasos en hongos.
Estos acidos grasos son importantes nutricionalmente y, se ha demostrado que promueve
la generacién de axones en el cuerpo estriado durante el desarrollo del cerebro; por lo que
los extractos de hongos pueden desarrollarse como suplemento dietético para mejorar el

cerebro y la salud cognitiva (Phan et al., 2015).

Algunas especies de Basidiomicetos son ricos en ergosterol. El ergosterol en las setas
puede ser convertido en vitamina D2 después de la exposicion a luz ultravioleta.
Investigaciones recientes sugirieron que los niveles mas altos de vitamina D en la ingesta
dietética se asocio con un menor riesgo de desarrollo de la enfermedad de Alzheimer entre

las mujeres mayores (Phan et al., 2015).

e Dentro de las especies que han sido reportadas por tener efectos hipoglucémicos
tenemos (De Silva et al., 2012):

e Agaricus bisporus

e Agaricus subrufescens

e Cordyceps sinensis



e Coprinus comatus

e Ganoderma lucidum
¢ Inonotus obliquus

¢ Phellinus linteus

e Pleurotus sp.

e Poria cocos.

e Sparassis crispa

Varias especies del género Pholiota como el hongo de morera (Pholiota adiposa), posee
enzimas tromboliticas y azlcares que poseen un alto efecto reductor de la glucosa en
sangre, por lo que se puede usar como un agente hipoglucemiante oral, para el tratamiento
y prevencion de la diabetes. Asi mismo, la especie Pholiota adiposa ha demostrado tener
un efecto como antihipertensivo, reduccion del colesterol, efectos antibitticos y actividades

antitumorales (Kim, Bae, & Lee, 2014).

Para el género Ganoderma se puede encontrar en la literatura, un gran namero de
aplicaciones medicinales entre las que podemos destacar a la especie Ganoderma lucidum,
el mismo que se caracteriza por la produccién de un polisacarido denominado ganopolio,
que actua disminuyendo los niveles de glucosa en sangre en humanos (Rahman, Abdullah,
& Aminudin, 2016).

Ganoderma lucidum y G. applanatum contienen polisacaridos de alto peso molecular que
son fisiologicamente activos, siendo Utiles en enfermedades como el Alzheimer, diabetes,
rinitis, leucopenia, insomnio, Ulceras duodenales, disfuncion pulmonar y cardiaca (Zhang et
al., 2011).

En el presente trabajo se analizaron hongos basidiomicetos haciendo énfasis en sus

propiedades como antidiabéticos y en enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer.

1.2. Diabetes

La diabetes es una enfermedad crénica que aparece cuando el pancreas no produce
insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza eficazmente la insulina que produce. El
efecto de la diabetes no controlada es la hiperglucemia (aumento del azlcar en la sangre),
que con el tiempo dafia gravemente muchos érganos y sistemas, especialmente los nervios

y los vasos sanguineos (OMS, 2016).



La insulina es una hormona gue se necesita para convertir el azicar, los almidones y otros
alimentos en energia necesaria para la vida diaria y por lo tanto regula el azucar en la
sangre. Los niveles bajos de insulina y / o la resistencia a la insulina impiden que el cuerpo
convierta la glucosa en glucégeno (sobre todo en el higado), lo que a su vez hace dificil o

imposible eliminar el exceso de glucosa de la sangre (De Silva et al., 2012).

Existen tres tipos principales de Diabetes (De Silva et al., 2012; “Diagnosis and
Classification of Diabetes Mellitus,” 2013):

e La diabetes tipo 1 (DT1), anteriormente conocida como insulina dependiente o
juvenil, representa el 3% al 10% de los casos y se caracteriza por una deficiencia
absoluta de secrecién de insulina.

e Diabetes tipo 2 (DT2), anteriormente conocido como no insulina dependiente,
representa del 85% al 90% de los casos, resulta de una condicién en la cual las
células no usan insulina adecuadamente (resistencia a la insulina), a veces
combinada con una deficiencia absoluta de insulina.

e Y la diabetes gestacional, hiperglucemia que ocurre durante el embarazo y por lo
general se resuelve después del parto, lo que representa el 2% al 5% de los casos,
se desarrolla en mujeres embarazadas que nunca han tenido diabetes antes, y
tienen un nivel alto de glucosa en la sangre durante el embarazo, puede ser mas
similar a la diabetes mellitus tipo 2 y es completamente tratable, pero requiere una

supervision médica cuidadosa durante todo el embarazo.

Ademas, existen otros tipos especificos de diabetes de etiologia desconocida que incluyen:
defectos genéticos en la accion de la insulina, enfermedades del péancreas,
endocrinopatias, diabetes inducida por drogas o0 quimicos, infecciones virales
(coxsackievirus B, cytomegalovirus, adenovirus) y diabetes mediada por
inmunomediadores (sindrome de stiff-man)(“Diagnosis and Classification of Diabetes
Mellitus,” 2013).

Se estima que en 2015 la diabetes fue la causa directa de 1,6 millones de muertes. Otros
2,2 millones de muertes fueron atribuibles a la hiperglucemia en 2012 (“OMS | Diabetes,”
2017).

En el presente estudio se hard referencia a la diabetes mellitus tipo Il, debido a que los

inhibidores enziméticos tienen un potencial considerable como medicamentos para el
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control de la enfermedad ya que evitan la digestién de carbohidratos (Fatmawati, Shimizu,
& Kondo, 2011).

1.2.1. Diabetes Mellitus, no insulina dependiente. Tipo Il.

La investigacion mas reciente sobre la fisiopatologia de la diabetes tipo 2 se correlaciona
con el concepto de activacion del sistema inmune innato, en la cual se presenta infiltracion
de moléculas del sistema inmune en el tejido adiposo, desencadenando la activacion de
macroéfagos, lo cual lleva a un estado inflamatorio crénico que aumenta de manera
progresiva la resistencia a la accion de la insulina y esta directamente relacionado con

desarrollo de aterosclerosis (Barragan Torres et al., 2017; De Silva et al., 2012).

En la DM2 se observa agotamiento del pancreas por la acumulacion de acidos grasos libres
que inducen la apoptosis de las células beta y conllevan la disminucién en la secrecion de
insulina, acompafiada a menudo con resistencia periférica a esta hormona, encargada de
movilizar la glucosa al interior de la célula causando hiperglucemia. Debido a que la
resistencia a la insulina se desarrolla progresivamente, el diagnéstico se realiza una vez la
enfermedad estd bastante avanzada y aparecen complicaciones, como la hipertension

arterial, cardiopatia isquémica o la insuficiencia renal (Barragan Torres et al., 2017).

La diabetes es una enfermedad crénica que no se puede curar por completo, sin embargo,
la aparicién o progresion de la enfermedad (DT2) puede ser prevenida o retrasada por la
ingesta adecuada de alimentos y habitos saludables. Los alimentos con bajo contenido en
grasa y alto en fibra, evitan el aumento de peso, asi como, realizar ejercicio fisico y evitar
factores agravantes tales como tabaquismo y un estilo de vida estresante y el sedentarismo
(De Silva et al., 2012).

Los agentes hipoglucemiantes (agentes antidiabéticos), como insulina, metformina,
tolbutamida, gliclazida, fenformina, troglitazona y rosigitazona, exenatida constituyen el pilar
funamental para el tratamiento de la diabetes y son efectivos en el control de la glucemia.
Sin embargo, pueden tener efectos secundarios nocivos, no alterar significativamente el
curso de las complicaciones diabéticas; ademas, no existe suficiente conocimiento sobre el
manejo farmacologico de la enfermedad. Por lo tanto, la blusqueda de sustancias con
potencial antidiabético, extraidos de fuentes naturales -plantas y hongos medicinales- ha

merecido una gran atencion por parte de la comunidad cientica (De Silva et al., 2012).

Tomando en cuenta los desafios que representa controlar la DT2 a través de la dieta, el

consumo de alimentos hipoglucémicos con propiedades inhibitorias de enzimas el tipo
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amilasas y glucosidasas reciben mas atencién y se investigan ampliamente.ya que son
enzimas clave que ayudan a la digestion de carbohidratos y desempefian un papel vital en

el control de los niveles de glucosa en sangre (Vadivel, Patel, & Biesalski, 2012).

1.3. Enfermedades Neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas se definen como condiciones progresivas e
incurables, secundario a la muerte neuronal. Dentro de una variedad de estas condiciones,
las demencias envuelven un grupo significativo siendo la tercera condicion neurolégica mas
comun, después de dolor de cabeza y evento cerebro-vascular (Chapa, 2018).

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa mas comdn de demencia, cuyos sintomas
incluyen pérdida de memoria y dificultades con el pensamiento o el lenguaje. La evidencia
reciente en la investigacion cientifica ha sugerido que la disfunciéon de las mitocondrias
causada por el estrés oxidativo se asocia con la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad
de Parkinson (EP) (Im, Nguyen, Choi, & Lee, 2016).

