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RESUMEN

Los lipopéptidos son metabolitos secundarios que estan compuestos de 7 a 25 aminoacidos,
unidos a los acidos grasos B-hidroxi o B-amino, por lo general se encuentran de manera ciclica.
Estos a su vez se agrupan en tres familias: surfactina, iturina y fengicina. Las bacterias del género
Bacillus producen mayor cantidad de lipopéptidos. Dichas moléculas presentan diferentes
propiedades biologicas como antioxidantes, antimicrobianas, antivirales, anticancerigenas e
inmunomoduladoras contra la aterosclerosis. Los compuestos bioactivos tienen la facultad de
combatir el sindrome metabdlico (SM) al regular la condicidén hiperglucémica y la obesidad,
actuando como inhibidores de enzimas clave en el metabolismo de carbohidratos (a-glucosidasa y
a-amilasa) y lipidos (lipasa pancreética). El objetivo de esta investigacion fue evaluar la capacidad
antioxidante, potencial hipoglicemiante e hipolipemiante (anti-obesidad) in vitro de lipopéptidos
producidos por Bacillus amyloliquefaciens. Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de
varianza (ANOVA) de un factor y la comparacién de medias se realizd con la prueba de Tukey
(p<0.05). Para la concentracion media inhibitoria se realizé mediante un andlisis de regresion lineal
y/o logaritmico. En la produccion y extraccion de lipopéptidos (LPs), se utilizo la cepa Bacillus
amyloliquefaciens (KX953161.1) que fue proporcionada por el Laboratorio de Fitopatologia del
CIAD A.C. Unidad Culiacan. A los LPs se les determiné la capacidad reductora y la capacidad
antioxidante por los métodos ABTS y ORAC, los valores obtenidos fueron de 75.80 mg EAG/g,
ICs0 652 pg/mL y 207.98 umol ET/g, respectivamente. Por otra parte, los lipopéptidos purificados
fueron utilizados para determinar la inhibicién enzimatica de a-glucosidasa y se registro un ICso de
33.87 mg/mL, mientras que para o-amilasa no se obtuvo inhibicion. En cuanto a la inhibicion de
lipasa pancredtica, se registrd un ICso de 4.69 pg/mL. Los resultados de capacidad antioxidante e
inhibicién enzimatica podrian atribuirse a los aminoacidos presentes en la region peptidica de los
lipopéptidos, asi como al efecto antagonico y/o sinérgico de la mezcla del extracto de lipopéptidos.
Por lo anterior, los lipopéptidos producidos por B. amyloliquefaciens tienen potencial para inhibir
enzimas involucradas en la patogénesis del sindrome metabolico y podrian ser candidatos para

estudios posteriores.

Palabras clave: Bacillus, lipopéptidos, sindrome metabdlico, antioxidante, hipoglicemiante, anti-
obesidad.
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ABSTRACT

Lipopeptides are secondary metabolites that are composed of 7 to 25 amino acids, linked to
B-hydroxy or B-amino fatty acids, generally found in a cyclical manner. These in turn are grouped
into three families: surfactin, iturin and fengycin. Bacteria of the genus Bacillus produce higher
amounts of lipopeptides, which present different biological properties such as antioxidants,
antimicrobial, antiviral, anticancer and immunomodulatory against atherosclerosis. Bioactive
compounds have the ability to combat metabolic syndrome (SM) by regulating the hyperglycemic
condition and obesity, acting as inhibitors of key enzymes in the metabolism of carbohydrates (a-
glucosidase and a-amylase) and lipids (lipase pancreatic). The objective of this research was to
evaluate the antioxidant capacity, hypoglycemic and hypolipidemic potential (anti-obesity) in vitro
of lipopeptides produced by Bacillus amyloliquefaciens. The obtained data were subjected to a one-
way analysis of variance (ANOVA) and the mean comparisons were carried out with the Tukey
test (p<0.05). The mean inhibitory concentration was used a linear and / or logarithmic regression
analysis. For the production and extraction of lipopeptides (LPs), the strain Bacillus
amyloliquefaciens (KX953161.1) was used, which was provided by the Phytopathology
Laboratory of CIAD A.C Unit Culiacan. The reducing capacity and antioxidant capacity were
determined for the LPs by the ABTS and ORAC methods, the values obtained were 75.80 mg
EAG/g, ICso 652 pg/mL and 207.98 umol ET/g, respectively. On the other hand, the purified
lipopeptides were used for the enzymatic inhibition of a-glucosidase and an ICso of 33.87 mg/mL
was recorded, while for a-amylase no inhibition was obtained. Regarding the inhibition of
pancreatic lipase, an ICso of 4.69 pg/mL was registered. The results of antioxidant capacity and
enzyme inhibition could be attributed to the amino acids present in the peptide region of the
lipopeptides, as well as to the antagonistic and/or synergistic effect of the mixture of the lipopeptide
extract. Therefore, the lipopeptides produced by B. amyloliquefaciens have the potential to inhibit
enzymes involved in the pathogenesis of metabolic syndrome and are strongly suggested to be used

for further studies.

Key words: Bacillus, lipopeptides, metabolic syndrome, antioxidant, hypoglycemic, anti-obesity.
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1. INTRODUCCION

El sindrome metabdlico (SM) es un grupo de condiciones perjudiciales interconectadas que
conducen a la diabetes y enfermedades cardiovasculares (ECV) (Alberti et al., 2009; Huang, 2009).
Estas afecciones incluyen disglucemia, niveles bajos de lipoproteinas de alta densidad (HDL-C),
obesidad (especialmente grasa corporal central), triglicéridos (TG) elevados e hipertension (Alberti
et al., 2009; Kaur, 2014). El sindrome metabolico estd muy extendido tanto en paises desarrollados
como en desarrollo (Saklayen, 2018); la prevalencia de SM en nuestro pais entre mujeres y hombres
es del 38% y 39%, respectivamente(Gutiérrez-Solis et al., 2018). Ademas, segun estadisticas de
WHO (2018), en México se estima que las enfermedades no transmisibles (ENT) representan el
80% de todas las muertes. Siendo enfermedades cardiovasculares, diabetes y otras, la causa de
mortalidad en un 24%, 15% y 22%, respectivamente. El manejo clinico del SM es dificil porque
no existe un método reconocido para prevenir o mejorar todo el sindrome (Carvajal-Carvajal,
2017). Por lo tanto, la mayoria de los médicos tratan cada componente de SM por separado (Kaur,
2014). Entre los medicamentos mas comunes para tratar hiperglucemia en diabetes y obesidad, se
encuentra la acarbosa y el orlistat. Sin embargo, ambos medicamentos provocan efectos adversos
a largo plazo (Kim et al., 2014; Mhatre et al., 2016). Por otro lado, las alternativas terapéuticas
mas comunes para tratar el sindrome metabdlico consisten en la reduccion de la hiperglucemia
posprandial mediante la inhibicion de las enzimas involucradas en el metabolismo de los
carbohidratos (a-glucosidasa y a-amilasa) y la inhibicidon de enzimas lipoliticas, incluida la lipasa,
asi como la inhibicion del estrés oxidativo (Costamagna et al, 2016). La inhibicion de a-
glucosidasa y a-amilasa ayuda a reducir la digestién de carbohidratos, por lo tanto, se disminuye
los niveles de glucosa en suero y la absorcion de glucosa (Bidon-Chanal ef al., 2013). Mientras que
la inhibicion de la lipasa pancredtica, enzima responsable de la digestion de la grasa de la dieta, se
retarda la deposicion de grasa en el tejido adiposo y se suprime el aumento de peso, por lo que tiene
efectos beneficiosos para el sobrepeso y la obesidad (Podsedek et al., 2014; Dechakhamphu et al.,
2015). Por ende, los inhibidores enzimaticos pueden ser candidatos potenciales para el tratamiento
de la DM2 (Diabetes mellitus tipo 2) y obesidad(Nasab et al., 2020; Anigboro et al., 2021) . En
este sentido, se ha reportado que fuentes naturales tales como algas, plantas, insectos y hongos

producen metabolitos secundarios con capacidad antioxidante y potencial para inhibir enzimas
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clave en el metabolismo de glucosa y lipidos (Nwosu et al., 2011; Su et al., 2019; Si et al., 2020;
Zielinska et al., 2020). Asimismo, se ha reportado que la bacteria B. amyloliquefaciens, produce
compuestos que van desde enzimas hidroliticas, compuestos volatiles y metabolitos secundarios
(Chen et al., 2007a). Dentro de los metabolitos secundarios se han estudiados los lipopéptidos, los
cuales presentan propiedades bioldgicas antifingicas, anticancerigenas e inmunomoduladoras
contra la aterosclerosis (Gan et al., 2016; Liang et al., 2017; Zhou et al., 2019). No obstante, existen
pocos estudios in vitro acerca del extracto de lipopéptidos como alternativa para el control del
sindrome metabdlico. Por lo anterior, en la presente investigacion se evalud la capacidad
antioxidante, potencial hipoglicemiante e hipolipemiante (anti-obesidad) in vitro de lipopéptidos

producidos por Bacillus amyloliquefaciens.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Sindrome Metabdlico

El sindrome metabdlico (SM) es una condicion patoldgica que, segun los criterios de la Federacion

Internacional de Diabetes (IDF) (Hui et al., 2010; Beck-Nielsen, 2013), se caracteriza por obesidad,

dislipidemia, hiperglucemia e hipertension arterial. El SM consta de la combinacion de tres o mas

de estos criterios como se muestra en la Figura 1 (Rosas-Guzman et al., 2010; Biesinger et al.,

2016).

El sindrome metabolico estda muy extendido tanto en paises desarrollados como en desarrollo

(Saklayen, 2018). Por ejemplo, en los EEUU este sindrome se presenta en el 33% de la poblacion

adulta (Aguilar et al., 2015). En Alemania, se presenta en el 19.4% de las mujeres y el 30.2% de

los hombres (Block et al., 2016). En Rusia, la incidencia de SM en los hombres es del 23% y en

las mujeres del 32.4% (Mitrofanov et al., 2012).

Glucosa plasmatica Niveles de
en ayunas — triglicéridos
>100 mg/dL Criterios del > 150 mg/dL
E— sindrome —
metabdlico

HDL-C | | Presion arterial
< 50 mg/dL en mujeres ’: =‘ >130/85 mmHg

< 40 mg/dL en hombres

(Sistélica/diastolica)

Circunferencia de la cintura
> 80 cm en mujeres
>90 cm en hombres

Figura 1. Criterios del sindrome metabdlico. Modificado de Eisvand et al. (2020).
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Mientras que, en paises de América Latina, la prevalencia general del sindrome metabdlico es de
24.9% (rango 18.8-43.3%), y es ligeramente mas frecuente en mujeres (25.3%) que en hombres
(23.2%), siendo el grupo de mayores de 50 afios edad el de mayor prevalencia. El incremento
paralelo de la frecuencia de la obesidad y del sindrome metabdlico es un fendmeno mundial y
Meéxico no es la excepcion (Garcia-Garcia et al., 2009; Marquez-Sandoval et al, 2011). La
prevalencia de SM en nuestro pais entre mujeres y hombres es del 38% y 39%, respectivamente

(Gutiérrez-Solis et al., 2018).

Ademas, segun estadisticas de WHO (2018), se estima que las enfermedades no transmisibles
(ENT) representan el 80% de todas las muertes. Siendo enfermedades cardiovasculares, diabetes y
otras ENT causas de mortalidad en un 24%, 15% y 22%, respectivamente. Ademas, entre los
principales factores de riesgos destacan obesidad, incremento de la presion arterial, uso de tabaco

e inactividad fisica.

Segtin los datos de ENSANUT (2018), en México, 8.6 millones de personas adultas mayores de 20
afios padecen diabetes. De los cuales, el 11.4% y 9.1% son mujeres y hombres, respectivamente.
Ademas, la vision disminuida es la complicacion mayormente reportada por los diabéticos en

México.

En tanto, a nivel nacional, en 2018, el porcentaje de adultos de 20 afios y més con sobrepeso y
obesidad es de 75.2% (39.1% sobrepeso y 36.1% obesidad); presentando mayor porcentaje de
obesidad las mujeres con 40.2% y los hombres el 30.5%. Las cifras de sobrepeso fueron de 36.6%
y 42.5% en hombres y mujeres (ENSANUT, 2018). Por otro lado, la distribucion porcentual con
colesterol y triglicéridos altos es de 19.5% (21% mujeres y 17.7% hombres) (ENSANUT, 2018).

En el caso de hipertension, 15.2 millones de personas padecen esta enfermedad, lo cual corresponde
al 18.4% de la poblacion (20.9% mujeres y 15.3% hombres). Conforme se incrementa la edad,
crece el porcentaje de poblacion con diagndstico previo de hipertension, principalmente a partir de

los 50 afios, llegando al 26.7% en el grupo de 70 a 79 afios en 2018 (ENSANUT, 2018).
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2.1.1. Diabetes Mellitus Tipo 2

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabodlica caracterizada por elevados niveles de
azlcar en sangre, es decir hiperglucemia crénica (Zheng et al., 2018) . Ademas, la forma mas
comun es la diabetes mellitus tipo I (DM2) y por ello las padece el 90% de las personas con este

problema metabolico (Kitabchi et al., 2009).

En 2017 se estim6 que 451 millones de personas padecian DM y se espera que esta cifra se
incremente a 693 millones en 2045 (Cho et al., 2018). En el caso de México, este ocupa el quinto
lugar con mas afectados de diabetes a nivel mundial (IDF, 2017). Por otro lado, estadisticas de la
Federacion Mexicana de Diabetes e Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI)
informaron que esta es la segunda causa de fallecimientos por enfermedades no transmisibles con

15.7%, seguida de causas cardiaca (FMD, 2018; INEGI, 2020).

La DM2 se ha definido como un trastorno metabdlico crénico asociado con la hiperglucemia, es
decir nivel alto de azucar en sangre, la cual es causada por la secrecion de insulina alterada y la
resistencia a la insulina (DeFronzo et al., 2015). El diagndstico depende principalmente de los
niveles de glucosa sérica. Personas con niveles de glucosa en ayunas de mas >126 mg por dL
padecen DM2. También se han afiadido como criterio de diagndstico niveles de hemoglobina

glicosilada Alc (HbAlc) de >6.5% (DeFronzo et al., 2015).