En el mundo entero, 47 millones de personas padecen demencia, y cada afio se registran
9,9 millones de nuevos casos. La enfermedad de Alzheimer, representa entre un 60% y un
70% de los casos reportados (OMS, 2017).

1.3.1. Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la principal causa de demencia y es un trastorno
neurodegenerativo variable originado por cambios conformacionales en determinadas
proteinas, por estrés oxidativo, anormalidades mitocondriales y procesos
neuroinflamatorios. Se caracteriza por un dafio progresivo en mas de un area de cognicion,
incluyendo episodios de falta de memoria, cambios de humor y comportamiento, trastornos
en el lenguaje, praxis y atencién; siendo el sintoma temprano mas comdun, la dificultad para
recordar la informacioén recién aprendida. El area del cerebro afectada es el prosencéfalo
(cerebro anterior), la corteza y la amigdala, que son las areas de aprendizaje, de memoria,

de atencidn y de regulacién (Singh et al., 2013).

Existen varias hipotesis con respecto al origen de la enfermedad, entre ellas: la hip6tesis
colinérgica, hipoteis amiloide, hipotesis de la proteina TAU, del calcio, e hip6tesis del

cambio isoprenoide (Howes, Fang, & Houghton, 2017).
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De acuerdo a la hipétesis amiloide, la EA se desarrolla por el acumulo de placas amiloides
en el sistema nervioso central (SNC) y proteinas tau anormales, las cuales forman ovillos

neurofibrilares, lo que conlleva a una neurodegeneracion progresiva.

Las anomalias de los neurotransmisores se caracterizan por déficits colinérgicos, pero otros
sistemas de neurotransmisores, incluidos los glutamatérgicos y serotoninérgicos, también
estan alterados en el SNC. Otros mecanismos inflamatorios, dafio oxidativo, apoptosis y

neuroplasticidad atenuada también han sido implicados en la EA (Howes et al., 2017).

La deficiencia del neurotransmisor acetilcolina (ACh) en el cerebro, amplifica la actividad de
la acetilcolinesterasa. Este nivel disminuido del neurotransmisor causa alteracion de la
neurotransmision colinérgica que conduce a la pérdida de habilidades intelectuales. Los
inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) pueden aumentar la transmision
colinérgica al evitar la hidrélisis de ACh, con lo que se obtiene mas ACh en la sinapsis
colinérgica. La acetilcolinesterasa produce inactivacién de la acetilcolina y por ende la
disminucion de la transmision del impulso nervioso. Esto hace que los inhibidores de AChE
sean los medios mas potentes para tratar los sintomas cognitivos de la EA (Im et al., 2016;
Segura, Galindo, Rallo-Gutiérrez, Cefa, & Jordan, 2003).

Precisamente, ha sido la disminucién en los niveles de acetilcolina la principal alteracién de
la neurotransmisidn descrita en los pacientes con demencia tipo EA, por lo que gran parte
de los estudios farmacoldgicos en el tratamiento de esta enfermedad se han dirigido hacia
farmacos que incrementen los niveles de dicho neurotransmisor, o por el contrario detener
los efectos de la acetilcolinesterasa en la que los farmacos mas utilizados son los farmacos
inhibidores de la acetilcolinesterasa, o anticolinesterasicos, que son capaces de inhibir el
catabolismo del neurotransmisor y aumentar la permanencia de éste en la sinapsis (Segura
et al., 2003)

Como tratamiento de la EA se incluyen medicamentos que corrigen la funcién colinérgica
en el SNC, para mejorar las funciones cognitivas mediante la inhibiciéon de la enzima
acetilcolinesterasa (AChE). Los medicamentos inhibidores de AChE son donepezilo,
galantamina y rivastigmina; estos dos ultimos medicamentos son derivados de productos
naturales. Otro medicamento disponible utilizado para prevenir el deterioro y la muerte
neuronal inducida por enfermedades nerviosas degenerativas, es la memantina, un farmaco
antagonista no competitivo del receptor de glutamato N-metil-D-aspartato (NMDA), que

funciona reduciendo la actividad anormal del cerebro (Howes et al., 2017).
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Desafortunadamente, estos medicamentos estan asociados con efectos secundarios tales
como pérdida de apetito, mareos, dolor de cabeza, vomitos y diarrea. Por consiguiente, es
necesaria la blusqueda de productos naturales potentes que inhiban selectivamente la

actividad de AChE sin efectos secundarios (Im et al., 2016).

1.4. Mecanismos de Inhibicién Enziméatica

Como ya se ha mencionado anteriormente, la busqueda de nuevas sustancias o
compuestos que ejerzan la accion como inhibidores enzimaticos es importante, ya que
proporcionan nuevos avances para prevenir o disminuir el desarrollo de enfermedades

degenerativas como Alzheimer y enfermedades crénicas como Diabetes.

Las enzimas son proteinas que consisten en una o mas cadenas polipeptidicas que actian
como catalizadores quimicos acelerando las reacciones quimicas a temperaturas
fisiolégicas al reducir su energia de activacion. Poseen un sitio activo que proporciona un
entorno quimico Unico, formado por ciertos grupos de residuos de aminoacidos (conocidos
también como grupos R o cadenas laterales). El sitio activo, es la regidon especifica dentro

de la enzima donde se une el sustrato y se produce la reaccién (Rice University, 2013)

Cuando una enzima se une a su sustrato, se forma un complejo enzima-sustrato. Este
complejo reduce la energia de activacién de la reaccion y promueve su rapida progresiéon
en una o varias muchas formas. El sustrato es una molécula, o muchos tipos diferentes de
moléculas que inhiben o promueven la funcién de la enzima, y existen diversos mecanismos

para hacerlo (Rice University, 2013),

Generalmente un inhibidor es una sustancia capaz de disminuir la velocidad neta en una
reaccion, sin embargo, existen algunas variantes ya que la inhibicion puede ser reversible

e irreversible dependiendo de cédmo se una a la enzima (Capparelli & Lodeiro, 2016).

La inhibiciébn enzimatica reversible, se da cuando el complejo enzima-sustrato puede
disociarse y volver a actuar; mientras que en la irreversible se da cuando el inhibidor

modifica o destruye la enzima y no recupera su actividad (Donoso, 2006).
1.4.1. Tipos de inhibicién enzimatica reversible
1.4.1.1. Inhibicién competitiva:

Los inhibidores competitivos son comunmente moléculas con una estructura parecida al

sustrato, por lo cual son reconocidos y unidos a la enzima de manera similar, mientras que
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otros pueden unirse al sitio activo y taponarlo impidiendo la union del sustrato. Ver figura 1.
A. Es asi que compiten con el sustrato para vincularse al sitio activo (Bhagavan & Ha, 2011).
Estas moléculas se unen a la enzima bloqueando el acceso del sustrato hacia el sitio activo
(Capparelli & Lodeiro, 2016).

A) Competitive Inhibition B) Non-competitive Inhibition

>

Inhibitor

/

Inhibitor

J

Figura 1. (A) Los inhibidores competitivos interfieren directamente con el sitio de
union de una enzima para garantizar que el sustrato no se ajuste. (B) Los inhibidores
no competitivos se unen a un sitio alostérico de una enzima, cambiando su forma.

Fuente: Tomado de (“File:Competitive&amp;NonCompetitive Enzyme Inhibition.jpg -
Wikimedia Commons,” 2016)
Elaboracion: Wikimedia Commons, 2016.

1.4.1.2. Inhibicién no competitiva:

En la inhibicion no competitiva, el inhibidor generalmente no tiene algun parecido estructural
con el sustrato, y se une a la enzima en un sitio distinto del sitio de union del sustrato, como
se observa en la figura 1. B. No existe competencia entre el inhibidor y el sustrato, y la
inhibicion no se puede superar al aumentar la concentracion de sustrato (Bhagavan & Ha,
2011).

1.4.1.3. Inhibicién acompetitiva:
El inhibidor (1) se une al complejo enzima-sustrato (ES), es decir, primero se une el sustrato
al sitio activo de la enzima para que luego pueda unirse el inhibidor ya que solo el complejo

ES posee el sitio adecuado para la unién. Como resultado se obtiene un complejo ESI

inactivo (Capparelli & Lodeiro, 2016).
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1.4.1.4. Otros tipos de inhibicion

Algunas moléculas inhibidoras se unen a las enzimas en un lugar donde su uniéon induce
un cambio conformacional que reduce la afinidad de la enzima por su sustrato. Este tipo de
inhibicién se llama inhibicion alostérica (Figura 2). La mayoria de las enzimas reguladas
alostéricamente estan formadas por mas de un polipéptido, lo que significa que tienen mas
de una subunidad proteica. Cuando un inhibidor alostérico se une a una enzima, todos los
sitios activos en las subunidades de proteina se cambian ligeramente de manera que se
unen a sus sustratos con menos eficacia. Hay activadores alostéricos e inhibidores. Los
activadores alostéricos se unen a localizaciones en una enzima lejos del sitio activo,
induciendo un cambio conformacional que aumenta la afinidad del (de los) sitio (s) activo

(s) de la enzima por su (s) sustrato (s) (Rice University, 2013).