En la DM2 los dos principales defectos patoldgicos son la secrecion de insulina alterada por una
disfuncion de las células B pancredticas y la accion alterada de la insulina por resistencia a la
insulina (ADA, 2010). De manera general, en la Figura 2 se muestra un esquema sobre el
desarrollo de la DM2. La insulina es una hormona pancreética que tiene como funcion mantener la
homeostasis al estimular la conversion de glucosa en glucogeno (Twyman, 2009). Cuando se
padece DM2, las células de tejidos periféricos como son los adipocitos, los hepatocitos y las células
musculares no responden de manera correcta a dicha insulina (enddgena y exdgena), lo cual se
denomina resistencia a la insulina (Masso, 2014; FMD, 2015). Como resultado el azucar no puede

entrar en las células donde seria almacenada para transformarla en energia, sino que se acumula un
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nivel alto en la sangre y se genera hiperglucemia, también se genera una reabsorcion excesiva de
glucosa por el rifion y un aumento de la gluconeogénesis, lo que contribuye a la hiperglucemia

(DeFronzo et al., 2015; FMD, 2015).

Glucosa &

Figura 2. Desarrollo de hiperglucemia en diabetes mellitus tipo 2. Modificado de Baynes (2015).

Ademas de lo anterior, es importante mencionar que las células B se encuentran en los islotes de
Langerhans, dispersos dentro del pancreas exocrino (Saisho, 2015). Dichas células tienen la
capacidad de detectar cambios en los niveles de glucosa en sangre, de forma que cuando aumenta
la glucosa, estas células incrementan la produccién de insulina (Weir et al., 2004; FMD, 2015).

Pero durante el desarrollo de la enfermedad el defecto de las células 3 va progresando, los niveles
de glucemia en sangre se mantienen constantemente aumentados, y actlian como un toxico para el
pancreas, destruyendo la insulina que las células f tienen almacenada en su interior, agravando por

tanto la hiperglucemia (Weir et al., 2004; FMD, 2015).
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Asi mismo, algunos estudios han demostrado que la apoptosis de células B aumenta en pacientes
con DM2, mientras que ni la replicacion de células B ni la neogénesis disminuyen, lo que sugiere
que el aumento de la pérdida de células 3 es la principal causa de la reduccion de la masa de células
B en DM2 (Butler et al., 2003; Saisho, 2015). Si bien parte de la disfuncion de las células
pancredticas se incrementa por glucotoxicidad, también puede deberse a lipotoxicidad y la
resistencia a las incretinas (hormonas intestinales que estimulan la secrecion de insulina)

(DeFronzo et al., 2015).

Por otro lado, se ha descrito que, al modificar la dieta, el estilo de vida y tomar medicamentos
antidiabéticos orales, se puede controlar la DM2. Sin embargo, incluso con las terapias existentes

y bien establecidas para controlar la enfermedad, dicha patologia sigue siendo un peligro importante
para la salud publica y es responsable de problemas a largo plazo como la retinopatia, la nefropatia

y la neuropatia (Sun et al., 2012).

2.1.1.1. Intervencion Farmacoldgica en la Diabetes. Las estrategias terapéuticas para controlar la
diabetes abarcan una variedad de medicamentos, los agentes hipoglucemiantes orales
comercializados comunmente utilizados para DM2 son biguanidas, sulfonilureas,
tiazolidinedionas, meglitinidas e inhibidores de la a-glucosidasa (Quianzon et al., 2012; White,
2014). En el Cuadro 1 se muestran algunos de los medicamentos, asi como efectos secundarios y

modos de accidn para disminuir hiperglucemia en DM2.

Las biguanidas son recetadas como primera linea de medicamentos, para disminuir la produccion
de glucosa en el higado. Ademads, las sulfonilureas estimulan las células B pancreaticas para la
liberacion de insulina (Gupta et al., 2016). Otra de las opciones terapéuticas es el empleo de
inhibidores enzimaticos orales, entre los cuales se encuentran los fAirmacos acarbosa, voglibosa,
miglitol (Sugihara et al., 2014; Sigalapalli et al., 2020). Dichos medicamentos actiian inhibiendo
a-glucosidasa, de tal manera logran retrasar la digestion de los carbohidratos de la dieta para

mantener los niveles normales de glucosa posprandial (Krentz et al., 2005; Derosa et al., 2012).
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Cuadro 1. Tipo, medicamentos, modo de accidn, sitio de accion y efectos secundarios para el
tratamiento de hiperglucemia en DM2. Modificado de Rosak et al. (2012); DeFronzo et al. (2015);

Proenca et al. (2019).

Tipo Medicamentos Modo de acciéon |Sitio de accion Efectog
secundarios
*Glibenclamida
Antidiabéticos de (gliburida) 1Secrecion de
sulfonilurea de *Gliclazida o Células beta | Hipoglucemia
. . . insulina
segunda generacion|  *Glimepirida
*Glipizida
e g Higado y Acidosis
Antlg;azzﬁic((i); con *Metformina L |HGP tejidos gastrointestinal y
g periféricos lactica
11Sensibilidad ala| Receptor Retencion de
N insulina PPAR-gamma liquidos
TZDs Pioglitazona T1funcion de las y nucleo Fracturas de
células B celular hueso
Inhibidores de a- *Acarbosa ., . Englmas
. - lAbsorcion de | digestivas del . )
amilasa y o- *Miglitol . 3 . Gastrointestinal
lucosidasa “Voglibose carbohidratos intestino
£ delgado
'Aloghp tina lSecrecion de
o Linagliptina . Plasma,
Inhibidores de o glucagon .. )
DPP4 *Saxagliptina +Secrecion de tejldQS Ninguna
*Sitagliptina . i iy periféricos
-Vildagliptina insulina (débil)
Inhibidores de *Canagliflozina 1 |Glucosuria Rifon Irr;fieccgtli(;rallzs
SGLT2 *Dapagliflozina | ||Glucotoxicidad .
genitales

HGP, produccion de glucosa hepatica; TZD, tiazolidinedionas; PPAR, receptor activado por
proliferador de peroxisomas; DPP4, dipeptidil peptidasa 4; SGLT2, cotransportador sodio-glucosa
tipo 2.

2.1.1.2. Inhibidores Enzimaticos. Los farmacos inhibidores de la a-glucosidasa son agentes
antidiabéticos orales que suprimen la hiperglucemia posprandial bloqueando la actividad de la o —
glucosidasa, que es responsable de la degradacion de los carbohidratos (Li et al., 2008). Entre los
mas utilizados se encuentra la acarbosa, farmaco que actiia inhibiendo a- amilasa y a- glucosidasa,

ambas enzimas llevan a cabo la hidroélisis de carbohidratos (Obih ez al., 2016; Proenca et al., 2019).
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De manera general, a continuacion, se describen las etapas para la inhibicion de a- amilasa y a-

glucosidasa (Figura 3).

Figura 3. La inhibicion de las enzimas o-amilasa y a-glucosidasa disminuye la hiperglucemia
posprandial en DM2. Modificado de Nasab et al. (2020).

La absorcion intestinal de carbohidratos se realiza en forma de monosacaridos tales como glucosa,
fructosa y galactosa. Los alimentos se componen principalmente de hidratos de carbono complejos
(Masso et al., 2009). Para su absorcion tienen que ser hidrolizados por a- amilasa salival y
pancreatica en oligosacaridos y disacaridos (Ademiluyi et al., 2013), los cuales adicionalmente son
hidrolizados por a-glucosidasa para dar lugar a monosacaridos; dicha hidroélisis tiene lugar en el

borde del cepillo perteneciente a la mucosa intestinal del duodeno y la primera porcion del yeyuno

(Pacheco-Leal, 2004).
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Los inhibidores de a- amilasa y a- glucosidasa bloquean la hidrolisis de carbohidratos complejos,
por lo tanto, la inhibicion de ambas enzimas la disminuye la velocidad de digestion de
carbohidratos y como resultado se absorbe y transporta menos glucosa a la circulacién sanguinea

(Tarling et al., 2008).

La acarbosa actiia como un inhibidor enzimatico, por lo tanto, facilita el control del nivel de azicar
en la sangre y asegura el retraso en el aumento del estado hiperglucémico postprandial después de
una comida (Baron, 1998; Chiasson et al., 2002; Hakamata et al., 2009). Aunque, la acarbosa es
una opcidn terapéutica prometedora para los diabéticos, se ha demostrado que la ingesta continua
de acarbosa y medicamentos similares exhiben efectos secundarios como flatulencia, diarrea,

trastornos abdominales y hepaticos (Godbout et al., 2007).

Por lo anterior, es importante la busqueda de nuevos inhibidores de la a-glucosidasa y/o a-amilasa
con menores efectos no deseados o ausentes para el tratamiento de la DM2. Recientemente, se
descubrié que los productos naturales son una fuente prometedora de inhibidores de la a-
glucosidasa y/o de la a-amilasa (Brown ef al., 2017), lo que trae consigo la busqueda y estudio de

nuevos agentes antidiabéticos.

2.1.2. Obesidad

La obesidad es un problema de salud comun con el rasgo caracteristico de la deposicion excesiva
de grasa en los tejidos adiposos. En 2016, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) informé
que alrededor del 50% de la poblacion mundial tiene sobrepeso [indice de masa corporal (IMC) >

25 kg / m*] y es obesa (IMC > 30 kg / m?) (Qasim et al., 2018; Bonaventura et al., 2020).

La incidencia de la obesidad ha aumentado con rapidez en todo el mundo, lo que convierte a dicha
enfermedad en un grave problema de salud publica del siglo XXI. La obesidad se ha definido como
una enfermedad compleja y multifactorial que surge de la interaccion de la ingesta caldrica

excesiva, el sedentarismo, el trastorno metabolico y la predisposicion genética (GBD, 2017;
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Saunders et al., 2018). Ademas, la obesidad es un factor que contribuye a la patogénesis de varias
enfermedades degenerativas como la DM2, enfermedades cardiovasculares (hiperlipidemia,
arteriosclerosis e hipertension), osteoartritis, esteatosis hepatica y varios tipos de cancer (Chaput
et al., 2007; Seravalle et al., 2017; Vecchié et al., 2018). La incidencia de tumores sistémicos y
gastrointestinales, como cancer de endometrio, cancer de mama, cancer de colon, sindrome de
ovario poliquistico, infertilidad, también esta significativamente elevada en pacientes con obesidad
(Latino-Martel et al., 2016). Por tanto, la prevencién y el tratamiento de la obesidad resulta clave
para reducir la prevalencia y la mortalidad de las enfermedades metabolicas cronicas (Park et al.,

2015).

Las modificaciones en la dieta y el estilo de vida, como la restriccion de calorias y los ejercicios
fisicos, son las estrategias habituales que se adoptan para controlar el peso corporal; pero, estos
métodos tienen efectos limitados contra la obesidad (Wolfenden et al, 2020). Otras de las
estrategias utilizadas comprenden la prescripcion de medicamentos y la cirugia (Mhatre et al.,
2016). Sin embargo, la liposuccion a veces hace que la distribucion de la grasa sea desigual. Asi
mismo, los cientificos han descubierto que la liposuccion tiene poco efecto sobre la grasa
subcutdnea e incluso no tiene ninglin efecto al exponer a los pacientes a ciertos riesgos. La mayoria
de los tratamientos actuales utilizan alglin tratamiento farmacolédgico a corto plazo mas seguro,
combinado con una dieta a largo plazo y mas ejercicio para lograr la pérdida de peso (Park et al.,

2015; Liu et al., 2020).

2.1.2.1. Intervencion Farmacologica en la Obesidad. La eficacia de algunos farmacos contra la
obesidad se ha visto limitada por efectos adversos, incluidos trastornos gastrointestinales, alto
riesgo de cancer y efectos perjudiciales del uso a largo plazo en algunos érganos como el higado,
el rifidon y el pancreas (Chaput et al., 2007; Cheung et al., 2013). En el Cuadro 2 se muestran
algunos de los medicamentos aprobados por la Administraciéon de Alimentos y Medicamentos
(FDA) y/o la Agencia Médica Europea (EMA), también se exponen algunos de los efectos
secundarios y modos de accion de medicamentos para el tratamiento de obesidad. De igual manera,
se ha documentado el retiro comercial de algunos farmacos empleados en el tratamiento de la

obesidad debido a sus efectos adversos, entre ellos sibutramina, el rimonabant, la fenfluramina y
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la dexfenfluramina, entre otros (Cheung et al., 2013). Por lo anterior, existe la necesidad de una

terapia alternativa segura pero eficaz contra la enfermedad.

Cuadro 2. Resumen de medicamentos contra la obesidad para uso a largo plazo. Modificado de
(Tak et al., 2021)

saciedad, disminuye la
recompensa
alimentaria

Féarmaco Mecanismo de accién | Principales efectos | Contraindicaciones
adversos
Orlistat Inhibidor de la lipasa | Heces aceitosas, | Embarazo, colestasis,
gastrointestinal y | manchado aceitoso, | malabsorcion
pancredtica; disminuir | urgencia fecal,
la absorcion de lipidos | incontinencia fecal,
hiperdefecacion,  flatos
con secrecion, deficiencia
de vitaminas A, D, E y K
Fentermina | Agonista de NE /| Parestesia, sequedad de | Embarazo, HTA no
/ topiramato | agonista de GABA, | boca, estrefiimiento, | controlada, @ ECV, ERC,
antagonista de | insomnio, disgeusia, | glaucoma, hipertiroidismo en
glutamato; suprimir el | ansiedad, depresion pacientes con IMAO
apetito
Naltrexona / | Antagonista del | Nauseas, dolor de cabeza, | Embarazo, HTA no
bupropion | receptor de opioides / - | estrefiimiento,  mareos, | controlada, convulsiones,
agonista de la | vomitos, sequedad de | anorexia o bulimia nerviosa,
dopamina e inhibidor | boca interrupcion ~ brusca  del
de la recaptacion de alcohol, benzodiazepinas,
NE; aumentar la barbituricos o  farmacos
saciedad, suprimir el antiepilépticos, otros
apetito farmacos  que  contienen
bupropion, opioides 0
agonistas de opiaceos, IMAO
Liraglutida | Agonistas del receptor | Nauseas, diarrea, | Embarazo, antecedentes
de GLP-1; | estrefiimiento, vOmitos, | personales o familiares de
vaciamiento  gastrico | dispepsia. carcinoma medular de tiroides
lento, aumenta la o MEN tipo 2

ERC, enfermedad renal cronica; ECV, enfermedad cardiovascular, GABA, 4cido gamma-
aminobutirico; HTA: hipertensiéon; IMAOQO, inhibidores de la monoaminooxidasa; MEN, neoplasia
endocrina multiple; NE, norepinefrina; GLP-1, péptido similar al glucagén tipo 1.
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2.1.2.2. Inhibidores de Lipasa Pancreatica. Aunque existen varias estrategias profilacticas y
terapéuticas contra la obesidad, la opcion maés eficaz y ampliamente utilizada implica el uso de
farmacos como el orlistat, el cual inhibe la actividad de lipasas gastrointestinales y pancreaticas,
bloqueando asi la hidrdlisis de triglicéridos y la absorcidon de acidos grasos llevada a cabo en el
endotelio intestinal (Mukherjee, 2003; Birari et al., 2007; Tak et al., 2021). Ademas inhibe la
absorcion de aproximadamente el 30% de la grasa de la dieta (Kim ef al., 2016). Teniendo en
cuenta el mecanismo de accion de orlistat se considera adecuado para quienes tienden a comer
alimentos grasos y se espera que tenga mayores efectos de pérdida de peso que en aquellos con
habitos de consumo de alimentos no grasos (Tak ef al., 2021). De manera general, en la (Figura
4) se describe la via metabolica de los lipidos en el cuerpo humano y el mecanismo de inhibicion

de lipasa.