Allosteric Inhibition Allosteric Activation

Enzyme

: Allosteric
A-the / site Altered
site w

EJ active site ot [—J

Enzyme

Inhibitor

Substrate

7 [

Altered active site

Activator

Substrate

P )

Active site

Figura 2. Los inhibidores alostéricos modifican el sitio activo de la enzima de
modo que se reduce o previene la union del sustrato. Por el contrario, los activadores
alostéricos modifican el sitio activo de la enzima de modo que aumenta la afinidad

por el sustrato.

Fuente: Tomado de (Rice University, 2013)
Elaboracién: (Rice University, 2013)
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1.4.1. Inhibicidon enzimatica de alfa — amilasay alfa — glucosidasa

Los carbohidratos (CHO) representan alrededor del 50% de las calorias ingeridas en la
dieta de los adultos. Los diferentes tipos carbohidratos consumidos varian de acuerdo a la
edad, los mismos que incluyen: disacaridos (principalmente lactosa, sacarosa, maltosa),
almidén (forma dominante de almacenamiento de carbohidratos en vegetales) y glucégeno
(en animales). Las fibras de la alimentacion encontradas en los cereales, verduras y frutas,
y los fructooligosacaridos como la inulina, presentes en ciertas verduras y alimentos

procesados (por ejemplo, postres), no son digeribles (Wahbeh & Christie, 2011).

La descomposicién del almidén comienza en la cavidad oral por la saliva que contiene a-
amilasa, cuya actividad es limitada debido al breve tiempo de exposicion antes de tragar.
a-amilasa es inactivada por el acido gastrico, sin embargo, puede estar presente alguna
actividad dentro del bolo alimenticio. La a-amilasa salival aparece en el periodo neonatal y
juega un papel mas significativo en recién nacidos prematuros donde la produccién de

amilasa en el pancreas es baja (Wahbeh & Christie, 2011).

La mayoria de la digestion de almidén ocurre en el duodeno a través del efecto de la amilasa
pancredtica. La a-amilasa es una enzima hidrolasa que cataliza la hidrélisis de los enlaces
internos a-1, 4-glucosidicos en el almidon para producir productos como glucosa y
maltosa. Es una metaloenzima célcica, es decir, depende de la presencia de un co factor
de metal para su actividad (Sundarram & Murthy, 2014; Wahbeh & Christie, 2011).

Hay 2 tipos de hidrolasas: endo-hidrolasa y exo-hidrolasa. Las endohidrolasas actian en el
interior de la molécula del sustrato, mientras que las exohidrolasas actian en los extremos
terminales no reductores. Por lo tanto, los residuos de glucosa terminales y los enlaces a-
1, 6 no pueden escindirse por a-amilasa. El sustrato sobre el que actua la a-amilasa es el
almidon. El almidén es un polisacarido compuesto por dos tipos de polimeros: amilosa y
amilopectina. La amilosa constituye el 20-25% de la molécula de almidén. Es una cadena
lineal que consiste en unidades repetitivas de glucosa unidas por enlaces a-1, 4-
glucosidicos. La amilopectina constituye 75-80% de almidon y se caracteriza por cadenas
ramificadas de unidades de glucosa. Las unidades de glucosa sucesivas lineales estan

unidas mediante un enlace a-1, 4-glucosidico, mientras que la ramificacion ocurre cada 15-
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45 unidades de glucosa en las que estan presentes enlaces glicosidicos a-1, 6. La
composicion de hidrolizado obtenida después de la hidrdlisis del almidon depende en gran
medida del efecto de la temperatura, las condiciones de hidrdlisis y el origen de la enzima
(Sundarram & Murthy, 2014).

La actividad de la amilasa produce una pequefia cantidad de moléculas de glucosa
(Wahbeh & Christie, 2011).

La a-amilasa cataliza la hidrolisis de los enlaces glicosidicos en el almidon vy libera los
productos hidrolizados que constituyen el primer paso en la degradacion enzimética de este
polimero. Los inhibidores de la amilasa se pueden unir con los sitios reactivos de la enzima
a-amilasay alterar su actividad catalitica reduciendo el nivel de azlcar en la sangre (Vadivel
et al., 2012).

Continuando con la sintesis de carbohidratos, las células que recubren el intestino delgado,
liberan la a-glucosidasa que actla catalizando la escisién de di y oligosacaridos de glucosa
y su absorcioén en el intestino. El retraso de la absorcion de glucosa podria tener un efecto
beneficioso en el control de la glucemia postprandial. Por lo tanto, los inhibidores de alfa-
glucosidasa pueden usarse para retardar la velocidad de absorcion de glucosa en el

intestino a través de la inhibicion de la enzima (Vadivel et al., 2012).

Su mecanismo de accion se centra en impedir, mediante inhibicion competitiva de la a-
glucosidasa y a-glucosidasa-hidrolasas (glucoamilasas) -en los vellos intestinales de los
enterocitos del borde dentado- la hidrdlisis de disacaridos y oligosacaridos a monosacaridos
antes de su absorcién, retrasando la absorcién de glucosa; es decir, se provoca una
reduccion en la produccién de insulina postprandial mediante la atenuacion del incremento
de glucosa postprandial. Ademas, los inhibidores de a-glucosidasa disminuyen la secrecion
de polipéptidos inhibitorios gastricos y, aumentan la secrecion del péptido parecido a
glucagoén 1 (GLP-1), (Samara Rodriguez-Rivera, Cuautle-Rodriguez, & Molina-Guarneros,
2017).

Acarbosa, miglitol y metformina son inhibidores de enzimas disponibles comercialmente
para el tratamiento clinico de la diabetes tipo Il. Sin embargo, se informa que estos farmacos
causan diversos efectos secundarios como distension abdominal, flatulencia y
posiblemente diarrea, producto de una fermentacién bacteriana anormal de carbohidratos

no digeridos en el colon (debido a la inhibicion excesiva de alfa-amilasa pancreética).
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1.4.2. Inhibicién enzimatica de Acetilcolinesterasa

El cuerpo humano tiene dos distintas actividades de enzimas colinesterasa:
acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa (BuChE) (Patocka, 2012).

El papel primordial de la acetilcolinesterasa (AchE) es la hidrdlisis rapida del
neurotransmisor acetilcolina (Ach) en las sinapsis colinérgicas. La reaccion de hidrdlisis
procede por ataque nucledfilo al grupo carbonilo, acilaciéon de la enzima y liberacién de Ch.
Posteriormente, se hidroliza la enzima acilada dando acido acético, regenerandose la

enzima (Carretero, 2003).

AChE es una de las enzimas cruciales en el sistema nervioso central y periférico, por lo que
la inhibiciébn de colinesterasas, principalmente AChE, impide la degradacion de la
acetilcolina en las sinapsis del sistema colinérgico, siendo el principal mecanismo aceptado
para la terapia de la Enfermedad de Alzheimer (EA) (Patocka, 2012).

Varios inhibidores de AChE como agentes antidemencia han sido extraidos y
caracterizados de varias plantas o microorganismos incluyendo Umbilicaria esculenta, té
verde, Securinega suffruticosa, Onosma hispida, Juglans regia, la hierba china Huperzia
serrada, etc. Sin embargo, los inhibidores de AChE como Galantamine, Rivastigmine,
Donepezil, Tacrina y Memantina han sido Unicamente aprobados por la FDA como

medicamento para el tratamiento de las etapas iniciales de la EA (Kim et al., 2014).

Un inhibidor de la acetilcolinesterasa (AChE), es un compuesto quimico que impide la

hidrélisis de acetilcolina, lo que aumenta su accion fisiolégica (Im et al., 2016).

Los inhibidores de la acetilcolinesterasa se clasifican en cuatro categorias:
¢ Inhibidores pseudoirreversibles (fisostigmina).
¢ Inhibidores irreversibles (metrifonato).
¢ Inhibidores tipo-analogos de estados de transicion (yoduro de trifluoroacetofenona).

¢ Inhibidores reversibles (donepezilo y galantamina) (Carretero, 2003)

Actualmente, se investigan interesantes inhibidores naturales de la colinesterasa
encontrados en algunos hongos. Se han aislado cuatro alcaloides beta-carbonilos:
brunneinas A-C (VI-VIII) y 3- (7-hidroxi-9H-beta-carbonilo-1-yl) &cido propanoico (I1X), que

se encontraron en cuerpos fructiferos del hongo Cortinarius brunneus (Patocka, 2012).
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De la familia Cortinaraceae, el hongo Cortinarius infractus Berk., posee dos alcaloides:

infractopicrina (X) y 10-hidroxi-infractopicrina (XI), que fueron aislados por Norbert Arnold y
compaferos de trabajo del Instituto de Bioquimica de Plantas de Leibniz. Ambos
compuestos muestran una inhibicion de la actividad de acetilcolinesterasa y poseen una

mayor selectividad que la galantamina (Patoc¢ka, 2012).

Otra anti-colinesterasa natural de estructura quimica desconocida, se han observado en
setas de la familia Agaricus. El extracto de acetato de etilo y el extracto de hexano de
Agaricus bitorquis, asi como el extracto de hexano de Agaricus essettei mostraron una

actividad significativa anti-BuChE cercana a la del inhibidor galantamina (Patocka, 2012).
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DISENO METODOLOGICO
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2. Metodologia

El presente trabajo se llevé a cabo en el Departamento de Quimica, Secciéon de Quimica
Basica y Aplicada de la Universidad Técnica Particular de Loja, empleando la siguiente

metodologia.

2.1. Recoleccioén de la materia fungica.

El area de recoleccion de las diferentes especies de hongos se encuentra en el sur del
Ecuador en la provincia de Loja, en el bosque humedo montano de los cantones Loja y
Saraguro. Se realiz6 tres salidas de campo de las cuales las dos primeras fueron en el cerro
Acacana, en la parroquia "San Lucas" del canton Loja, con coordenadas 03° 41’35.580”S,
079° 14’ 32.695"W y 03°41’36.014”S,079°14°16.818”W respectivamente.

La ultima recoleccion fue en un sitio conocido como Loma de Torre ubicado en el sector
Inkapirca en el Cantén Saraguro con coordenadas 03°41'03.296"S, 079°13'46.600"W. Las
tres recolecciones se llevaron a cabo desde el mes de abril hasta junio del afio 2017 en los
lugares especificados. En la Figura 3 se observa la ubicacion geografica de los lugares de

recoleccion, estos datos se obtuvieron con los programas Arcgis, y Adobe ilustrador.
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Figura 3. Ubicacion de los lugares de recoleccién.
Fuente: Departamento de Biologia.
Elaboracion: La Autora.
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Los hongos fueron recolectados en su habitat natural (ver Figura 4) y se fotografiaron y
empacaron para ser transportados a los laboratorios de la UTPL para su identificacion
taxon6mica, la misma que fue realizada por el Ph.D. Dario Cruz, docente investigador del
Departamento de Biologia Basica y Aplicada de la UTPL. Posteriormente se dejo una
muestra de cada ejemplar encontrado y se organizaron con codigos de recoleccion y se les
asignd un voucher de depdsito en el fungario, todos estos datos se detallan mas adelante
enlaTabla l, Tabla 2, y Tabla 3.

Figura 4. Espécimen basidiomiceto en su ambiente natural
perteneciente al género Pholiota.

Fuente: Departamento de Biologia.
Elaboracion: La Autora.

2.2. Obtencion de extractos

Una vez recolectados e identificados los hongos, se procedio6 a eliminar el exceso de agua
secandolos a una temperatura de 40°C durante 48 horas en un desecador térmico marca
Stockli. Se limpiaron y eliminaron las impurezas restantes (hojas, tierra y musgo) vy

finalmente, las muestras se trituraron y pesaron.

Se coloco las muestras trituradas en frascos Boeco, considerando que por cada 10 gramos
de muestra, se adicionaron 200 mL de una mezcla de MeOH:H>O en una proporcién 8:2;
luego se sometieron a maceracion dinamica durante una hora, a 40°C y 100 r.p.m. Se
siguio el mismo procedimiento por triplicado. Se filtr6 para separar los restos de la materia

organica del extracto.
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El extracto resultante se concentrd a presion reducida en un rotavapor a una temperatura
de 35 °C. Una vez seco el extracto se resuspendié en metanol, obteniéndose un residuo
insoluble, con lo que se generaron dos fracciones. La fraccion soluble en metanol y una
fraccion mas polar soluble en agua. La fraccion soluble en agua se liofilizd, y se almacend

al igual que la fraccién metandlica en un congelador a una temperatura de — 70 °C.

2.3. Ensayos de Actividad Enzimatica

2.3.1. Preparacion de las muestras

Se pesaron 10 mg de cada uno de los extractos y se disolvieron en metanol o agua, de
acuerdo a la solubilidad de la muestra. En caso de obtener un precipitado al momento de
disolver, las muestras fueron centrifugadas durante 5 minutos a 5 000 r.p.m. Las muestras
resultantes se emplearon en los sistemas enzimaticos de alfa —glucosidasa, alfa —amilasa
y acetilcolinesterasa. En caso de obtener inhibicidon enzimatica completa con este sistema
de dosifiacion, se emplearon varias diluciones de acuerdo a las curvas de inhibicién

obtenidas.
2.3.2. Ensayo de inhibicion frente al sistema alfa - Glucosidasa

Para medir la capacidad inhibitoria de los extractos frente a la enzima a—glucosidasa se
utilizé placas de cultivo celular de 96 pocillos marca Trueline, en donde como control
positivo (inhibidor) de la prueba se utiliz6 acarbosa (Acarbose, SIGMA A8980, St Louis
Mo.) a una concentracion de 5mg por mililitro de agua. Se colocé en cada pocillo 75 uL de
Buffer Salino Fosfato (Phosphate Buffered Saline, SIGMA P4417) con pH de 7.4 y se
mezclé con 20 pyL de una solucién de enzima (a-Glucosidase from Saccharomyces
cerevisiae, SIGMA G5003) que contiene 0.15 U/mL en PBS pH 7.4 y seguidamente se
agrego 5 pL de la solucion del extracto a analizar. La placa se incub6 a 37 °C y en agitacion
durante 1 min. Para medir la actividad se utiliz6 4-nitrofenil-a-D-Glucopiranésido (4-
Nitrophenyl a-D-glucopyranoside, SIGMA N1377) como sustrato (5mM disuelto en PBS pH
7.4) y se registro la cantidad de p- Nitrofenol liberado, que es directamente proporcional a
la absorbancia, la cual se midié en un espectrofotdmetro lector de microplacas EPOCH 2
(BIO TEK®) a una longitud de onda de 405 nm durante 60 minutos y realizando controles

de la absorbancia cada 5 minutos. La prueba se realiz6 por triplicado.

El porcentaje de inhibicion de las muestras se obtuvo mediante la formula descrita por Choi,
Lee, & Kim, (2015):
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. Ag — Ag
% de Inhibicion = [A—] x 100
0

Donde, Ao (control), es la absorbancia registrada por la actividad enzimética, As es la es la
absorbancia registrada de la actividad enzimética con la muestra. Se utiliz6 Acarbosa
(inhibidor) como control positivo. El valor de concentracion inhibitoria 50 (Clso) se calcul6
mediante el modelo de ajuste de curva en el programa estadistico IBM-SPSS (Estadistica

20). El protocolo para el desarrollo del método se encuentra en el Anexo 1.
2.3.3. Ensayo de inhibicion frente al sistema alfa — Amilasa

Se utilizé el mismo inhibidor del ensayo anterior, la Acarbosa. Se preparé almidéon como
sustrato disolviendo 1 gramo en una solucion de 50 mL de NaOH 0.4 M y se calent6é a 100
°C durante 5 minutos. Se dejo enfriar y se ajusto el pH a 7 con HCI 2M, luego se aforé con
agua destilada a 100 mL. En los pocillos de la placa se colocé 35 pL de PBS, 20 uL de
sustrato, 5 pL de la solucion del extracto y 20 yL de la solucidn de la enzima (a -Amylase,
Type VI-B: from Porcine Pancreas. SIGMA A3176) con una concentracion de 50 pg/mL,
esto se preincub6 durante 1 minuto a 37 °C. Finalmente se detuvo la reaccion agregando
50 uL de HCL 0.1 M, seguidamente se afiadio 150 uL de solucion de yodo 1mM (0.5 mM
de 12 y 0.5mM de KI) preparado en proporcion 1:1. La absorbancia se midié
espectrofotométricamente en un lector de microplacas EPOCH 2 (BIO TEK®) a 580 nm. Se

calculé el porcentaje de inhibicion mediante la férmula descrita por Kusano et al.,(2011):

(Abs2 — Abs 1)
(Abs 4 — Abs 3)

% de Inhibicion = [1 x 100]

Donde, Abs 1 es la absorbancia de la muestra mas la solucién de PBS, enzima y sustrato,
la Abs 2 es la absorbancia control de la muestra mas el almidén, Abs 3 es la absorbancia
de la solucion incubada de la enzima amilasa con el almidon y la Abs 4 es el control de la

solucién incubada que contiene solo almidon.

El célculo de la Clso se realiz6 con el programa estadistico IBM —SPSS (Estadistica 20)

mediante el modelo de ajuste de datos.
El protocolo para el desarrollo de este método se encuentra en el Anexo 2.
2.3.4. Ensayo de inhibicion frente al sistema Acetilcolinesterasa

Para la deteccibn de la inhibicion de AchE se utilizé DTNB 3 mM (2-Nitro-5-

thiocyanatobenzoic acid, SIGMA D218200) como indicador de la reaccién de hidrdlisis. En
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la placa de 96 pocillos se agreg6 40 uL de Buffer C Tris pH 8 (suplementado por MgCl,.6H20
0,08M, NaCl 0.4 My Tris 200 mM, en proporcion 1:1:1, ajuste de pH con HCI 2M), 20 uL
del sustrato Acetiltiocolina 15 mM (Acetylthiocholine iodide, SIGMA -01480), 20 pL de la
solucion del extracto y 100 uL de DTNB (1.19 mg/ mL Buffer C). La placa se preincub6
durante 3 minutos a 25 °C y se agreg6 20 pL de la enzima (0.25 U/ mL en Buffer C,
Acetylcholinesterase from Electrophorus electricus, SIGMA C3389-10KU).