Cuando el cuerpo humano ingiere el alimento que contiene grasa, el lipido a base de triglicéridos
primero se hidroliza por la lipasa a monoglicérido, éster de glicerilo y 4cido graso libre, siendo
mayor el contenido de los productos 1,2-glicolido y 4cidos grasos. La degradacion de la grasa por
la lipasa lingual es muy pequeiia, pero puede degradar del 50% al 70% de la ingesta de grasa de

los bebés y nifios pequefios (Liu et al., 2020).

Después de que se hidrolizan los triglicéridos en acidos grasos libres y monoacilglicerol por la
lipasa géastrica (10% al 30% de descomposicion) y la lipasa pancredtica (50% al 70% de
descomposicion) en el tracto gastrointestinal y el intestino delgado (Liu et al., 2020), los
monoglicéridos y los acidos grasos libres se trasladan posteriormente a los enterocitos, las células
que recubren los intestinos, donde son absorbidos (Lowe, 1997; Lowe, 2002). Después se forma
colesterol y lipoproteina en el intestino delgado. Las particulas mixtas de lipidos, como los 4cidos
biliares, son absorbidas por el intestino delgado, dando lugar a la resintesis de triacilglicerol para

el almacenamiento de energia en forma de tejido adiposo (Liu et al., 2020).
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Figura 4. Vias metabdlicas de los lipidos en el cuerpo humano. Modificado de Liu et al. (2020).

Contrario a lo anterior, el mecanismo de inhibicion de lipasa consiste en lo siguiente. El desarrollo
de la obesidad esta estrechamente relacionado con el metabolismo de la grasa corporal. La dieta
principal estd compuesta por triglicéridos mixtos (90%). Sin embargo, la grasa exdégena no puede
ser utilizada directamente por el cuerpo humano, por lo que es hidrolizada para su absorcion. Las
lipasas presentes en el sistema digestivo incluyen la lipasa lingual, la lipasa géstrica y la lipasa
pancreatica. A menudo se considera que la lipasa gastrica es un factor importante que regula la
secrecion de lipasa pancreatica y desempena un papel auxiliar en la lip6lisis (Basque et al., 2000;
Aloulou et al., 2008). No obstante, el factor principal lo desarrolla la lipasa pancreatica, debido a
que afecta directamente la absorcion de acidos grasos en el intestino (Liu et al., 2020). Por lo
general, la triacilglicerol lipasa pancredtica (EC 3.1.1.3) es la principal lipasa secretada por el
pancreas, actua en el duodeno y cataliza la hidrdlisis de los triacilgliceroles (sustratos) mediante la
escision de los enlaces éster sn-1 y sn-3, lo que produce sn-2-monoacilgliceroles y acidos grasos

libres (Mhatre et al., 2016; Liu et al., 2020; Moreno-Cordova et al., 2020).

Mientras que los inhibidores de la lipasa, al combinarse con la parte activa de la lipasa del estobmago
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y el intestino delgado inhiben la actividad catalitica y, por lo tanto, se conduce a un retraso deseable
en la degradacion de los triacilgliceroles, asi como a la reabsorcion diferida concomitante de sus
productos catabdlicos (Moreno-Cordova et al., 2020). El retraso en la hidrélisis y reabsorcion de
grasas conduce a una reduccion de la acumulacion de tejido adiposo y consigue el efecto de
controlar y tratar la obesidad; ademaés, hay una pérdida de la mayoria de las grasas de la dieta a
través de las heces (Sanchez et al., 2008; Moreno-Cordova et al., 2020). Después de que actia el
inhibidor de la lipasa, generalmente se excreta junto con la lipasa a la que se une. Por tanto, no
provoca efectos a largo plazo en el cuerpo humano (Liu et al., 2020). Este mecanismo bloquea la
absorcion de aproximadamente un tercio de los dcidos grasos consumidos con los alimentos. Como

resultado, se reduce la absorcion de calorias sin afectar el apetito (Seo et al., 2019).

Si bien el farmaco orlistat es bien tolerado, debido a las grasas no absorbidas en el intestino, los
pacientes pueden experimentar esteatorrea, deposiciones frecuentes, flatos con secrecion e
incontinencia fecal. Ademas, este medicamento evita la absorcion de las vitaminas liposolubles,
por lo que se deben considerar los suplementos de vitamina A, D, E y K para su uso a largo plazo
(Tak et al., 2021). Los inhibidores de la lipasa pancreatica han recibido una atencion considerable
por parte de los investigadores en los ultimos afios, debido a su diversidad estructural, baja
toxicidad y su origen proveniente de una amplia gama de fuentes naturales (Liu ef al., 2020).Varios
productos inhibidores de lipasa pancreética poseen la capacidad de inducir la reduccion del peso
corporal y prevenir la obesidad inducida por la dieta (Mohamed ef al., 2014; Zielinska et al., 2020;
Anigboro et al., 2021).

2.2. Estrés Oxidativo y el Sindrome Metabolico

La produccion in vivo continua de radicales libres y especies reactivas de oxigeno (ROS) como el
anion superoxido, el radical hidroxilo y el peroxido de hidrégeno puede provocar la muerte celular
y el dano tisular (Kalpana et al., 2008; Je et al., 2009). En condiciones patoldgicas, existe una
sobreproduccion de radicales libres debido a la presencia de compuestos prooxidantes, o bien
debido a la exposicion hacia otros factores de riesgo como fumar, exceso de actividad fisica, estrés,

entre otros, lo que da lugar al estrés oxidativo (Figura 5) (Ferreira et al., 2009). Ademas, las
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alteraciones mediadas por radicales libres a ADN, proteinas y lipidos de membrana estan asociadas
con una gran cantidad de patologias, que incluyen aterosclerosis, cancer, ulceras gastricas, diabetes

y trastornos neurologicos, como la enfermedad de Alzheimer (Frolich et al., 1995).

De igual manera, algunos autores han planteado que pacientes con sindrome metabdlico, el estrés
oxidativo puede verse amplificado por una deficiencia antioxidante, lo cual puede favorecer la
propagacion de alteraciones oxidativas desde espacios intracelulares a extracelulares, generando

asi un estado de estrés oxidativo sistémico (Vendemiale et al., 1995; Sahaf et al., 2005).

2.2.1. Estrés Oxidativo en la Diabetes

En diabetes mellitus, con el desarrollo de hiperglucemia cronica se pueden alterar varias vias de
sefializacion en diferentes tejidos, produciendo estrés oxidativo y la formacion de productos finales
de glicacion avanzada (AGE), asi como la secrecion de las citocinas proinflamatorias y la muerte

celular (autofagia y/o apoptosis) (Volpe et al., 2018).

Organos afectados
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Figura 5. Causas, objetivos, organos afectados y antioxidantes que combaten el estrés oxidativo.
Tomado de Carocho et al. (2018).
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Asimismo, Jang et al. (2017) han demostrado que el metilglioxal (MGO) junto con especies
reactivas de oxigeno (EROS), pueden inducir la apoptosis en las células endoteliales de la vena
umbilical humana (HUVEC). Los factores descritos anteriormente pueden conllevar al desarrollo

de complicaciones en diabetes (Figura 6) (Fiorentino ef al., 2013; Volpe et al., 2018).

En la hiperglucemia, los EROS reducen el nivel de insulina que controla la transcripcion del gen
y finalmente causa apoptosis en células B (Quan, 2019). La autofagia, la necroptosis y la apoptosis
son los tipos de muerte celular con diferentes funciones. La autofagia es un paso critico en el dafio
tisular. Ademas, se ha establecido que el desequilibrio entre la autofagia y la apoptosis puede
establecer la progresion de las complicaciones de la diabetes (Di Rosa ef al., 2016). A su vez, tanto la
apoptosis como la necroptosis tienen un papel importante en la progresion de las complicaciones
diabéticas y pueden provocar lesiones tisulares en el corazon, la retina, los rifiones y el sistema

nervioso (Di Rosa et al., 2016).

Por lo tanto, resulta de vital importancia el uso de antioxidantes en la dieta o en combinacidén con
farmacos antidiabéticos que pueden ayudar en gran medida al sistema inmunologico a combatir la
condicion hiperglucémica y por ende el estrés oxidativo causado por la diabetes (Harmon ef al.,

2005; Okon et al., 2015; Volpe et al., 2018).

Hiperglucemia

MGO AGE, EROS

l

+ Estrés oxidativo +  Necroptosis

*  Apoptosis + Citocinas proinflamatorias

1

Complicaciones en diabetes

*  Autofagia

Figura 6. Factores que conllevan a complicaciones de la diabetes. Tomado de Volpe et al. (2018).
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2.2.2. Estrés Oxidativo en la Obesidad

Actualmente, la evidencia cientifica ha demostrado que la acumulacion de grasa y la obesidad estan
relacionadas con un mayor estrés oxidativo (Vincent et al., 2007; Imessaoudene et al., 2016;
Furukawa et al., 2017). El estrés oxidativo cronico estd relacionado con unas defensas
antioxidantes inadecuadas y una mayor formacion de radicales libres, especialmente en el exceso
de tejido adiposo (Imessaoudene ef al., 2016).

La insuficiencia de las defensas antioxidantes probablemente comienza con una baja ingesta
dietética de antioxidantes y fitoquimicos que poseen capacidad antioxidante (Taylor et al., 2006).
Ademas, la ingesta de fitoquimicos se correlaciona inversamente con la circunferencia de cintura
alta, el indice de masa corporal (IMC) y la peroxidacion de lipidos plasmaticos (Taylor et al., 2006).
Por otra parte, cuando la ingesta energética excede el gasto energético, es decir se da un estado de
balance energético positivo, el cual puede desencadenar respuestas en muchos tipos de células,
como adipocitos, células endoteliales e inmunes, que posteriormente promueven la inflamacion
activando vias de senalizacion como la quinasa c-Jun N terminal y el inhibidor de la via kappa B
quinasa-beta (Hotamisligil, 2006). Esta respuesta se caracteriza por un aumento de los niveles
circulantes de citocinas proinflamatorias, adipocinas y otros marcadores inflamatorios, como el
factor de necrosis tumoral (TNF)-a y la interleucina (IL) -6 (Shoelson et al., 2007). A su vez, estas
citocinas inducen la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), generando estrés
oxidativo. También se ven afectadas las enzimas antioxidantes enddgenas, como el superoxido
dismutasa (SOD), el glutation peroxidasa (GPx) y la catalasa (CAT). El estrés oxidativo puede
dafar las estructuras celulares y provocar adiposidad, resistencia a la insulina y sindrome

metabolico (Houstis et al., 2006; Warolin et al., 2014).

Como precursor del sindrome metabolico y de otros trastornos relacionados con la obesidad, el
aumento del estrés oxidativo en la grasa acumulada deberia ser un objetivo importante para el
desarrollo de nuevas terapias contra la obesidad (Imessaoudene ef al., 2016). Ademads, dado el alto
riesgo cardiovascular y el estrés oxidativo asociados con la obesidad, la disponibilidad de farmacos
que tienen propiedades antioxidantes y reductoras de lipidos puede tener un valor clinico

considerable.
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Diferentes productos naturales contienen una amplia variedad de compuestos bioactivos con
diferentes efectos anti-obesidad sobre el metabolismo y oxidacion de las grasas, por lo que se han
estudiado y reportado como ftiles en el tratamiento de la obesidad (Gamboa-Goémez et al., 2015;

Lee et al., 2018).

2.3. Funcionalidad Biologica de los Antioxidantes

Los radicales libres son estabilizados por moléculas antioxidantes. Un antioxidante se puede definir
como "una sustancia que, cuando esta presente en bajas concentraciones en comparacion con las
de un sustrato oxidable, retrasa o previene significativamente la oxidacion de ese sustrato"

(Halliwell, 1990; Neha et al., 2019).

Todos los antioxidantes siguen uno de los siete mecanismos de accidon, que varian segun el tipo de
oxidantes: a) secuestro de radicales libres del medio; b) quelacion de iones metalicos; ¢) inhibicion
de enzimas productoras de radicales libres; d) activacion de enzimas antioxidantes endogenas; e)
prevencion de la peroxidacion lipidica; f) prevencion de dafios en el ADN; g) prevencion de

modificacion de proteinas y destruccion de azlicar (Carocho et al., 2018).

Actualmente, los compuestos naturales han surgido como candidatos clave para obtener
compuestos antioxidantes, debido al reconocimiento de la relacion inversa entre la ingesta dietética
de antioxidantes naturales y la incidencia de enfermedades humanas (Brown et al., 1998; Liu et al.,

2018).

Durante las tltimas décadas varias investigaciones se han centrado en el potencial antioxidante de
compuestos bioactivos provenientes de plantas (Oteiza et al., 2005). A su vez, se ha reportado que
hongos endofitos, bacterias, algas y actinomicetos aislados de plantas también representan una
fuente potencial de antioxidantes novedosos para aplicaciones farmacéuticas e industriales (Uma
etal,2011; Ayed et al., 2015; Toghueo et al., 2019). Diversos estudios han aportado informacion
que establece a los antioxidantes como benéficos para la salud, debido a que reducen la aparicion

de diferentes trastornos o enfermedades como: envejecimiento, cancer, diabetes, inflamacion,
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enfermedad hepatica, enfermedad cardiovascular, cataratas, nefrotoxicidad y trastornos

neurodegenerativos (Neha et al., 2019).

2.3.1. Antioxidantes como Inhibidores Enzimaticos

Los antioxidantes se han convertido en un tema de interés constante ya que cantidades masivas de
radicales libres resultan en enfermedades cronicas o potencialmente mortales (Young et al., 2001).
Los antioxidantes pueden retrasar o prevenir significativamente la oxidacion de sustratos oxidables
(Kasote et al, 2015). La suplementacion con antioxidantes exdgenos es uno de las mads
prometedores métodos para contrarrestar el estrés oxidativo indeseable (Kasote et al., 2013).
Asimismo, en los ultimos afios se ha reconocido la relacion inversa entre la ingesta dietética de
antioxidantes naturales y la incidencia de enfermedades humanas, tales como diabetes y obesidad

(Huang et al., 2014; Guo et al., 2017; Yao et al., 2019; Sun et al., 2020).

Estas contribuyen al desarrollo del sindrome metabdlico, el cual se relaciona con la actividad de
las enzimas que participan en entidades patoldgicas tales como intolerancia a la glucosa,
hipertension y obesidad abdominal. Algunas de esas enzimas son o -glucosidasa (EC 3.2.1.20),
enzima convertidora de angiotensina (ECA) (EC 3.4.15.1) y lipasa pancreatica (EC 3.1.1.3) (Tan
et al., 2016).

La reduccion de la hiperglucemia posprandial mediante la inhibicion de las enzimas involucradas
en el metabolismo de los carbohidratos (a-glucosidasa y a-amilasa), la inhibicion de las enzimas
lipoliticas, incluida la lipasa, asi como la inhibicion del estrés oxidativo y el retraso del proceso
inflamatorio son los enfoques terapéuticos mas comunes para tratar sindrome metabodlico

(Costamagna et al., 2016).

2.3.1.1. Compuestos Bioactivos Inhibidores de a-Amilasa y a-Glucosidasa. Entre los metabolitos

secundarios con capacidad antioxidantes se ha reportado que polifenoles y péptidos provenientes
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de fuentes naturales tales como algas, plantas, insectos y hongos presenta potencial para inhibir las
enzimas a-glucosidasa y a-amilasa, enzimas clave en el metabolismo de glucosa (Nwosu et al.,
2011; Suetal.,2019; Siet al., 2020, Zielinska et al., 2020). La inhibicion de estas enzimas reduce
la digestion de carbohidratos, por lo que reduce la absorcion de glucosa y los niveles séricos de
glucosa (Tarling et al., 2008). Por tanto, los inhibidores de enzimas pueden ser candidatos

potenciales para el tratamiento de la diabetes tipo 2 (Nasab ef al., 2020).

Dicho potencial de inhibicion se ha atribuido a la capacidad antioxidante, la cual, a su vez puede
reducir el dafio oxidativo asociado con las complicaciones de la diabetes (Fiorentino et al., 2013).
Se ha encontrado que la actividad antidiabética de los compuestos bioactivos esta estrechamente
relacionado a la estructura de estos. Para el caso de flavonoides se ha encontrado que las actividades
mas altas estan relacionadas con el nimero de grupos hidroxilo en las moléculas (Sales et al.,

2012).

Por otro lado, se descubrié que las momilactonas son buenos inhibidores de la a-glucosidasa y la
a-amilasa, dicho efecto se atribuy¢ al anillo de lactona o, B-insaturado con un sustituyente hidroxilo
(Quan, 2019). Otro elemento a considerar son los péptidos, se ha establecido que la inhibicion de

a-amilasa y a-glucosidasa se atribuye a la presencia de aminodcidos aromaticos (fenilalanina,

triptéfano y tirosina) e hidrofobicos (Siow et al., 2017; Zielinska et al., 2020).

Entre otras fuentes productoras de metabolitos secundarios se encuentran las bacterias, se ha
reportado que Bacillus amyloliquefaciens produce el compuesto (S) -2-hidroxi-N - ((S) -1 - ((S) -
8-hidroxi-1-oxoisocroman-3-il) -3-metilbutil) -2 - ((S) -5-oxo0 -2,5-dihidrofuran-2-il) acetamida, el
cual inhibe a a-glucosidasa en 52.98% (Shahzad et al., 2018). Asimismo, se ha documentado que
Chungkookjang un alimento tradicional coreano de soja, fermentado con la bacteria Bacillus
amyloliquefaciens, presenta actividad antidiabética debido a que mejora la secrecion de insulina
estimulada por glucosa y reduce la apoptosis de las células B, lo que se ha atribuido a la presencia
de isoflavonas como son daidzina, genistina, daidzeina y glicanos isoflavonoides (Jeong et al.,

2020).
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2.3.1.2. Compuestos Bioactivos Inhibidores de Lipasa Pancreética. La lipasa pancredtica es la
enzima mas importante responsable de la digestion de la grasa de la dieta, ralentizando la
deposicion de grasa en el tejido adiposo y la supresion del aumento de peso, que tiene efectos
beneficiosos para el sobrepeso y la obesidad (Podsedek et al., 2014; Dechakhamphu et al., 2015).
Actualmente, se ha documentado la inhibicion de la actividad de la lipasa pancreética mediante el
empleo de compuestos bioactivos como polifenoles (Yuan et al., 2018), polisacaridos (Aguilera-
Angel et al., 2018), péptidos (Jakubczyk et al., 2019), alcaloides (Pereira et al., 2017) y saponinas
(Del Hierro et al., 2021).

Las bioactividades tales como hipolipemiante/antiobesidad provenientes de fuentes naturales, se
han asociado a la estructura de los metabolitos secundarios. Zhang et al. (2021), reportaron que el
extracto de péptidos la especie marina Cucumaria frondosa inhibid la lipasa pancreatica y dicho
efecto se atribuy¢ a la anfipaticidad de los aminoacidos constituyentes, caracteristicas estructurales
e interacciones intensas con residuos cataliticos. De igual manera, se ha reportado que las hojas de
Ligustrum purpurascens contienen glucésidos fenilpropanoides y se ha destacado la relacion entre
el grupo hidroxilo fen6lico como una caracteristica estructural importante que podria aumentar la

afinidad de unién y la inhibicién de la lipasa (Wu et al., 2017).

Por lo anterior, la inhibicioén de estas enzimas podria ayudar a reducir el valor energético de los
alimentos, reduciendo su disponibilidad y la extension del proceso de digestion, reduciendo asi el
peso corporal y generando beneficios de gran alcance para la salud (Han et al., 2001; Mohammad

et al., 2013; Worsztynowicz et al., 2014; Zielinska et al., 2020).

2.4. Bacillus en la Produccion de Metabolitos Secundarios

Las especies naturales que son la fuente de los compuestos bioactivos abarcan todos los reinos
bioldgicos, especialmente los invertebrados marinos, plantas, hongos y bacterias (ASP, 2016). En
el caso de bacterias, uno de los géneros mas empleados es el de Bacillus, que pertenece a un grupo

de bacterias heterogéneas filogenéticamente y fenogenéticamente que pueden tolerar condiciones
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extremas y dindmicas. Ademads, pueden producir metabolitos secundarios (Rampelotto, 2010;

Baruzzi et al., 2011; Hamdache et al., 2011).

Entre las bacterias del género Bacillus se encuentra la especie B. amyloliquefaciens (KX953161.1).
La cual tiene forma de bastoncillos y ha sido caracterizada morfoldgica y molecularmente. De
manera general esta se caracteriza por tener consistencia cremosa y mucoide, forma irregular y
color claro crema, asi como flagelacion tipo peritrica y ademas es Gram (+) (Ley-Lopez et al.,
2018). Dicha especie ha atraido un interés considerable debido a que son capaces de producir una
amplia gama de compuestos antimicrobianos activos, lipopéptidos, macrolactinas, enzimas
hidroliticas y ciertos compuestos volatiles. Ademas, esta especie tiene un 8.5% de su genoma

dedicado a la sintesis de metabolitos (Chen et al., 2007a).

Entre los metabolitos secundarios de B. amyloliquefaciens destacan los lipopéptidos, debido, a que
tienen propiedades antimicrobianas, antivirales, anticancerigenas, inmunomoduladoras contra la
aterosclerosis y son surfactantes excepcionales (Cooper ef al., 1981; Ongena et al., 2008; Gan et
al., 2016; Liang et al., 2017; Murai et al., 2017). Dichas moléculas también se han reconocido
como biosurfactantes, los cuales se han descrito como eficaces para prevenir algunas enfermedades

cronicas de alta prevalencia (Sekhon et al., 2012).

2.4.1. Importancia de los Lipopéptidos

Actualmente, se ha demostrado que los lipopéptidos se consideran entre las sustancias menos
toxicas y ademads presentan alta estabilidad a la temperatura y resistencia a las proteasas (Cameotra
et al., 2004; Ayed et al., 2017). Entre las actividades biologicas reportadas, se ha encontrado que
los lipopéptidos pueden actuar como agentes antimicrobianos, antiadhesivos, antitumorales,
antivirales, antiinflamatorios e inmunomoduladores (Rodrigues et al., 2006). Por lo que estos
compuestos podrian constituir alternativas ecologicas a los pesticidas quimicos o ser ingredientes

utiles para fines cosméticos o terapéuticos (Tabbene et al., 2012; Deravel et al., 2014).
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2.5. Generalidades de Lipopéptidos Ciclicos

Los lipopéptidos constituyen un grupo estructuralmente diverso de moléculas, que se componen
de 7 a 25 aminodcidos (grupo hidrofilico), unidos a los 4cidos grasos B-hidroxi o f-amino (grupo
hidrofébico), generalmente de manera ciclica (Raaijmakers et al, 2010). A menudo son
modificados por metilacion, acilacidon o glicosilacion. Existen muchas formas isoméricas, debido
a las variaciones en la composicion de aminoacidos o la diferente longitud de la cadena de acidos
grasos (Ongena et al., 2008). Se ha informado que muchas especies de hongos, bacterias y
actinomicetos producen lipopéptidos con diversas actividades bioldgicas. Estas moléculas se
producen de manera no ribosomica a través de grandes complejos multienzimaticos por sintetasas
peptidicas no ribosémicas sin involucrar ARN mensajero (Leclere ef al., 2005), dicho proceso se

lleva a cabo en membranas celulares de microorganismos (Chen et al., 2007a).

Las especies bacterianas que producen biosurfactantes lipopeptidicos pertenecen a los géneros
Bacillus, Pseudomonas, Serratia, Streptomyces y Arthrobacter (Ongena et al., 2008; Liu ef al.,
2009). Sin embargo, dentro del género Bacillus, las especies B. subtilis, B. cereus y B.
amyloliquefaciens son las principales productoras de biosurfactantes de lipopéptidos (Arima, 1968;

Wakayama et al., 1984; Lee et al., 2007; Chen et al., 2008a).

El hecho de que muchas cepas de Bacillus produzcan mas de una la familia de lipopéptidos puede
mejorar su propiedades bioldgicas debido a interacciones simultaneas entre los diferentes
compuestos (Falardeau et al., 2013). La mezcla de lipopéptidos puede ser beneficiosa y podria tener
una aplicacion futura, pero los diversos efectos de las diferentes mezclas de lipopéptidos de los

aislados de Bacillus atin deben investigarse en detalle (Deravel et al., 2014).

Entre los lipopéptidos ciclicos destacan tres familias principales: iturina, surfactina y fengicina
(Figura 7), y también se han identificado algunas otras moléculas como kurstarkin, micosubtilina,
bacilomicina y liquenisina (Peypoux et al., 1986; Volpon et al., 1999; Hathout et al., 2000; Li et
al., 2010; Bechet et al., 2012; Dimkic et al., 2017).
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Figura 7. Estructura de los lipopéptidos ciclicos a) Surfactina b) Fengicina c) Iturina. Tomado de
Meena et al. (2015).

2.5.1. Surfactina

La surfactina (~1.36 kDa) es un lipoheptapéptido ciclico anfipatico, su estructura se encuentra
conformada por un anillo de lactona ciclica que consiste en un acido graso B-hidroxi C12-C16 y
un heptapéptido con un aminoécido variable en las posiciones 2, 4 y 7 (Bonmatin et al., 1995;

Seydlova et al., 2011).

Por lo general, la secuencia de sus aminoacidos es Glu- Leu-Leu-Val-Asp-Leu-Leu (Seydlova et
al., 2011). Los aminoacidos hidrofobicos de la molécula de surfactina se encuentran en las
posiciones 2, 3, 4, 6 y 7, mientras que los residuos de Glu y Asp se encuentran en las posiciones 1
y 5, respectivamente. Ademas, las isoformas de surfactina coexisten en la célula como una mezcla
de varias variantes peptidicas o con una longitud de cadena alifatica diferente (Tang et al., 2007,
Korenblum et al., 2012). El patréon de aminoacidos y acidos grasos f-hidroxi en la molécula de
surfactina depende no solo de la cepa bacteriana productora sino también del tipo de condiciones

de cultivo (Seydlova et al., 2011).

Por la estructura anfifilica, la surfactina es considerado uno de los biosurfactantes mas fuertes. Los
estudios sobre surfactina se han centrado en sus propiedades contra los microorganismos
fitopatdgenos, como la capacidad antibacteriana, antifungica, inhibitoria en la formacion de

coagulos de fibra y antiviral (Wang et al., 2017).
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2.5.2. Fengicina

La fengicina es un lipopéptido bioactivo que también es conocido como Plipastatina. La estructura
de esta molécula contiene una cadena peptidica de 10 aminoacidos unidos a una cadena de 4cido
graso (Akpa et al., 2001). La longitud de la cadena de 4cidos grasos puede variar de 4&tomos de
carbono C-14 a C-17, dando asi diferentes compuestos homoélogos o isdmeros. La porcion peptidica
del lipopéptido de fengicina consiste en una cadena decapéptida, de la cual 8 aminoacidos (Tyr,
Thr, Glu, Ala, Pro, Gln, Tyr e Ile) estan involucrados en la formacion de un anillo peptidico a través
del enlace de lactona entre el lado -cadena fenolica-OH grupo de Tyr3 y C-terminal-COOH grupo
de Ile10 (Pathak et al., 2012). La variacidon en un solo aminoécido en la sexta posicion en el anillo
peptidico da lugar a dos homologos. La fengicina A contiene Ala en la posicién 6, mientras que el

homologo B contiene Val (Vater et al., 2002; Sun et al., 2006; Meena et al., 2015).

Diversos estudios han demostrado que fengicina producida por Bacillus subtilis juega un papel
crucial como antifingicos, agentes antibacterianos y antitumorales (Luo et al, 2015). Las
propiedades biologicas de esta molécula, se han atribuido a que fengicina hace mas permeable la
membrana plasmatica de la célula objetivo (Deleu et al., 2008). Lo cual es debido a su naturaleza

anfifilica y su afinidad por las bicapas lipidicas (Chen et al., 2010).

2.5.3. Iturina

Entre los tres lipopéptidos ciclicos mas destacados, iturina tiene la masa molecular mas pequefia,
siendo esta de ~1.1 kDa (Aranda et al., 2005). El lipopéptido de iturina es un péptido ciclico de 7
aminodcidos (heptapéptidos) unidos con Asp o Asn en la posicion 1 a una cadena de acido graso
(f-amino) que puede variar de moléculas de carbono C-14 a C-17 (Volpon et al., 1999; Tsuge et
al., 2001). Esta estructura manifiesta caracter anfifilico, lo que permite su interaccion con

membranas celulares, siendo este el sitio mas probable para su accion (Aranda et al., 2005).
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Entre los homologos de esta molécula se encuentran iturina A, B, D y D. La iturina A que consta

de dos partes principales: una parte peptidica compuesta de 7 aminoacidos y cola hidrofébica de

11-12 carbonos (Tsuge et al., 2001).