La reaccién se monitored en un espectrofotémetro EPOCH 2 (BIO TEK®) a una longitud de
onda de 412 nm; a 25 °C durante 15 minutos, realizando controles de absorbancia cada
minuto.

Se calcul6 en porcentaje de inhibicion mediante la formula:

e s Ay
% Inhibicion =1 — 1 x 100

[

Donde, As es la absorbancia registrada por la actividad enzimatica con la muestra
analizada, mientras Ao es el control de la actividad enzimatica. Este método se puede

visualizar en el anexo 3.

26



CAPITULO Il1.

ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION

27



3. Hongos encontrados

De la materia fungica recolectada, se identificaron los siguientes 20 géneros y especies de
hongos, los mismos que se etiquetaron con el cédigo de recoleccion y el voucher para su
almacenamiento en el fungario HUTPL. Todos estos datos se detallan a continuacion de

acuerdo al lugar de recoleccion en las tablas 1, 2 y 3.

Tabla 1. Especimenes recolectados en el cerro Acacana, parroquia San Lucas del canton

Loja.
N°
1.
2.
3.
4.

5.
Fuente:

Elaboracién: La autora.

Tabla 2. Especimenes recolectados en Mollén, parroquia San Lucas en el cantdn Loja.

NO

10.

11.

12.

13.

*La especie Laetiporus cf. sulfureus Cadigo EM -562, se recolecté en Zamora Huayco, provincia de
Loja el 25 de junio del afio 2015, y **Laetiporus sp. Cadigo EM -785 en Inkapirca el 11 de Mayo del

Orden

Agaricales

Polyporales = Ganoderma cf. amazonense

Russulales
Agaricales

Polyporales
La Autora.

Orden

Polyporales Laetiporus cf. sulphureus.*

Agaricales
Agaricales
Agaricales
Agaricales
Agaricales
Polyporales

Polyporales

afio 2017.
Fuente: Departamento de Biologia.

Elaboracion: La Autora

Género/ especie

Pholiota sp.

Stereum sp.

Oudemansiella platensis

Laetiporus sp.

Género/ especie

Omphalina sp.

Pleurotus ostreatus

Macrolepiota procera

Galerina sp.

Gerronema sp.

Laetiporus sp.**

Trametes sp.
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Cddigo
EM-773
EM-774
EM-775
EM-777

EM-778

Cédigo
EM-562
EM-779
EM-780
EM-781
EM-782
EM-783
EM-785

EM-787

Voucher

HUTPL-1781

HUTPL-1782

HUTPL-1783

HUTPL-1785

HUTPL-1786

Voucher

HUTPL-1787

HUTPL-1788

HUTPL-1789

HUTPL-1790

HUTPL-1791

HUTPL-1793



Tabla 3. Especimenes recolectados en Loma de Torre, sector Inkapirca del canton Saraguro.

N° Orden Género/ especie Cdédigo Voucher

14. Polyporales Trametes versicolor EM -792 HUTPL- 1800
15. Hymenochaetales Trichaptum sp. EM-794 HUTPL-1802
16. Agaricales Trogia cf. brevipes EM -797 HUTPL-1805
17. Polyporales Lentinus crinitus EM -800 HUTPL-1808
18. Agaricales Schizophyllum commune EM-801 HUTPL-1809
19. Russulales Stereum cf. hirsutum EM-802 HUTPL-1810
20. Agaricales Cf. Entoloma sp. EM -803 HUTPL-1811

Fuente: La Autora
Elaboracién: La Autora

Ecuador por su alta biodiversidad por unidad de superficie es considerado un pais
megadiverso, pero el conocimiento acerca de la diversidad fangica y sus aplicaciones en el
ambito medicinal aln es muy escaso. Se estima que en el pais existen alrededor de 96000
especies de hongos, pero segun reportes analizados hay algo menos de 4000. Si bien ha
habido algunos estudios en las zonas de Pichincha, Quito, Yasuni o Cuyabeno, poco o nada
se sabe de lo que hay al sur del pais; sin embargo, la diversidad de ecosistemas en esta
area es grande. Ademas de bosque amazédnico en la region oriental, hay bosque seco
tropical relativamente conservado en el suroeste en los limites con Pera. Otras formaciones
de interés son el bosque montano tropical y de niebla, asi como ecosistemas de paramoy

subparamo en la zona andina (Pérez Daniels, 2015).

El cantén Saraguro conocido como la “tierra del maiz”, se encuentra a 64 Km al norte del
cantén Loja, siendo ambos cantones pertenecientes a la provincia de Loja. Destacan por
poseer areas de importancia para la conservacion de la biodiversidad debido a la formacién
de bosques de niebla montano y el conocido paramo andino que constituyen las parroquias
San Lucas y el Tablén; esta Ultima, perteneciente al canton Saraguro. En San Lucas, se
ubican Inkapirca y cerro Acacana que constituyen los lugares de recoleccién debido al poco

impacto que genera la intervencién antrépica (Quizhpe et al., 2017).
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Por los diferentes ecosistemas que conforman el cantdn Saraguro, existe un sin nimero de
flora y fauna silvestres en sus bosques y paramos, siendo la flora un determinante principal

de la medicina tradicional (Gualan & Vallejo, 2015).

Segun la (OMS 2010), la medicina tradicional es todo el conjunto de conocimientos,
aptitudes y practicas basados en teorias, creencias y experiencias indigenas de las
diferentes culturas, sean o no explicables, usados para el mantenimiento de la salud, asi
como para la prevencion, el diagnostico, la mejora o el tratamiento de enfermedades fisicas

0 mentales.

Es decir, que la medicina tradicional, se basa en la aplicacion de conocimientos y técnicas
obtenidas de generaciones ancestrales para mantener el equilibrio corporal; estas practicas
utilizan animales y productos herbarios que contienen como principios activos partes de
plantas u otros materiales vegetales, incluyendo la combinacién de todos estos elementos
(Gualan & Vallejo, 2015; OMS, 2010)

Las preparaciones con materiales vegetales no solo se utilizan con fines medicinales y se
incluyen dentro de la dieta, como es el caso de la chicha hueso de 0so, que se la prepara
con un hongo que se desarrolla en el bagazo de la cafia de azucar (Castillo & Noriega,
2012).

Varias especies encontradas en Ecuador pertenecen al filo de los basidiomicetos,
destacandose por su singularidad, belleza o rareza, las especies que pertenecen al orden
Agaricales (Anthracophyllum lateritium, Campanophyllum proboscideum, Favolaschia
aurantiaca, Hydropus nigrita, Hygrocybe aphylla, Hymenogloea papyracea, Leucopaxillus
brasiliensis). Otras especies del orden Phallales como Lysurus periphragmoides y Phallus
indusiatus, se destacan por poseer formas y colores llamativos, mientras que los hongos
menos comunes son los que pertenecen a los 6rdenes Telephorales (Sarcodon thwaitesii),
Boletales (Neopaxillus echinospermus), Trechisporales (Hydnodon thelephorus) vy

Pezizales (Cookeina tricoloma) (Pérez Daniels, 2015).

Estudios realizados por Andrade, et al., (2012) en el cantén Saraguro, revelaron que existen
especies con cuerpos fructiferos comestibles que son utilizados por los indigenas
saraguros; estas especies comprenden: Lentinula cf. aciculospora, Pleurotus ostreatus,
Polyporus cf. tricholoma y Suillus luteus, mientras que Bovista plumbea, Ganoderma

applanatum y Stereum ostrea son hongos medicinales.
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Existen también hongos saprobios asociados a especies arbéreas como el Aliso (Alnus
acuminata) de las que comunmente se encuentran: Cyclocybe aegerita, Laccarialaccata,

Suillus luteus, Tapinella panuoides o Schizophyllum commune (Pérez Daniels, 2015).

Todos los hongos encontrados en este estudio, pertenecen a la divisibn Basidiomycota,
siendo predominantes los que corresponden al orden Agaricales (10 hongos), seguido de

los 6rdenes Polyporales (7 hongos), Russulales (2) e Hymenochaetales (1).

3.1. Extractos obtenidos de la materia fungica

A continuacion en la Tabla 4 se detalla los rendimientos de los extractos obtenidos a partir
de las muestras de hongos basidiomicetos que fueron sometidos al disolvente MeOH —
H>O en una proporcion 8:2.

Se observa que los mayores rendimientos se obtuvieron a partir de los géneros Galerina
sp. 46,68 %, Cf. Entoloma 40,35%, Gerronema 33,67%, y Omphalina sp. 32,48%, con
valores que fluctian desde 30% hasta 46%. Figura 5.

Rendimiento

0% OExtracto ()

Figura 5. Porcentaje de rendimientos de los extractos.
Fuente: La Autora.
Elaboracion: La Autora.
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Segun Wasser S.p.,2002, se pueden obtener procedimientos extractivos exitosos aplicando
una metodologia que elimine sustancias de bajo peso molecular con la utilizacion de etanol
al 80%, seguido de tres procesos extractivos en agua a 100°C, aplicando oxalato de amonio
(5%) e hidroxido de sodio (20%). La extraccidon con agua a 100°C garantiza la obtencion
de polisacaridos altamente solubles en agua. En el presente estudio, las condiciones
extractivas en metanol al 80% y 45°C arrojaron extractos que podrian contener sustancias
de bajo peso molecular (debido a la polaridad similar con etanol al 80%); asi como, algunos
polisacéridos solubles en agua, ya que la disolucién en metanol, para algunos de los hongos

empleados no fue completa, debiéndose realizar la disolucién de los mismos en agua.

Los hongos Basidiomycetos contienen polisacaridos biolégicamente activos que se pueden
obtener de sus cuerpos fructiferos, micelio cultivado y caldo de cultivo. Estos polisacaridos
son de diferente composicién quimica, y la mayoria pertenece al grupo de los B-glucanos,
gue se caracterizan por tener enlaces B - (1 — 3) en la cadena principal y, puntos de
ramificacién con enlaces B - (1 — 6) adicionales que son necesarios para su actividad
antitumoral. La mayoria de la evidencia clinica de actividad antitumoral proviene de los
polisacaridos comerciales lentinano, PSK (krestin) y esquizofilano. Los glucanos de alto
peso molecular parecen ser mas efectivos que los de bajo peso molecular siendo

principalmente solubles en agua (S., 2002).

El mayor componente de los hongos es el agua, por lo que luego de un proceso de secado
resulta en una baja proporcion de materia organica seca (MOS), entre 80-140 g/kg, (Diaz
Cruz, 2015) lo que dificulta la obtencion de una cantidad representativa de extracto (Tabla
4), para posteriores estudios cromatograficos. Ademas, poseen bajos niveles de azucares
que varian entre especies, siendo los mas encontrados los monosacaridos y sus derivados,
oligosacaridos y polisacéaridos (glucanos) asi como azucares alcohol que son digestibles
parcialmente o indigeribles, como el manitol y la quitina. En conjunto, todos estos

carbohidratos constituyen la mitad del peso seco de los hongos.

Segun Cruz, 2015, la exposicién al calor (coccién) del material fingico, favorece la hidrélisis
de polisacaridos y la liberacion de azlcares, por lo que en este estudio al haber sometido
las muestras a un proceso térmico, es posible que los extractos presenten una mayor

cantidad de azUcares.

De los carbohidratos mas importantes en las setas, la quitina es un polisacarido con funcion

estructural que contiene nitrégeno y es insoluble en agua. Se caracteriza por tener enlaces
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B -1,4 con unidades de N-acetilglucosamina. Se encuentra en un 80-90% en las paredes
celulares de los hongos, con un contenido de 7.6-98.6 g/kg MOS. La quitina es indigerible,
y aparentemente disminuye la digestibilidad de otros componentes (Diaz Cruz, 2015).

El calor produce pérdida de humedad y por ende la concentracion de nutrientes, pero los
mismos se pueden perder debido a degradacién térmica y reacciones quimicas entre los
constituyentes (Diaz Cruz, 2015).

Dentro de los carbohidratos tenemos también la fibra y otros polisacéridos estructurales,
tales como a y B-glucanos, quitina, hemicelulosas, mananos y sustancias pécticas. Estos
polisacéridos tienen potencial antioxidante, antitumoral, antiviral, y propiedades
inmunomoduladoras. Los datos sobre la fibra dietética son limitados, pero se han observado
contenidos entre 40-90 y 220-300 g/kg MS de fibra soluble e insoluble, respectivamente
(Diaz Cruz, 2015)

Tabla 4. Porcentaje de rendimiento obtenido de los extractos en relacién al peso seco de cada

muestra y el extracto obtenido.

Cédigo Nombre Peso Peso Rendimiento
muestra (g) extracto (g) (%)
EM-562  Laetiporus cf. sulphureus 20,1689 1,6472 8,17
EM-773 Pholiota sp. 2,0071 0,5506 27,43
EM-774 Ganoderma cf. 5 0,1037 2,06
EM-775 Stereum sp. 10,1264 0,5976 5,90
EM-777  Oudemansiella platensis 5,1347 1,4562 28,36
EM-778 Laetiporus sp. 10,0308 2,3569 23,50
EM-779 Omphalina sp. 3,0129 0,9785 32,48
EM-780 Pleurotus ostreatus 20,16 3,9022 19,36
EM-781 Macrolepiota procera 4,4994 1,322 29,38
EM-782 Galerina sp. 0,6797 0,3173 46,68
EM-783 Gerronema sp. 10,0484 3,3832 33,67
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EM-785 Laetiporus sp. 20,1045 1,2065 6,00

EM-787 Trametes sp. 20,1618 1,0243 5,08
EM-792 Trametes versicolor 10,2405 0,4084 3,99
EM-794 Trichaptum sp. 20,1779 0,8666 4,29
EM-797 Trogia cf. Brevipes 1,6811 0,443 26,35
EM-800 Lentinus crinitus 2,789 0,1518 5,44
EM-801 Schizophyllum comune 1,4855 0,1525 10,27
EM-802 Stereum cf. Hirsutum 20,22 1,4631 7,24
EM-803 Cf. Entoloma sp. 1,0553 0,4258 40,35

Fuente: La Autora
Elaboracién: La Autora

Estudios de algunos géneros de hongos, informaron resultados diferentes debido al
contenido de compuestos bioactivos (que son responsables de las actividades
antioxidantes, inmunomoduladoras, anticancerigenas, etc), ya que las concentraciones de
estas sustancias se ven afectadas por las diferencias en cepa, nutrientes, cultivo, etapa de
desarrollo, edad de los hongos (frescos o viejos), condiciones de almacenamiento y el
método de extraccion, especialmente, el tipo de solvente usado en la extraccién (Boonsong,
Klaypradit, & Wilaipun, 2016). En conjunto, todos estos factores determinan el valor
funcional que se les atribuye a los hongos, de acuerdo a los requerimientos que se desee

obtener.
3.2. Actividad enziméatica de los extractos
3.2.1. Actividad inhibitoria frente a a- Glucosidasa

La actividad inhibitoria de los extractos evaluados se presenta en la tabla 5, todos los
extractos probados con la fraccién acuosa no presentaron un porcentaje de inhibicién mayor

al 50 % por lo que no se presenta la Clso de los mismos.

En el presente estudio se utilizd el inhibidor acarbosa, que exhibe un porcentaje de
inhibicion del 80 % a una concentracion de 1290 uM, mientras que la Clsp Se encuentra a

377 uM, estos datos son similares a los reportados por Torres-Naranjo et al., (2016).
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Los hongos que presentaron una fuerte actividad inhibitoria (Clso) frente al sistema de alfa-
glucosidasa fueron, Laetiporus sp. (EM-562) y Gerronema sp. (EM-783), mientras que
aguellos que presentaron una actividad moderada y comparable al inhibidor Acarbosa
fueron Stereum cf. Hirsutum, (EM — 802), Pholiota sp. (EM-773) y Laetiporus sp. (EM-785)
con valores de Clso entre 346 pug/mL y 1944 ug/mL (Tabla 5).

Los demas extractos probados presentaron porcentajes de inhibicién inferiores al 50% a la

dosis més alta probada en el ensayo que fue de 2mg/mL.