Por otro lado, este lipopéptido ha sido considerado no toxico, debido a que no causa daio en ratones a

concentraciones menores de 5000 mg por kg (Zhao et al., 2018).

2.6. Propiedades Antioxidantes de Lipopéptidos

Actualmente, se han desarrollado escasas investigaciones sobre el potencial antioxidante de los
lipopéptidos. En el Cuadro 3 se muestran algunos estudios del efecto que tienen sobre la inhibicion
de radicales libres de 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH). No obstante, existen otros métodos para
determinar la capacidad antioxidante, los cuales se basan en su capacidad para captar radicales
libres (Ramos et al., 2008). La evaluacion de la capacidad antioxidante tiene un interés creciente
debido a la funciones protectoras en productos alimenticios y farmacéuticos contra el deterioro
oxidativo en el organismo contra los proceso patologicos mediados por el estrés oxidativo (Gulcin,

2020).

Por otra parte, en un estudio reciente de Jamshidi-Aidji ez al. (2019), se realizo el anélisis de efecto
dirigido con un extracto que contenia una mezcla compleja de lipopéptidos producidos por Bacillus
subtilis. Para esto, se realizé cromatografia en capa fina de alto rendimiento junto con diferentes
bioensayos, entre ellos capacidad antioxidante por el método de DPPH. Lo anterior demostré que
iturina y surfactina resultaron con capacidad antioxidante, al igual que “Kurstakins”, un compuesto

identificado por primera vez.

Los estudios anteriores indican que los lipopéptidos producidos por Bacillus spp. tienen la
capacidad de eliminar los radicales libres y de proteger las células contra el estrés oxidativo, el cual
se ha asociado con el desarrollo de enfermedades cronicas tales como la diabetes, hipertension y

obesidad (Nijhawan et al., 2019; Germoush ef al., 2020; Touyz et al., 2020).

38



Cuadro 3. Inhibicion de radicales DPPH por efecto de lipopéptidos.

Fengicina

. . P Inhibicion Caracterizacion de
Autor Bacteria Lipopéptidos (%) 1Cs lipopéptidos
. i . HPLC
Yalcin et al. (2010)  |B. subtillis Surfactina 75-80 0.25 mg/mL FTIR
93.88 uM
Tabbene et al. (2012) |B. subtillis Bacilomicina 94.47 uM TLC MALDI-TOF
90.08 uM
Ayed et al. (2015) B. majavensis Surfactina y Fengicina 65 HPLC MALDI-TOF
Jamshidi-Aidji et al - Surfactina,
(2019) B. subtillis Iturina y Kurstakins HPTLC-MS
Ayed et al. (2017) B. amylolyquefaciens Surfactina, Bacilomicina y 81% HPLC MALDI-TOF

HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion

FTIR: Espectroscopia infrarroja
TLC: Cromatografia en capa fina

MALDI-TOF: Matrix asistida por laser de desorcion / ionizacioén acoplada a un analizador de tiempo vuelo
HPTLC-MS: cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a la espectrometria de masas

1Cs0: Concentracion media inhibitoria.
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2.7. Propiedades Biologicas de Lipopéptidos

Por lo general los lipopéptidos tienen excelente actividad superficial y actividad antifingica o
bacteriana (Chen et al., 2008a). Otros estudios han reportado que surfactina, fengicina e iturina, asi
como bacilomicina tienen propiedades antiproliferativas contra células de cancer de mama, colon,
pulmonar y renal (Chen et al., 2008a; Cheng et al., 2008; Hajare et al., 2013; Ramalingam et al.,
2019).

Ademas, se ha documentado mediante estudios in vivo que iturina aument6 significativamente la
abundancia de probioticos. En general, estas moléculas tienen un gran potencial para convertirse
en aditivos alimentarios funcionales para mejorar la abundancia de probioticos en la microflora
intestinal y ejercer su potencial antitumoral al causar efectos citotoxicos en las células cancerosas

¢ inhibir su crecimiento (Zhao et al., 2018).

En un estudio reciente de Jamshidi-Aidji et al. (2019), se realizo el andlisis de efecto dirigido con
un extracto de lipopéptidos producidos por Bacillus subtilis. Es decir, se realizd cromatografia en
capa fina de alto rendimiento junto con diferentes bioensayos, entre ellos la inhibicién de o-
glucosidasa. Lo anterior, demostrd que iturina, surfactina y kurstakins inhiben de manera muy

efectiva a a-glucosidasa.

En investigaciones de Zouari et al. (2015), se ha reportado que la administracion de lipopéptidos
producido por Bacillus subtilis a ratas diabéticas no obesas, ejercid efectos sobre trastornos de
salud asociados con la diabetes tipo 1. De igual manera, Zouari et al. (2017) llevaron a cabo un
estudio in vivo donde a las ratas se les administr6 una dieta alta en grasas y alta en fructosa con el
fin de inducir obesidad e hiperglucemia, no obstante se reporté que la administracion de
lipopéptidos revirtio en efecto a niveles normales de glucosa en sangre y redujo significativamente
la actividad de la a-amilasa en el plasma, enzima que desempefia un papel clave en la digestion de
los carbohidratos. De igual manera, se documentd que la mezcla de lipopéptidos producidos por
Bacillus subtilis podrian ser utilizados para tratar la hiperlipidemia e hipertrigliceridemia. Ademas,

los lipopéptidos presentaron un efecto protector y curativo en tejido hepatico. Por lo anterior, se
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sugirio que los lipopéptidos podrian lograr un efecto anti-obesidad a través de la inhibicion de las

enzimas lipidicas digestivas, y ademds podrian evitar la disfuncion hepatica (Zouari et al., 2016).

En cambio, Chen et al. (2020), realizaron un estudio in vitro encontrando que los lipopéptidos
iturina, fengicina y surfactina coproducidos por la cepa de Bacillus velezensis tienen gran potencial
para actuar como inhibidores de la lipasa. También se revel6 que el mecanismo y tipo de inhibicion.
Por otra parte, Zouari et al. (2017) y Ghazala et al. (2017) realizaron estudios in vitro € in vivo, y
reportaron que la mezcla de lipopéptidos inhibe la actividad de la enzima convertidora de

angiotensina (ECA) por lo que también podrian ser utilizados como antihipertensivos utiles.

Una de las estrategias populares en el desarrollo de farmacos contra el sindrome metabdlico es la
busqueda de inhibidores que interfieran con las enzimas digestivas responsables de la hidrdlisis y
absorcion de macronutrientes, como carbohidratos y triglicéridos (de la Garza et al., 2011;

Zielinska et al., 2020).

Entre las terapias comunmente utilizadas para la disminucién de la hiperglucemia postprandial en
pacientes diabéticos no dependientes de insulina consiste en retrasar la absorcion de glucosa
mediante la inhibicién de las enzimas hidrolizantes de carbohidratos, a-amilasa, a-glucosidasa y/o
B-glucosidasa, las cuales se encuentran en el tracto digestivo (You et al., 2011; D'Souza et al., 2012).
Mientras que la lipasa pancreética es una enzima metabdlica implicada en la descomposicion de
los triacilgliceroles en el intestino y su absorcion (Inthongkaew et al., 2017). La inhibicion de la
lipasa es uno de los métodos para el tratamiento de la obesidad mediante la atenuacion de la

digestion y, por tanto, la absorcion de lipidos en el tracto digestivo (Magsood et al., 2017).

Por lo tanto, las investigaciones previas resultan prometedoras e indican la importancia de seguir
estudiando los lipopéptidos y sus propiedades antioxidantes y bioldgicas a fin de obtener una
posible alternativa terapéutica o coadyuvante para tratar el sindrome metabolico, asi como para

retrasar las complicaciones derivadas de los trastornos metabolicos.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sindrome metabolico es una condicion patoldgica caracterizada por obesidad, resistencia
a la insulina, hipertension y dislipidemia. La co-ocurrencia de estos factores se relaciona con un
mayor riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares (ECV) y diabetes mellitus tipo 2.
Ademas, en condiciones de obesidad se incrementa el nivel de especies reactivas de oxigeno
(peroxido de hidrégeno, ion superdxido y radical hidroxilo), lo cual es debido a una alta ingesta
caldrica o inflamacion. De igual manera, la diabetes mellitus tipo 2, un trastorno metabolico que
se caracteriza por los altos niveles de glucosa en la sangre, también se incrementa la produccion de
especies reactivas de oxigeno, causando dafo oxidativo al tejido, asi como otras afecciones. Como
tratamiento para la obesidad y diabetes suministran fdrmacos que actian como inhibidores
enzimaticos pero cuyo uso prolongado puede provocar efectos adversos en la salud. Por lo anterior,
se han buscado alternativas eficaces para el control y tratamiento de afecciones involucradas en el
sindrome metabdlico. Una de las principales alternativas que se tienen en la actualidad es el empleo
de compuestos antioxidantes que sean capaces de suprimir enzimas relacionadas al metabolismo
de lipidos y glucosa. En este sentido, se han reportado propiedades bioldgicas de los lipopéptidos
producidos por bacterias del género Bacillus. Sin embargo, existen pocos estudios in vitro acerca
de los efectos de lipopéptidos sobre la capacidad antioxidante y el sindrome metabdlico. Mediante
la evaluacion del potencial hipoglucemiante e hipolipemiante del extracto de lipopéptidos se podra
generar informacion para estudios posteriores y posible desarrollo de coadyuvante que pueda ser

utilizado en el tratamiento para la obesidad y/o diabetes tipo 2 (sindrome metabolico).
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4. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

1- (Cuales son los mecanismos quimicos para que los lipopéptidos actuen como antioxidantes?

2- (Existen diferencias de afinidad entre los lipopéptidos y las enzimas a-glucosidasa y a-amilasa?

3- (Como varia y cudl sera el porcentaje de inhibicion enzimatica de lipasa pancreatica al ser

sometida a diferentes concentraciones de extracto de lipopéptidos?

43



5. HIPOTESIS

1.- Los lipopéptidos presentan capacidad antioxidante al actuar como donadores de electrones y

protones.

2.- El extracto de lipopéptidos producidos por Bacillus amyloliquefaciens presenta mayor afinidad

a la enzima a-glucosidasa, por lo que se espera una mayor inhibicion sobre esta enzima.

3- La inhibicion de lipasa pancreatica por el extracto de lipopéptidos producidos por Bacillus
amyloliquefaciens serd dependiente de la dosis (es decir a mayor concentracion mayor
inhibicion). Ademas, se alcanzaran porcentajes de inhibicion mayores al 50% debido a que las

moléculas presentes podrian interactuar directamente con el sitio activo de la enzima.
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6. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Se realiz6 una investigacion descriptiva y experimental en el Laboratorio de Alimentos Funcionales

y Nutracéuticos del CIAD, A.C., Unidad Culiacan. El trabajo se dividi6 en las siguientes etapas.

Etapa descriptiva
e Produccion, extraccion y purificacion de lipopéptidos de Bacillus amyloliquefaciens.

e [Evaluacion antioxidante del extracto de lipopéptidos.

Etapa experimental
e [Evaluacion del potencial hipoglicemiante in vitro por efecto del extracto de lipopéptidos
provenientes de Bacillus amyloliquefaciens (KX953161.1).
e Evaluacion del potencial hipolipemiante in vitro por efecto del extracto de lipopéptidos de

Bacillus amyloliquefaciens.
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7. OBJETIVOS

7.1. Objetivo General

Evaluar el potencial antioxidante, hipoglicemiante e hipolipemiante in vitro de lipopéptidos

producidos por Bacillus amyloliquefaciens

7.2. Objetivos Especificos

1. Producir y extraer lipopéptidos de Bacillus amyloliquefaciens.

2. Determinar la capacidad reductora total de los lipopéptidos de Bacillus amyloliquefaciens.

3. Determinar el potencial antioxidante de los lipopéptidos de Bacillus amyloliquefaciens mediante

los métodos de ORAC y ABTS.

4. Evaluar el potencial hipoglicemiante in vitro del extracto de lipopéptidos de Bacillus

amyloliquefaciens.

5. Evaluar el efecto hipolipemiante in vitro del extracto de lipopéptidos de Bacillus

amyloliquefaciens.
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8. JUSTIFICACION

En la actualidad se ha incrementado la demanda de metabolitos secundarios de origen
natural. Se ha estudiado a los lipopéptidos por ser resistentes a altas temperaturas, proteasas y no
presentar toxicidad. Ademas, se ha demostrado que exhiben propiedades bioldgicas. Sin embargo,
existen escasos estudios acerca de la capacidad antioxidante y potencial hipoglicemiante e
hipolipemiante, para lo cual se busca la inhibicidon de enzimas clave en el metabolismo de lipidos
y glucosa, la cual es considerada una de las principales alternativas para el tratamiento y control de
diabetes tipo 2 y/o obesidad, patologias que conforman el sindrome metabolico. Por lo anterior, esta

investigacion tiene justificacion en el &mbito cientifico y de salud.
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9. MATERIALES Y METODOS

9.1. Cepa de B. amyloliquefaciens

La cepa de B. amyloliquefaciens (KX953161.1) empleada para la produccion de lipopéptidos fue
proporcionada por el laboratorio de fitopatologia del Centro de Investigacion en Alimentacion y

Desarrollo (CIAD).

9.2. Obtencioén del Extracto de Lipopéptidos

9.2.1. Produccion de Lipopéptidos

La preparacion de los medios de cultivo se realizé mediante el método de Jemil et al. (2017a) con
algunas modificaciones. Se inoculd Bacillus amyloliquefaciens (KX953161.1) en un matraz
Erlenmeyer de 500 mL que contenia 150 mL de medio de caldo nutritivo. El medio se incub6 a 37
°C con agitacion a 200 rpm durante 48 h y posteriormente se transfirié un 3% (v / v) de inéculo a
un matraz Erlenmeyer de 2 L que contenia 700 mL de medio Landy, el cual se conforma por:
glucosa 20 g/L, acido L-glutdmico 5 g/L, extracto de levadura 1 g/L, K;HPO4 1 g/L, MgSO4 0.5
g/L, KCI1 0.5 g/L, CuSO4 0.0016 g/L, Fez (SO4)3 0.0004 g/L, MnSO40.0012 g/L. El pH del medio

se ajusto a 7.0 y el cultivo se incubd durante 96 h a 27 °C con agitacién a 200 rpm.

9.2.2. Extraccion de Lipopéptidos

Esta técnica de extraccion es una combinacion de precipitacion acida y extraccion con solvente
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(Smyth et al., 2010). El medio Landy se centrifug6 a 12,000 rpm durante 15 minutos a 4 °C para
eliminar las células bacterianas. El pH del sobrenadante se ajust6 a 2.0 afnadiendo HC1 6 N y se
almacend a 4 °C durante la noche hasta que apareci6 un precipitado blanco. Luego se centrifug6 el
sobrenadante a 12,000 rpm durante 15 min y se recolectd el precipitado, y fue resuspendido en
metanol, se ajust6 el pH a 7.0 y se sometio a agitacion durante 2 h a 80 rpm. Por ultimo, se filtr6
el metanol para eliminar el material restante y evaporar hasta sequedad mediante evaporacion
rotatoria a 50 °C. El extracto de lipopéptidos fue resuspendido en metanol y se utiliz6 para evaluar

la capacidad antioxidante en concentracion especifica de acuerdo a la metodologia empleada.

9.2.3. Ultrafiltracion de Lipopéptidos

Los lipopéptidos obtenidos de la precipitacion acida fueron utilizados para la ultrafiltracion de
acuerdo a Ma et al. (2016). Los precipitados se extrajeron dos veces con metanol anhidro durante
5 h y las impurezas insolubles se eliminaron por centrifugacion a 8000 xg a 4 °C durante 20 min.
El metanol se evapor6d usando un evaporador rotatorio de vacio a 50 °C para concentrar los

lipopéptidos y la muestra resultante se disolvio en agua ultrapura.

Los lipopéptidos se purificaron mediante ultrafiltracion en dos etapas mediante una unidad de
separacion de celulosa regenerada Millipore con moléculas de corte de membranas menores de
10,000 Da. El primer paso, la unidad de separacion por membrana de ultrafiltracion se utilizé para
tratar las soluciones acuosas de lipopéptidos y se recogio el fluido retenido obtenido a 4,000 rpm
por 40 min a 4 °C. Luego, el pH de la mezcla se ajusté a 7.0 con NaOH 1.0 M y se afiadio cierto
volumen de metanol con agitacion lenta durante 2 h. Segundo paso, se utilizé el mismo método y
se recogio el liquido de la parte inferior del tubo. El liquido filtrado se concentrd para lo cual se
us6 un rotaevaporador de vacio y la muestra se liofilizo para obtener el polvo de lipopéptidos, el
cual fue resuspendido en tampon fosfato (0.1 M, pH 6.9) para los ensayos de inhibicion de a-
glucosidasa; el tampon fosfato (0.075 M, pH 7.5) se utiliz6 para el ensayo de inhibicion de lipasa

pancredtica.
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9.3. Métodos de Capacidad Antioxidante

9.3.1. Capacidad Reductora Total por Folin-Ciocalteu

La capacidad reductora total se determin6é mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu y se empled el
método propuesto por Swain et al. (1959) con algunas modificaciones. Se mezclaron10 pL de 230
uL de agua destilada y 10 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu en una microplaca de 96 pocillos. La
mezcla se incubd 3 min, y se le afladié 25 pL de NaCOs 4 N. Después, se incubd a temperatura

ambiente durante 2 h en oscuridad. Posteriormente, se midio la absorbancia a 725 nm a través de
un lector de microplacas Synergy HT. La cuantificacion de capacidad reductora total se realizo
mediante una curva estandar de acido galico (0.1 a 0.4 mg/mL) y los resultados se expresaron en

mg equivalentes de acido galico por gramo de extracto (mg EAG/ g muestra).

9.3.2. Capacidad Antioxidante por ORAC

La capacidad antioxidante por ORAC de los extractos de lipopéptidos se determind de acuerdo al
método de Huang et al. (2002), el cual consiste en la disminucion de la fluorescencia inducida por
un generador de radicales peroxilo 2,2’-azobis, 2-amidino-propano dihiclorido (AAPH). Para el
ensayo, se tomo una alicuota de 25 pL del extracto de lipopéptidos diluido con buffer de fosfatos 75
mM (pH 7.4) (300 pg/mL) y se depositd en una microplaca de poliestireno de 96 pozos con paredes
oscuras. Posteriormente, la placa se introdujo en un lector de microplacas a una temperatura de
incubacion de 37 °C, el cual dispensé 200 pL de fluoresceina 0.96 uM y 75 uL. de AAPH 95.8 uM.
La reaccion inicid una vez que se adiciona este ultimo reactivo. Los datos de fluorescencia se
registraron cada 70 min con intervalos de 70 s a una longitud de onda de excitacion de 485 nm y de
emision de 580 nm. Los célculos se obtuvieron de una ecuacion de regresion lineal de una curva
estandar de Trolox y el area bajo la curva de la pérdida de fluorescencia. Los resultados se

expresaron en umol equivalente de Trolox por gramo de extracto (umol TE/g extracto).
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9.3.3. Inhibicion de la Absorbancia del Radical ABTS

La capacidad antioxidante por ABTS de los lipopéptidos se determind como lo describen Thaipong
et al. (2006). El radical ABTS fue disuelto en agua destilada a una concentracion de 7.4 mM
(solucion stock). El radical ABTSe+ se produjo al mezclar la solucion stock de ABTS con
persulfato de potasio 2.6 mM (1:1 v/v) y se incubd en oscuridad a 25 °C por 12-16 h antes de su
uso. Posteriormente, se preparo la solucioén de reaccion tomando 100 pL del radical y se disolvid
en 2900 pL de disolvente para ajustar la absorbancia. Para el ensayo se mezcld 10 puL de extracto
de lipopéptidos (500, 750, 1000, 1500 y 2000 pg/mL) con 190 pL de la soluciéon de reaccion en
una microplaca, y se sometio a incubacion durante 30 min. Posteriormente, la absorbancia fue leida
una microplaca, y se someti6 a incubacion durante 30 min. Posteriormente, la absorbancia fue leida
en un lector de microplacas a 734 nm. La cuantificacion se realiz6 mediante una curva de Trolox
y los resultados se expresaron como pmol equivalentes de Trolox por gramo de extracto (pumol

ET/g extracto).

9.4. Potencial Hipoglicemiante e Hipolipemiante

9.4.1. Inhibicion de la Enzima a-Glucosidasa

La actividad inhibidora de la a-glucosidasa se determind de acuerdo al ensayo modificado del
Manual de la enzima Worthington seglin lo informé por Cuevas-Juarez ef al. (2014). Brevemente,
en placas de 96 micropocillos se incubaron 50 pL de extracto de lipopéptidos a distintas
concentraciones (5, 10, 20, 30 y 40 mg/mL) por 10 min a 37 °C con 100 pL de a-glucosidasa de
Saccharomyces cerevisiae (0.6 U/mL) en tampdn fosfato (0.1 M, pH 6.9). Luego, se afiadié 50 pL
de p-nitrofenil-a-glucopirandsido 3 mM en tampon fosfato pH 6.9 (pNPQG), y la mezcla se incub6
por 12 mina 37 °C. La actividad de la enzima se determiné midiendo la liberacion de p-nitrofenol

del sustrato pNPG. La absorbancia a 405 nm se midi6 con un lector de microplacas de 96 pocillos
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(Synergy HT, Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT). Ademas, se empled 50 pL. de acarbosa 1

mM como control.

% Inhibicién = [(AAbscontrol-AAbsmuestra)/ AAbscontrol ] x 100

9.4.2. Inhibicion de la Enzima a-Amilasa

En el ensayo de inhibicion de la a-amilasa se considerd el Manual de la enzima Worthington
(Worthington, 1993). Para este ensayo se adiciond 50 puL de sustrato (almidon al 1% en tampon de
fosfato con pH 6.9 y 0.006 M de NaCL) y enzima (13 U/mL), y 50 uL del extracto de lipopéptidos
a distintas concentraciones (5, 10, 20, 30 y 40 mg/mL) y 50 pL de acarbosa (8.38 mg/mL). El
tampon de fosfato con pH 6.9 y 0.006 M de NaCL se utiliz6 como blanco. Se prepar6 una solucion
madre de almidon soluble en agua que fue calentada a 90 °C en una placa caliente durante 15 min.
La solucion madre de a-amilasa pancreatica (13 U/mL) se preparara en tampon de fosfato con pH
6.9 y 0.006 M de NaCL. La solucién enzimatica y la mezcla del ensayo fueron pre incubadas a 37
°C en bafio maria durante 10 min y la reaccion inicia al agregar la enzima. La mezcla se sometio a
incubacion a-37 °C durante 10 min con 50 pL de a- amilasa pancreatica a 13 U/mL, 50 pL de sustrato
a 1 mg/mL y 50 pL de extracto de lipopéptidos (5, 10, 20, 30 y 40 mg/mL). Posteriormente, se
afiadird 1 ml de reactivo de 4acido dinitrosalicilico, y la solucidn se calent6 a 85 °C durante 15 min.
Luego, la solucion se transfiri6 a hielo hasta temperatura ambiente, y se afiadié 1 mL de agua
destilada. Finalmente, se afiadi6 250 pL de cada muestra en una placa de 96 pocillos, y se registro

la absorbancia a 540 nm con un lector de microplacas.

% Inhibicion = [(AAbscontrol-AAbsmuestra)/ AAbscontrol ] x 100
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9.4.3. Inhibicion de la Enzima Lipasa Pancreatica

La actividad inhibidora de la lipasa por efecto de lipopéptidos se realizdo mediante el método de
espectroscopia de Worsztynowicz et al. (2014) con algunas modificaciones. En el ensayo se utilizé
p-nitrofenol palmitato (pNPP) como sustrato, que se hidroliza con lipasa para dar p-nitrofenol
(pNP), un agente de color que se puede monitorear a 410 nm. La mezcla de ensayo total compuesta
por 1000 uL de tampon de fosfato de sodio 0.05 M (pH 7.5 a una temperatura de 25 °C) que
contiene colato de sodio (1.15 mg/mL) y goma arabiga (0.55 mg/mL). Después se afiadi6 20 pL
del extracto de lipopéptidos, empleando diversas concentraciones (0.8, 2, 5, 8 y 10 ug/mL). Luego,
se afiadieron 20 pL de la solucion de enzima lipasa porcina (35 mg/mL) en tampdn de fosfato de
sodio (0.05 M) para iniciar la reaccion colorimétrica. Por ultimo, se anadio 20 pL. PNPP en
isopropanol (0.01 M). La mezcla fue incubada a 37 °C por 30 minutos. El p-nitrofenol liberado se
midié a 410 nm. La reaccion de control (sin inhibidor) represent6 el 100% de actividad enzimatica.

El porcentaje de inhibicion se calculé mediante la siguiente ecuacion:

% Inhibicién = [(AAbscontrol-AAbsmuestra)/ AAbscontrol ] x 100

9.5. Disefio Experimental

Los datos de capacidad antioxidante por capacidad reductora total y ORAC se muestran con medias
+ de desviacion estdndar. Mientras que para el ensayo de ABTS los resultados se analizaron
mediante un anélisis de varianza (ANOVA) de un factor, donde el factor es la concentracion y se
tienen cinco niveles (500, 750, 1000, 1500 y 2000 pg/mL), siendo la respuesta el porcentaje de
inhibicion del radical ABTS.

Por otra parte, en los ensayos de inhibicion enzimatica de a-glucosidasa y a-amilasa, los resultados

se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) de un factor, siendo la concentracion y
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se tienen cinco niveles (5, 10, 20, 30 y 40 mg/mL); la respuesta es el porcentaje de inhibicion de
a-amilasa y/o a-glucosidasa. De forma muy similar en el ensayo de inhibicion enzimatica de lipasa,
los resultados se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) de un factor, siendo la

concentracion y se tienen cinco niveles (0.8, 2, 5, 8 y 10 pg/mL).

Los disefios propuestos fueron contrastados mediante un analisis de varianza, haciendo la prueba
de comparacion de medias de Tukey (p<0.05). El paquete estadistico empleado para el andlisis de
resultados fue Minitab v.18. Con los resultados obtenidos de capacidad antioxidante por ABTS e

inhibicion enzimatica se realizd un analisis de regresion lineal y/o logaritmico para obtener la

concentracion inhibitoria media (ICsp).
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10. RESULTADOS Y DISCUSION

10.1. Capacidad Antioxidante

10.1.1 Capacidad Reductora Total

En el Cuadro 4 se muestran los resultados correspondientes a capacidad reductora total (CRT) del
extracto de lipopéptidos, comparado con estudios reportados en otras fuentes. En CRT el extracto
de lipopéptidos presentd una concentracion de 75.80 + 5.06 mg equivalentes de acido galico por

gramo de muestra (mg EAG/g).

En la determinacion de la CRT, se emplea el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu (F-C), y el
estandar acido galico se emplea para cuantificar otro tipo de moléculas como son los compuestos
fenolicos (Singleton et al., 1999; Sanchez-Rangel et al., 2013). Sin embargo, el reactivo F-C
reacciona con compuestos fenolicos, ademas, de otros compuestos reductores como el acido
ascorbico, acido deshidroascorbico, azicares reductores (glucosa y fructosa) y aminoacidos
(tirosina, el triptofano y cisteina) (Matsushita et al., 1966; Singleton et al., 1999; Everette et al.,
2010).

El valor obtenido en CRT es superior a lo reportado por Cho (2020) y Piotrowicz et al. (2020), al
estudiar aislados e hidrolizados de proteina de salvado de arroz, respectivamente, con valores de
2.10 a 37. 24 mg EAG/g. Con la misma fuente natural, Zaky et al. (2019) obtuvo resultados de
CRT de 2.32a11.15 mg EAG/g.

Xu et al. (2019), reportaron que hidrolizados de kafirina de sorgo obtenidos por fraccionamiento
presentan valores de CRT de 30.76 a 40.59 mg EAG/g. Se considera que el proceso de hidrdlisis
liber6 los péptidos con residuos de aminoacidos fendlicos, asi como otros posibles compuestos

fendlicos.
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Es importante sefalar que la CRT puede estar sobreestimada debido a la interferencia de otros

productos que podrian reaccionar con el reactivo de F-C como los acidos nucleicos (Anunciacao

etal.,2017).

Cuadro 4. Capacidad reductora total de extracto de lipopéptidos y otras fuentes de péptidos.

Autores Fuentes Resultados
Extracto de lipopéptidos 75.80 £ 5.06 mg EAG/g
Piotrowicz et  al | Hidrolizados y aislados de | 4.78 a37. 24 mg EAG/g.
(2020) proteina de salvado de arroz
Cho (2020) Aislado de proteina de salvado | 2.10 mg EAG/g.
de arroz
Zaky et al. (2019) Hidrolizados de proteina de | 2.32a11.15 mg EAG/g
salvado de arroz
Xu et al. (2019) Hidrolizados de kafirina de | 30.76 a 40.59 mg EAG /g
sorgo

Los resultados se expresan en mg equivalentes de acido galico por gramo de muestra (mg EAG/g).
Datos mostrados como medias + desviacion estandar de tres réplicas.