Tabla 5. Porcentaje de Inhibicién y Cl 50 de los extractos probados frente al sistema a-glucosidasa

Fraccion Metandlica Fraccion
Acuosa
[0)
Codigo Género/Especie % Inh + eem?  C1%0 (“g/TL) * 5 Ll &
eem eem
EM -562  Laetiporus cf. sulphureus - 4755 + 3,49 24.41 + 0.45
. 1944,37 +
EM-773 Pholiota sp. - 242.67 16.88 + 0.23
EM-774 Ganoderma cf. 22,93+ 0,51 . 47.47 + 0.54
Amazonense

EM-775 Stereum sp. 21,84 + 0,98 - 19.82 £ 0.06
EM-777 Oudemansiella platensis =~ 21,26 + 1,76 - 22.89 + 0.06
EM-778 Laetiporus sp. 10,88 + 0,2 - 11.70 £ 0.27
EM-779 Omphalina sp. - - 11.89+0.14
EM-780 Pleurotus ostreatus - - 4,61 +0.13
EM-781 Macrolepiota procera - - 26.77 £0.10
EM-782 Galerina sp. 14,69 + 1,87 - 36.16 £ 0.52
EM-783 Gerronema sp. - 56,42 + 5,99 14.12 + 0.74
EM-785 Laetiporus sp. - 538,84 £ 89,05 32.36 +0.72
EM-787 Trametes sp. 9,43+ 1,15 - 26.67 £ 0.21
EM-792 Trametes versicolor 25,87 £ 0,84 - 22.89 + 0.50
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EM-794 Trichaptum sp. 34,28 £ 0,48 - 25.25+0.79

EM-797 Trogia cf. Brevipes 5,48 + 0,49 - 43.57 +0.24
EM-800 Lentinus crinitus 10,1+ 0,77 - 41.14+0.44
EM-801 Schizophyllum comune 7,15+ 0,76 - 35.50 £ 0.69
EM-802 Stereum cf. Hirsutum - 346,09 £ 29,49 19.21+0.74
EM-803 Cf. Entoloma sp. i 1306,7 + 147,44 100

377 uM (243,39
Hg/mL)
T9% Inh. Porcentaje de inhibicidn. Los datos representan el promedio de tres determinaciones y tres
réplicas, y su error estdndar de la media (eem), n=9.
* Clso. Concentracion inhibitoria media.
Fuente: La Autora.
Elaboracion: La Autora.

Acarbosa

En el ensayo realizado por Im, Nguyen, Choi, & Lee, (2016), se demostré que la actividad
inhibitoria de los extractos acusosos y metandlicos de Trametes pubescens variaron entre
los rangos de 36.64% a 51.24%, y de 36.88% a 53.05% a una dosis entre 0,125 a 2,0 mg/
mL, respectivamente. Mientras que el inhibidor, Acarbosa, el farmaco de referencia, exhibio
la mayor actividad inhibitoria a una dosis entre 0,125 a 2,0 mg/mL, que oscila entre 37,27%
y 81,81% de inhibicion. En nuestro ensayo las especies pertenecientes al género Trametes,
no presentaron porcentajes de inhibicidn significativos con una dosis de 2 mg/mL (Tabla 5),
sin embargo la Clso reportada de la Acarbosa alcanz6 un 80% de inhibicion a una dosis de

5 mg/mL.

3.2.2. Actividad inhibitoria frente a Alfa — Amilasa

Para nuestro ensayo se empleé el mismo inhibidor que se empleé en la prueba glucosidasa,
la acarbosa, que alcanz6 una inhibicion completa del 100% con una dosis de 312,5 pug/ mL
mientras que la Clso estd en 10 uM, estos datos se comparan con un ensayo realizado por

Torres-Naranjo et al., (2016).

Los extractos de los hongos que presentaron una buena actividad inhibitoria con valores de
Clso entre 0,042 y 0,73 pg/mL son: Laetiporus cf sulphureus (EM -562), Ganoderma cf
amazonense (EM-774), Stereum sp. (EM-775), Oudemansiella platensis (EM-777),
Macrolepiota procera (EM-781), Gerronema sp (EM-783), Laetiporus sp. (EM-785),
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Trametes versicolor (EM -792), Schizophyllum comune (EM- 801), Stereum cf. Hirsutum
(EM -802) y Cf. Entoloma sp. (EM -803). (Ver Tabla 6), siendo su actividad mucho mas

elevada que el inhibidor comercial Acarbosa, que presenta una Clsode 6,45 pug/mL (10 uM).

El resto de extractos analizados, demostraron una actividad inhibitoria moderada con
valores que varian entre 22, 08% y 49,09%, a la dosis mas alta probada (2 mg/mL) (Tabla
6).

Tabla 6. Porcentaje de inhibicidn e Clso de los extractos frente al sistema de Alfa — amilasa.

Clso (ug/

Codigo Nombre % Inh mL) eem?
EM -562 Laetiporus cf. sulphureus - 0,042 0,053
EM-773 Pholiota sp. 45,61 - 0,009
EM-774 Ganoderma cf amazonense - 0,68 0,018
EM-775 Stereum sp. - 0,66 0,054
EM-777 Oudemansiella platensis - 0,17 0,044
EM-778 Laetiporus sp. 48,48 - 0,046
EM-779 Omphalina sp. 42,861 - 0,014
EM-780 Pleurotus ostreatus 30,38 - 0,012
EM-781 Macrolepiota procera - 0,72 0,035
EM-782 Galerina sp. 40,66 - 0,013
EM-783 Gerronema sp. - 0,23 0,050
EM-785 Laetiporus sp. - 0,60 0,033
EM-787 Trametes sp. 49,59 - 0,004
EM -792 Trametes versicolor - 0,70 0,039
EM -794 Trichaptum sp. 43,05 - 0,023
EM -797 Trogia cf. Brevipes 22,08 - 0,020

37



EM -800 Lentinus crinitus 31,18 - 0,021

EM- 801 Schizophyllum comune - 0,73 0,043
EM -802 Stereum cf. Hirsutum - 0,51 0,031
EM -803 Cf. Entoloma - 0,37 0,059

T Los datos representan el promedio de tres determinaciones y tres réplicas, y su error estandar de
la media n=9.

Fuente: La Autora.

Elaboracion: La Autora

En un ensayo realizado por Im, Nguyen, Choi, & Lee, (2016) con la especie Trametes
pubescens, se obtuvieron extractos acuosos y metandlicos que demostraron efectos
inhibidores con una variacién de 27.75% a 69.46%, y de 10.05% a 53.82% a 0.125-2.0
mg/mL, respectivamente. En nuestro ensayo se analizd el extracto metandlico, con una
dosis de 2mg/mL, en donde la especie Trametes sp. (EM -787) presentd una actividad
comparable con el del estudio realizado, mientras que T. versicolor exhibi6é una ICso de 0,70
(Tabla 6).

Sin embargo, la Acarbosa, mostré una excelente capacidad inhibidora de la a-amilasa, que
varia desde 40.61% a 89.91% a 0.125-2.0 mg / mL. En nuestro ensayo obtuvimos una

inhibicion completa empleando el mismo inhibidor y a una concentracién de 0,3125 mg/mL

3.2.3. Actividad inhibitoria frente a Acetilcolinesterasa

La enzima acetilcolinesterasa (AChE), conocida como acetilhidrolasa, cataliza la hidrolisis
de la acetilcolina, uno de los neurotransmisores que se encuentran en las sinapsis
cerebrales colinérgicas, finalizando la transmisién de la sinapsis. Los niveles bajos de
acetilcolina pueden conducir a trastornos neurol6gicos como enfermedad de Alzheimer,

demencia senil y ataxia (Im et al., 2016).

En nuestro estudio, se probaron los efectos anticolinérgicos de los extractos metandlicos
de las 20 muestras de hongos a una concentracidon maxima de 2 mg/ mL, donde se obtuvo
que el mayor porcentaje de inhibicion fue para las especies Trametes sp. (EM -787),
Ganoderma cf amazonense (EM -774), Lentinus crinitus (EM -800) y Pholiota sp. (EM -773)
con una variacion del 40,55 % a 44,59%, (ver Tabla 7). Estos valores no son significativos
en comparacion con el inhibidor Donepezilo empleado como control en la prueba, ya que

presenté una inhibicion del 50% a una concentracién de 0.00315 pg/mL. (8,3 nM)
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Tabla 7. Porcentaje de inhibicién de los extractos frente al sistema acetilcolinesterasa.

Caddigo Género/Especie % Inh + eem?
EM -562 Laetiporus cf sulphureus 37,53+0,73
EM-773 Pholiota sp. 44 59 + 0,83
EM-774 Ganoderma cf amazonense 41,87 +1,15
EM-775 Stereum sp. 28,10 + 0,62
EM-777 Oudemansiella platensis 24,23 +£1,04
EM-778 Laetiporus sp. 29,99 £ 0,55
EM-779 Omphalina sp. 33,98 £0,76
EM-780 Pleurotus ostreatus 34,84+ 0,74
EM-781 Macrolepiota procera 30,62 + 1,07
EM-782 Galerina sp. 22,59+ 0,41
EM-783 Gerronema sp. 35,99+141
EM-785 Laetiporus sp. 34,06 + 0,89
EM-787 Trametes sp. 40,55 + 1,27
EM-792 Trametes versicolor 27,32+0,31
EM-794 Trichaptum sp. 43,53 £ 0,60
EM-797 Trogia cf. Brevipes 28,09 £ 0,69
EM-800 Lentinus crinitus 42,71 +1,21
EM-801 Schizophyllum comune 32,71 £1,40
EM-802 Stereum cf. Hirsutum 36,62 =+ 1,50
EM-803 Cf. Entoloma 33,84 £ 1,02
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T Los datos representan el promedio de tres determinaciones y tres réplicas, y su error estandar de
la media n=9.

Fuente: La Autora.

Elaboracion: La Autora.