10.1.2. Capacidad Antioxidante por ORAC

La capacidad antioxidante del extracto de lipopéptidos se evalud a través del ensayo quimico
ORAC. El ensayo de capacidad antioxidante se basa en la transferencia de protones, es decir, miden
la capacidad donante del 4&tomo de hidrogeno de los antioxidantes (Xiao et al., 2020). En este
estudio, la capacidad antioxidante del extracto de lipopéptidos fue de 207.98 + 8.74 umol ET/g.
Por su parte, Zhang et al. (2010) reportan datos inferiores de 23 a 83.8 pmol TE/g en hidrolizados
de proteina de soya. Sin embargo, Zhang et al. (2019) muestran valores superiores a 458.32 umol
TE/g en hidrolizados de proteina de germen de maiz. De igual manera, Ji et al. (2019) reportaron
1180 pumol TE/g en péptidos de moha (Setaria italica). Las diferencias de estos dos ultimos
resultados respecto a nuestros datos, podria ser debido a que los investigadores mencionados
emplearon péptidos aislados y purificados, lo cual debido a limitantes metodoldgicas no se pudo

replicar en nuestro estudio.
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Asimismo, Liu et al. (2016) indican que los péptidos menores a 1.5 kDa poseen excelente actividad
antioxidante, probablemente porque los péptidos de bajo peso molecular tienen mayor solubilidad,
menor viscosidad y pueden absorberse de manera mas eficiente. Los lipopéptidos son moléculas
de ~ 1.0-1.5 kDa (Yang et al., 2015; Meena et al., 2017). No obstante, el extracto empleado podria
contener algunas impurezas provenientes del caldo de fermentacion por ejemplo, macromoléculas
(micelas de surfactina, polisacaridos, péptidos y proteinas) y moléculas pequefias (medio mineral,

alcoholes, acido ftalico y aminoacidos) (Mulligan et al., 1990; Chen et al., 2007b).

10.1.3. Inhibicion del Radical ABTS

Por otro lado, en la capacidad antioxidante por ABTS (Figura 8) se pueden apreciar diferencias
significativas acorde a las concentraciones empleadas del extracto de lipopéptidos (500, 750, 1000,
1500 y 2000 pg/mL). Con los datos obtenidos se realizé un analisis de regresion lineal y se obtuvo
un ICso de 652 pg/mL. Zhang et al. (2016), realizaron una investigacion con péptidos de coldgeno
de piel de tilapia (Oreochromis niloticus) y reportaron un ICso 1480 pg/mL. De igual manera, Wang
et al. (2014) reportaron valores de ICso 1754.1 y 1305.5 pug/mL en péptidos de musculo de tiburon
(Mustelus griseus). Es importante mencionar que valores ICso menores, indican que se requirié una

menor concentracion del extracto para inhibir el radical en un 50%.

Najafian ef al. (2015), han descrito que la capacidad antioxidante de péptidos se ha atribuido a la
presencia de aminoacidos de naturaleza aromatica (fenilalanina y tirosina) e hidrofobica (leucina,
valina y fenilalanina), asi como aminoacidos hidréfilos (histidina, prolina y lisina). La
hidrofobicidad y la naturaleza anfifilica de los péptidos también parece mejorar las actividades de
eliminacion de radicales al aumentar la solubilidad de los péptidos al tiempo que facilita la
interaccion y los intercambios de protones con las especies de radicales. Otro factor que podria ser
responsable de la actividad inhibitoria del radical ABTS son los bajos pesos moleculares de los

péptidos (Chi et al., 2015; Thamnarathip et al., 2016).
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Figura 8. Efecto del extracto de lipopéptidos en la inhibicion del radical ABTS.

Los lipopéptidos surfactina, fengicina e iturina son moléculas de ~ 1.0-1.5 kDa (Yang et al., 2015).
Ademas, estan constituidos por grupos funcionales en su estructura, que les proporciona el poder
donante de electrones y de tal manera que pueden reaccionar con los radicales libres ABTS™ para

convertirlos en un producto mas estable.

Lo anterior coincide con Tabbene ef al. (2012) y Ayed et al. (2017), donde se estipula que la
capacidad antioxidante de los lipopéptidos es debido a los aminoacidos (hidrofobos y aromaticos)
presentes en la region peptidica, asi como a la cadena alifatica de sus B-hidroxi o B-amino acidos

grasos (Yang et al., 2015; Jemil et al., 2017b).

10.2. Potencial Hipoglicemiante

La evaluacion del potencial hipoglicemiante in vitro mediante la inhibicion enzimatica se sustenta
en que los metabolitos secundarios con capacidad antioxidante podrian combatir la condicion
hiperglucémica actuando como inhibidores enzimaticos, lo que conlleva a la reduccion en la

digestion de los carbohidratos y la disminucion en los niveles de glucosa (Bidon-Chanal et al.,
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2013; Volpe et al., 2018; Nasab et al., 2020).

La a-glucosidasa es otra enzima clave unida a la membrana ubicada en el epitelio del intestino
delgado involucrada en la digestion del almidon a través de la descomposicion de oligosacaridos y
disacaridos para producir glucosa, que luego es absorbida por el cuerpo. Por lo tanto, la inhibicion
de esta enzima es otra estrategia eficaz para reducir el nivel de glucosa en suero y, en ultima
instancia, controlar los sintomas de la enfermedad asociados con la diabetes (Shobana et al., 2009;

Gropper et al., 2012).

En la Figura 9 se muestra el efecto del extracto de lipopéptidos ultrafiltrados sobre la enzima o-
glucosidasa, ademas se aprecian diferencias significativas a las concentraciones empleadas (5, 20,
30, 40, 50 mg/mL). Con la concentracion de 20 mg/mL se alcanzé el 36.44% de inhibicion, lo cual
difiere con Awosika et al. (2019), quienes a la misma concentracion inhibieron en un 53.35%
utilizando una fraccion peptidica (<1 kDa) obtenida tras la hidrélisis de proteina de chicharo (Pisum

sativum).

Aunque trabajos anteriores también han informado que los péptidos de bajo peso molecular son
fuertes inhibidores de la actividad de la a-glucosidasa. Por ejemplo, la fraccion peptidica <1 kDa
derivada del frijol pinto Durango exhibié una actividad inhibidora de 76.4% contra la a -
glucosidasa (Oseguera-Toledo ef al., 2015). Las altas concentraciones empleadas para inhibir a-
glucosidasa se han atribuido a la presencia de péptidos con efectos antagonistas, los cuales podrian
reducirse mediante el fraccionamiento, de tal manera se podria incrementar la actividad inhibidora

de la enzima a-glucosidasa (Awosika et al., 2019).

Por otro lado, a partir de los datos obtenidos (Figura 9) se realiz6 un analisis de regresion lineal y
se obtuvo una concentracion media inhibitoria (ICso) de 33.87 mg/mL. Dicho valor es mayor a lo
reportado por Zielinska et al. (2020), se utilizaron péptidos de langosta del desierto (Schistocerca
gregaria) para la inhibicion enzimatica de a-glucosidasa y se reportd un ICs00.01594 mg/mL. Cabe
destacar que un ICso menor indica que se requirié una menor concentracion del extracto para inhibir

en un 50% la enzima glucosidasa.
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Figura 9. Efecto del extracto de lipopéptidos en la inhibicion de la enzima a-glucosidasa.

Las diferencias podrian ser debido a lo reportado por Ibrahim et al. (2018), los cuales sefialan que
los péptidos inhibidores de la a-glucosidasa més potentes tienen muy pocos aminodcidos con
cadenas laterales hidrofobas voluminosas (leucina, isoleucina y valina). Con base en estas
aseveraciones, se puede deducir que las interacciones hidrofobicas podrian no estar involucradas

en el mecanismo de inhibicién de los péptidos inhibidores de la a-glucosidasa.

Surfactina, es uno de los lipopéptidos presentes en la muestra estd constituida por un heptapéptido
con aminodcidos apolares alifaticos (leucina y valina) y un acido graso B-hidroxi. Por consiguiente,
se infiere que surfactina no estd involucrada en inhibicion de la enzima y podria estar obstruyendo
la interaccion del resto de los lipopéptidos en la muestra con el sitio activo de a-glucosidasa.
Contrario a lo anterior, se ha planteado que la secuencia de péptidos con residuos de aminoacidos
que contienen grupos hidroxilo (serina, treonina o tirosina) o un aminodcido basico (lisina o
arginina) en el extremo N-terminal del péptido podrian influir en gran medida en la inhibicion de

la a-glucosidasa (Mojica et al., 2016; Ibrahim et al., 2018).

Los lipopéptidos fengicina, asi como iturina y bacilomicina miembro de esta Giltima familia consta

de los aminodcidos serina, tirosina y treonina y ademads estan constituidos de pocos o ningin
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aminoacido hidrofobico (leucina, isoleucina y valina). Por lo anterior, existe la probabilidad de que

las fracciones del extracto de lipopéptidos tengan mas afinidad con la enzima a-glucosidasa.

La enzima a-amilasa es una de las principales enzimas involucradas en la digestion del almidon de
la dieta, liberando oligosacéridos que pueden descomponerse en glucosa, que el cuerpo absorbe
rapidamente. Por lo tanto, la inhibicion de la actividad de la a-amilasa se considera una estrategia
eficaz para controlar la diabetes (Gropper ef al, 2012). Sin embargo, durante la accién de
inhibidores enzimaticos como alternativa terapéutica, suele ser de interés farmacéutico investigar
los efectos correspondientes a inhibidores de la a-amilasa porque la mayoria de los efectos

secundarios se asocian con una inhibicion excesiva de esta enzima (Ibrahim et al., 2018).

El nulo potencial del extracto de lipopéptidos contra la enzima a-amilasa probablemente se deba a
la escasa presencia de aminoacidos aromaticos. Se ha documentado que los aminodcidos de
naturaleza aromadtica (fenilalanina, triptéfano y tirosina) de péptidos se unen a los residuos
enzimaticos pertenecientes al sitio activo de o-amilasa mediante interacciones aromatico-
aromaticas que surgen de enlaces de hidrogeno, interacciones electrostaticas y de Van der Waals,
las cuales parecen estar criticamente implicadas en la accion inhibidora de los péptidos hacia la

enzima (Siow et al., 2017).

De igual manera, otros estudios indican que los hidrolizados no fraccionados contienen un rango
de péptidos mas grande y de mayor tamafio, en consecuencia, los péptidos tendran una capacidad
de unién a enzimas mas débil (Malomo et al., 2016). Otra posible explicacion podria deberse al
hecho de que los hidrolizados no fraccionados contienen péptidos que pueden producir efectos

antagonistas para reducir el efecto inhibidor de los péptidos activos (Girgih et al., 2015).

Algunos estudios han reportado que es recomendable la inhibicion leve de la a-amilasa para
prevenir la fermentacion bacteriana anormal que resulta de la presencia de carbohidratos no
digeridos en el colon, lo cual promueve flatulencia y diarrea (Etxeberria et al., 2012; Nagmoti et
al., 2013; Unuofin et al., 2018). Segiin Chen et al. (2008b), la inhibicion de la a-glucosidasa
favorece el vaciamiento géstrico, 1o que provoca saciedad y pérdida de peso, ttiles en el tratamiento

de la obesidad. Por tanto, una fuerte inhibicion de la actividad a-glucosidasa de los extractos podria
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ayudar a producir saciedad y pérdida de peso en sujetos obesos (McDougall et al., 2005).

Por lo anterior, se ha sugerido una mayor selectividad por parte de los compuestos bioactivos para
inhibir a-glucosidasa, la cual es considerada una ventaja para su posible aplicaciéon como agentes
terapéuticos o como ingredientes alimentarios funcionales con propiedades antidiabéticas

(Cardullo et al., 2020).

10.3. Inhibicién de la Actividad de Lipasa Pancreatica por Efecto de Lipopéptidos

La evaluacion del potencial hipolipemiante in vitro mediante la inhibicion enzimatica de lipasa
pancredtica es considerada una estrategia potencial para contrarrestar la obesidad. La lipasa
digestiva hidroliza los triglicéridos dietéticos no absorbibles en moléculas absorbibles mas
pequefias de monoglicéridos y acidos grasos libres, que son absorbidos por el intestino (Mohamed

et al., 2014; Buchholz et al., 2015; Glisan et al., 2017).

Mientras que la inhibicion de la lipasa puede reducir la absorcion de grasas intestinales, retarda la
deposicion de grasa en el tejido adiposo y suprime el aumento de peso, lo cual tiene efectos

beneficiosos para el sobrepeso y la obesidad (Podsedek et al., 2014; Dechakhamphu et al., 2015).

En la Figura 10 se muestra el efecto del extracto de lipopéptidos ultrafiltrados sobre la enzima
lipasa pancredtica, ademas se aprecian diferencias significativas a las concentraciones empleadas
(0.8, 2, 5, 8, 10 pg/mL). A partir de los datos obtenidos se realiz6 un analisis de regresion

logaritmica y se obtuvo una concentracion media inhibitoria (ICso) de 4.69 pg/mL.

Dicho valor es similar a lo reportado por Chen et al. (2020), quienes documentaron que el extracto
crudo de lipopéptidos, fengicina purificada, asi como los estdndares de iturina y surfactina
exhibieron fuertes actividades de inhibicion contra la lipasa de manera dependiente de la dosis; el
ICso fue de 11, 5, 56 y 5 pg/mL, respectivamente. El lipopéptido crudo estaba compuesto

principalmente por fengicina (73.9%), por lo que se considerd que este lipopéptido contribuia
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significativamente a las actividades inhibidas contra la lipasa.
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Figura 10. Efecto del extracto de lipopéptidos en la inhibicion de la enzima lipasa pancredatica.

Ademas , Chen et al. (2020), reportaron que los efectos de los lipopéptidos inhibidores sobre lipasa
son debido a que los atomos de oxigeno del grupo hidroxilo en los residuos Thr y Glu en fengicina
podrian actuar directamente sobre Ser y Asn de lipasa. Mientras que los grupos carbonilo del
residuo Leu en la surfactina podria actuar directamente sobre Asp y Ser de la lipasa. Siendo los

aminodcidos Ser, His y Asp los aminoacidos presentes en el sitio activo de la enzima.

Por otra parte, de acuerdo a Glisan et al. (2017), se puede observar que los efectos inhibidores del
extracto ultrafiltrado de lipopéptidos se encuentran dentro del orden de magnitud de orlistat (ICso
4 pg/mL), medicamento que actia como un inhibidor de la lipasa pancreatica inhibiendo la

absorcion de lipidos en la dieta y usado para tratar la obesidad (GBD, 2017; Saunders et al., 2018).
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11. CONCLUSIONES

El extracto de lipopéptidos registr6 una concentracion de capacidad reductora total de 75.80
+ 5.06 mg EAG/g, la cual es considerable en comparacion con otros metabolitos secundarios

(fitoquimicos).