De las setas, se han aislado componentes activos de los que destacan los terpenos, siendo
basicamente un grupo de hidrocarburos no saturados y saturados responsables de diversas
actividades farmacologicas como: antiparasitarios, anticolinesterasicos, antivirales,
antibacterianos y anti-inflamatorios. De este grupo, el compuesto mas estudiado es el
lanostano, un triterpenoide con actividad anti-acetilcolinesterasa encontrado en la especie
Ganoderma lucidum. Por lo tanto, el uso de triterpenoides en el desarrollo de
medicamentos, abri6 una forma mas de utilizarlos como un posible farmaco para el
tratamiento del Alzheimer y las enfermedades neurodegenerativas (Rathore, Prasad, &
Sharma, 2017).

Se han identificado al menos 140 triterpenos diferentes en Ganoderma lucidum de los que
incluyen: ganoderic, lucidenic, ganodermic, acidos ganoderénicos, ganollcidos y
applanoxidicos, lucidones, ganoderals y ganoderols. Estos compuestos poseen la
capacidad para eliminar los radicales libres, lo que puede suprimir el dafio de oxigeno
reactivo que conlleva a la patologia de enfermedad de Alzheimer (Phan et al., 2015).

En un estudio realizado en Malasia, para aprovechar el conocimiento indigena en la
utilizacion de la diversidad fangica como alimento y medicina, se analizaron tres hongos por
sus capacidades para mantener y reconstruir la red de comunicaciones neuronales:
Ganoderma neo-japonicum, Pleurotus giganteus, y Lignosus rhinocerus, en donde se
demostré experimentalmente que los extractos acuosos obtenidos, inducen la aparicion de
neuritas del 73%, 31.7 % y 24,4% - 42,1%, respectivamente, en células de feocromocitoma
de rata (PC12Adh). Se propuso que G. neo-japonicum contenia compuestos bioactivos de
tipo factor de crecimiento nervioso (FCN) por lo que se contempla que los hongos pueden
ser candidatos para el desarrollo de alimentos para reducir o prevenir la gravedad de la
neurodegeneracion relacionada con la edad y enfermedades neurodegenerativas
(Sabaratnam, Kah-Hui, Naidu, & David, 2013).

Ademas, actividades inhibidoras de AChE y butirilcolinesterasa de extractos de especies
de Tricholoma (T. fracticum, T. imbricatum, y T. terreum) fueron probados; como resultado,
solo el extracto de hexano confirmé que T. imbricatum (0.2 mg / mL) era capaz de inhibir
AChE vy butyrylcolinesterasa en 71.8 £ 0.3% y 52.6 £ 1.0%, respectivamente (Phan et al.,
2015).
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En este trabajo, se ha destacado los hongos Basidiomicetos que tienen efectos
beneficiosos en la salud neuronal y aquellos que poseen actividad como
antihipoglucemiantes haciendo énfasis en los extractos crudos. Tomados en conjunto, estos

hongos demuestran la variedad fangica del filo Basidyomicota de la provincia de Loja.
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CONCLUSIONES

Todos los hongos encontrados en este estudio, pertenecen a la division Basidiomycota,
siendo predominantes y comunes los que corresponden al orden Agaricales (10 hongos),
seguido de los 6rdenes Polyporales (7 hongos), Russulales (2), e Hymenochaetales (1).

De los 20 especimenes de hongos, se obtuvieron rendimientos variables con el método de
extraccion empleado, los cuales van desde 2,06% (Ganoderma cf. Amazonense) hasta
46,68 % (Galerina sp.) que dependen principalmente de la composicion de cada especie.

A pesar de que ninguno de los 20 especimenes evaluados presento actividad
anticolinérgica, se destacan los especimenes Laetiporus cf. Sulphureus (EM-562) y
Gerronema sp. (EM-783) por su capacidad inhibitoria fuerte (Clso<100) en los sistemas de
alfa- glucosidasa y alfa- amilasa, pudiendo ser candidatos para una futura investigacion por

su posible efecto hipoglucemiante.
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RECOMENDACIONES

Debido a la poca cantidad de material fingico colectado de los especimenes, Laetiporus cf.
Sulphureus (EM-562) y Gerronema sp. (EM-783); y en virtud de su significativa capacidad
hipoglucemiante, seria conveniente evaluar la posibilidad del cultivo in vitro y valorar

nuevamente su actividad.

Ampliar la zona de recoleccion para colectar e identificar una mayor cantidad de
especimenes para valorar su potencial farmacoldgico y contribuir al conocimiento de la

diversidad fungica en las regiones del sur del Ecuador.
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ANEXO 1. DESARROLLO DEL METODO PARA LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DEL

SISTEMA ALFA — GLUCOSIDASA

Reactivos ensayo a — glucosidasa. Blanco

Inhibidor (Acarbosa)f -
Disolvente¥/ Extracto 5(Disol)
PBS 7.4 pH 95
Enzima 15 pg/mL (150 mU/mL) -
Preincubacion

p-NPG 5mM 20
Incubacion 60 min a 37°C
Leer a 405nm (60mins) c/5mins

Prueba
(As)

5(Extract)
75
20
37°C
20

ACT_ENZ
(Ao)

5(Disol)
75
20

20

TComo control positivo se utilizé6 Acarbosa a una concentracién de 5mg/mL.
*Se realiz6 dos fracciones y se utilizé como disolvente agua (H20) y metanol (MeOH). Concentracién

del extracto 10 mg/ 208 pL.

Fuente: Departamento de Quimica — Seccién Bioensayos.

Control
PositivoT

20

60
20

20



ANEXO 2. DESARROLLO DEL METODO PARA LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DEL
SISTEMA ALFA -AMILASA

PBS 55 35 55 35 55 20
Inhibidort - - - - - 20
Extracto*/ MeOH v 5o 5 v v
(MeOH) (MeOH) (MeOH)

ENZIMA (50 pg/mL) 20 20 - 20 - 20

SUSTRA‘ll'(z)(AImldon ) 20 20 20 20 20
Incubacién (mins) - 10 min 10 min 10 min 10min 10min

STOP REACTION (0,1M) 50 50 50 50 50 50

SOL.YODO (1mM) 150 150 150 150 150 150

Lectura 580 nm

TEl inhibidor o control positivo empleado para esta prueba es la Acarbosa con una concentracion de
5mg/ml.

*Concentracion del extracto: 10 mg/208 pl MeOH.

El contenido de los reactivos y soluciones estan expresados en microlitros (pl).

Fuente: Departamento de Quimica — Seccién Bioensayos.



ANEXO 3. DESARROLLO DEL METODO PARA LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DEL

SISTEMA ACETILCOLINESTERASA

Prueba (As)

Reactivos BLANCO ACT_ENZ (Ao) Dfnoe”r};‘;:lo
Buffer A — TRIS pH 8 80 40 58
ACETILCOLINA (15 mM) - 20 20
MeOH: H20/EXTRACTO* 20 20 -
DONEPEZILOY ) ) )
(inhibidor)
DTNB (3 M;'l') ;’rls 50 mM 100 100 100

INCUBACION 25°C,
(Lectura 402 nm)
AChE (0,5 U/mL)(BUFFER
A-TRIS-50Mm pH8)
Lectura a 412 nM. Tiempo
15 min con intervalo de 15min 15min 15min
tiempo de 60 segundos.
*Concentracion del extracto: 10 mg/208 pl MeOH.

3 mins 3 mins 3 mins

= 20 20

40
20
20

100

3 mins

20

15min

TEl inhibidor o control positivo empleado para esta prueba es Donepezilo con una concentracion de 10 pM.

Las cantidades de reactivos y soluciones estan expresados en pL.
Fuente: Departamento de Quimica.



ANEXO 4. HONGOS RECOLECTADOS EN CERRO ACACANA, PARROQUIA SAN
LUCAS Y EN INKAPIRCA, CANTON SARAGURO.

Figura 6. Omphalina sp. (EM -779)
Fuente: La Autora
Elaboracidon: La Autora

Figura 7. Macrolepiota procera (EM -781) Figura 8. Oudemansiella platensis (EM -777)
Fuente: La Autora Fuente: La Autora
Elaboracion: La Autora Elaboracion: La Autora

E -~ : [ .
Figura 9. Stereum sp. (EM -775)
Fuente: La Autora

Elaboracion: La Autora



Figura 10. Trogia brevipes (EM -797)
Fuente: La Autora
Elaboracion: La Autora

| - 3 '\-l‘,"'-“: szay arT
Figura 12. Stereum cf. Hirsutum (EM -802)
Fuente: La Autora

Elaboracion: La Autora

Figura 14. Ganoderma amazonense (EM-774)
Fuente: La Autora
Elaboracion: La Autora

Figura 11. Trichamptum sp. (EM -794)
Fuente: La Autora
Elaboracion: La Autora

Figura 13. Lentinus crenitus (EM -800)
Fuente: La Autora
Elaboracion: La Autora

Figura 15. Gerronema sp. (EM -783)
Fuente: La Autora
Elaboracion: La Autora



Figura 16. Laetiporus sp. (EM 785)
Fuente: La Autora
Elaboracion: La Autora

Figura 17. Galerina s

Fuente: La Autora
Elaboracion: La Autora

p. (EM -782)