La capacidad antioxidante que se obtuvo por ORAC fue de 207.98 + 8.74 umol ET/g. En tanto que
con ABTS se registro un ICso 652 pg/mL. Dichos resultados se atribuyen a la estructura del

biosurfactante y sus grupos funcionales.

El extracto de lipopéptidos inhibe a-glucosidasa a un ICso de 28.25 mg/mL, pero presentd nula
inhibicion de a-amilasa. Lo anterior, podria deberse a la secuencia de aminodcidos en la region
peptidica o bien a que la presencia de péptidos tendria efectos antagonistas, lo que se traduciria en

una menor eficiencia para inhibir las enzimas.
El extracto de lipopéptidos inhibe lipasa a un ICso de 4.69 pg/mL, lo que indica que el extracto de

lipopéptidos es eficaz como agente hipolipemiante. Esto podria deberse al perfil de lipopéptidos

presentes en la muestra y la posible interaccioén de estos con el centro activo de la enzima.
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12. RECOMENDACIONES

Realizar estudios de bioaccesibilidad mediante la evaluacion de la capacidad antioxidante
con la mezcla de lipopéptidos y las fracciones individuales de lipopéptidos surfactina, fengicina y
bacilomicina, con la finalidad de conocer los posibles efectos antagonistas y/o sinérgicos del

extracto.

Llevar a cabo estudios de simulacion gastrointestinal in vitro y evaluar el potencial hipoglicemiante
e hipolipemiante con la mezcla de lipopéptidos y las fracciones individuales de lipopéptidos
surfactina, fengicina y bacilomicina. Mediante estos estudios se podra conocer sobre el grado de

biodisponibilidad de estos metabolitos para ejercer su efecto sobre el sindrome metabdlico.
Elucidar el modo de accién mediante cinéticas enzimaticas y aplicar modelos de acoplamiento

molecular para deducir las interacciones presentes entre los lipopéptidos y las enzimas implicadas

en el metabolismo de glucosa y lipidos.
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	RESUMEN
	Los lipopéptidos son metabolitos secundarios que están compuestos de 7 a 25 aminoácidos, unidos a los ácidos grasos β-hidroxi o β-amino, por lo general se encuentran de manera cíclica. Estos a su vez se agrupan en tres familias: surfactina, iturina y ...
	Palabras clave: Bacillus, lipopéptidos, síndrome metabólico, antioxidante, hipoglicemiante, anti-obesidad.

	ABSTRACT
	Lipopeptides are secondary metabolites that are composed of 7 to 25 amino acids, linked to β-hydroxy or β-amino fatty acids, generally found in a cyclical manner. These in turn are grouped into three families: surfactin, iturin and fengycin. Bacteria ...
	Key words: Bacillus, lipopeptides, metabolic syndrome, antioxidant, hypoglycemic, anti-obesity.

	1. INTRODUCCIÓN
	2. ANTECEDENTES
	2.1. Síndrome Metabólico
	El síndrome metabólico (SM) es una condición patológica que, según los criterios de la Federación Internacional de Diabetes (IDF) (Hui et al., 2010; Beck-Nielsen, 2013), se caracteriza por obesidad, dislipidemia, hiperglucemia e hipertensión arterial....
	En tanto, a nivel nacional, en 2018, el porcentaje de adultos de 20 años y más con sobrepeso y obesidad es de 75.2% (39.1% sobrepeso y 36.1% obesidad); presentando mayor porcentaje de obesidad las mujeres con 40.2% y los hombres el 30.5%. Las cifras d...
	En el caso de hipertensión, 15.2 millones de personas padecen esta enfermedad, lo cual corresponde al 18.4% de la población (20.9% mujeres y 15.3% hombres). Conforme se incrementa la edad, crece el porcentaje de población con diagnóstico previo de hip...
	2.1.1. Diabetes Mellitus Tipo 2
	La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabólica caracterizada por elevados niveles de azúcar en sangre, es decir hiperglucemia crónica (Zheng et al., 2018) . Además, la forma más común es la diabetes mellitus tipo II (DM2) y por ello las padece...
	En 2017 se estimó que 451 millones de personas padecían DM y se espera que esta cifra se incremente a 693 millones en 2045 (Cho et al., 2018). En el caso de México, este ocupa el quinto lugar con más afectados de diabetes a nivel mundial (IDF, 2017). ...
	La DM2 se ha definido como un trastorno metabólico crónico asociado con la hiperglucemia, es decir nivel alto de azúcar en sangre, la cual es causada por la secreción de insulina alterada y la resistencia a la insulina (DeFronzo et al., 2015). El diag...
	En la DM2 los dos principales defectos patológicos son la secreción de insulina alterada por una disfunción de las células β pancreáticas y la acción alterada de la insulina por resistencia a la insulina (ADA, 2010). De manera general, en la Figura 2 ...
	Figura 2. Desarrollo de hiperglucemia en diabetes mellitus tipo 2. Modificado de Baynes (2015).
	Además de lo anterior, es importante mencionar que las células β se encuentran en los islotes de Langerhans, dispersos dentro del páncreas exocrino (Saisho, 2015). Dichas células tienen la capacidad de detectar cambios en los niveles de glucosa en san...
	Pero durante el desarrollo de la enfermedad el defecto de las células β va progresando, los niveles de glucemia en sangre se mantienen constantemente aumentados, y actúan como un tóxico para el
	páncreas, destruyendo la insulina que las células β tienen almacenada en su interior, agravando por tanto la hiperglucemia (Weir et al., 2004; FMD, 2015).
	Así mismo, algunos estudios han demostrado que la apoptosis de células β aumenta en pacientes con DM2, mientras que ni la replicación de células β ni la neogénesis disminuyen, lo que sugiere que el aumento de la pérdida de células β es la principal ca...
	HGP, producción de glucosa hepática; TZD, tiazolidinedionas; PPAR, receptor activado por proliferador de peroxisomas; DPP4, dipeptidil peptidasa 4; SGLT2, cotransportador sodio-glucosa tipo 2.
	Figura 3. La inhibición de las enzimas α-amilasa y α-glucosidasa disminuye la hiperglucemia posprandial en DM2. Modificado de Nasab et al. (2020).
	Los inhibidores de α- amilasa y α- glucosidasa bloquean la hidrólisis de carbohidratos complejos, por lo tanto, la inhibición de ambas enzimas la disminuye la velocidad de digestión de carbohidratos y como resultado se absorbe y transporta menos gluco...
	La acarbosa actúa como un inhibidor enzimático, por lo tanto, facilita el control del nivel de azúcar en la sangre y asegura el retraso en el aumento del estado hiperglucémico postprandial después de una comida (Baron, 1998; Chiasson et al., 2002; Hak...
	Por lo anterior, es importante la búsqueda de nuevos inhibidores de la α-glucosidasa y/o α-amilasa con menores efectos no deseados o ausentes para el tratamiento de la DM2. Recientemente, se descubrió que los productos naturales son una fuente promete...

	2.1.2. Obesidad
	La obesidad es un problema de salud común con el rasgo característico de la deposición excesiva de grasa en los tejidos adiposos. En 2016, la Organización Mundial de la Salud (OMS) informó que alrededor del 50% de la población mundial tiene sobrepeso ...
	La incidencia de la obesidad ha aumentado con rapidez en todo el mundo, lo que convierte a dicha enfermedad en un grave problema de salud pública del siglo XXI. La obesidad se ha definido como una enfermedad compleja y multifactorial que surge de la i...
	Las modificaciones en la dieta y el estilo de vida, como la restricción de calorías y los ejercicios físicos, son las estrategias habituales que se adoptan para controlar el peso corporal; pero, estos métodos tienen efectos limitados contra la obesida...
	2.1.2.1. Intervención Farmacológica en la Obesidad. La eficacia de algunos fármacos contra la obesidad se ha visto limitada por efectos adversos, incluidos trastornos gastrointestinales, alto riesgo de cáncer y efectos perjudiciales del uso a largo pl...
	Cuadro 2. Resumen de medicamentos contra la obesidad para uso a largo plazo. Modificado de (Tak et al., 2021)
	ERC, enfermedad renal crónica; ECV, enfermedad cardiovascular, GABA, ácido gamma-aminobutírico; HTA: hipertensión; IMAO, inhibidores de la monoaminooxidasa; MEN, neoplasia endocrina múltiple; NE, norepinefrina; GLP-1, péptido similar al glucagón tipo 1.
	2.1.2.2. Inhibidores de Lipasa Pancreática. Aunque existen varias estrategias profilácticas y terapéuticas contra la obesidad, la opción más eficaz y ampliamente utilizada implica el uso de fármacos como el orlistat, el cual inhibe la actividad de lip...
	Cuando el cuerpo humano ingiere el alimento que contiene grasa, el lípido a base de triglicéridos primero se hidroliza por la lipasa a monoglicérido, éster de glicerilo y ácido graso libre, siendo mayor el contenido de los productos 1,2-glicólido y ác...
	Después de que se hidrolizan los triglicéridos en ácidos grasos libres y monoacilglicerol por la lipasa gástrica (10% al 30% de descomposición) y la lipasa pancreática (50% al 70% de descomposición) en el tracto gastrointestinal y el intestino delgado...
	Figura 4. Vías metabólicas de los lípidos en el cuerpo humano. Modificado de Liu et al. (2020).
	Contrario a lo anterior, el mecanismo de inhibición de lipasa consiste en lo siguiente. El desarrollo de la obesidad está estrechamente relacionado con el metabolismo de la grasa corporal. La dieta principal está compuesta por triglicéridos mixtos (90...
	Mientras que los inhibidores de la lipasa, al combinarse con la parte activa de la lipasa del estómago y el intestino delgado inhiben la actividad catalítica y, por lo tanto, se conduce a un retraso deseable en la degradación de los triacilgliceroles,...
	Si bien el fármaco orlistat es bien tolerado, debido a las grasas no absorbidas en el intestino, los pacientes pueden experimentar esteatorrea, deposiciones frecuentes, flatos con secreción e incontinencia fecal. Además, este medicamento evita la abso...


	2.2. Estrés Oxidativo y el Síndrome Metabólico
	La producción in vivo continua de radicales libres y especies reactivas de oxígeno (ROS) como el anión superóxido, el radical hidroxilo y el peróxido de hidrógeno puede provocar la muerte celular y el daño tisular (Kalpana et al., 2008; Je et al., 200...
	De igual manera, algunos autores han planteado que pacientes con síndrome metabólico, el estrés oxidativo puede verse amplificado por una deficiencia antioxidante, lo cual puede favorecer la propagación de alteraciones oxidativas desde espacios intrac...
	2.2.1. Estrés Oxidativo en la Diabetes
	En diabetes mellitus, con el desarrollo de hiperglucemia crónica se pueden alterar varias vías de señalización en diferentes tejidos, produciendo estrés oxidativo y la formación de productos finales de glicación avanzada (AGE), así como la secreción d...
	Figura 5. Causas, objetivos, órganos afectados y antioxidantes que combaten el estrés oxidativo. Tomado de Carocho et al. (2018).
	Asimismo, Jang et al. (2017) han demostrado que el metilglioxal (MGO) junto con especies reactivas de oxígeno (EROS), pueden inducir la apoptosis en las células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC). Los factores descritos anteriormente pue...
	En la hiperglucemia, los EROS reducen el nivel de insulina que controla la transcripción del gen y finalmente causa apoptosis en células β (Quan, 2019). La autofagia, la necroptosis y la apoptosis son los tipos de muerte celular con diferentes funcio...
	Por lo tanto, resulta de vital importancia el uso de antioxidantes en la dieta o en combinación con fármacos antidiabéticos que pueden ayudar en gran medida al sistema inmunológico a combatir la condición hiperglucémica y por ende el estrés oxidativo ...
	Figura 6. Factores que conllevan a complicaciones de la diabetes. Tomado de Volpe et al. (2018).

	2.2.2. Estrés Oxidativo en la Obesidad
	Actualmente, la evidencia científica ha demostrado que la acumulación de grasa y la obesidad están relacionadas con un mayor estrés oxidativo (Vincent et al., 2007; Imessaoudene et al., 2016; Furukawa et al., 2017). El estrés oxidativo crónico está re...
	La insuficiencia de las defensas antioxidantes probablemente comienza con una baja ingesta dietética de antioxidantes y fitoquímicos que poseen capacidad antioxidante (Taylor et al., 2006). Además, la ingesta de fitoquímicos se correlaciona inversamen...
	Por otra parte, cuando la ingesta energética excede el gasto energético, es decir se da un estado de balance energético positivo, el cual puede desencadenar respuestas en muchos tipos de células, como adipocitos, células endoteliales e inmunes, que po...
	Como precursor del síndrome metabólico y de otros trastornos relacionados con la obesidad, el aumento del estrés oxidativo en la grasa acumulada debería ser un objetivo importante para el desarrollo de nuevas terapias contra la obesidad (Imessaoudene ...
	Diferentes productos naturales contienen una amplia variedad de compuestos bioactivos con diferentes efectos anti-obesidad sobre el metabolismo y oxidación de las grasas, por lo que se han estudiado y reportado como útiles en el tratamiento de la obes...


	2.3. Funcionalidad Biológica de los Antioxidantes
	Los radicales libres son estabilizados por moléculas antioxidantes. Un antioxidante se puede definir como "una sustancia que, cuando está presente en bajas concentraciones en comparación con las de un sustrato oxidable, retrasa o previene significativ...
	Todos los antioxidantes siguen uno de los siete mecanismos de acción, que varían según el tipo de oxidantes: a) secuestro de radicales libres del medio; b) quelación de iones metálicos; c) inhibición de enzimas productoras de radicales libres; d) acti...
	Actualmente, los compuestos naturales han surgido como candidatos clave para obtener compuestos antioxidantes, debido al reconocimiento de la relación inversa entre la ingesta dietética de antioxidantes naturales y la incidencia de enfermedades humana...
	Durante las últimas décadas varias investigaciones se han centrado en el potencial antioxidante de compuestos bioactivos provenientes de plantas (Oteiza et al., 2005). A su vez, se ha reportado que hongos endófitos, bacterias, algas y actinomicetos ai...
	2.3.1. Antioxidantes como Inhibidores Enzimáticos
	Los antioxidantes se han convertido en un tema de interés constante ya que cantidades masivas de radicales libres resultan en enfermedades crónicas o potencialmente mortales (Young et al., 2001). Los antioxidantes pueden retrasar o prevenir significat...
	Estas contribuyen al desarrollo del síndrome metabólico, el cual se relaciona con la actividad de las enzimas que participan en entidades patológicas tales como intolerancia a la glucosa, hipertensión y obesidad abdominal. Algunas de esas enzimas son ...
	La reducción de la hiperglucemia posprandial mediante la inhibición de las enzimas involucradas en el metabolismo de los carbohidratos (α-glucosidasa y α-amilasa), la inhibición de las enzimas lipolíticas, incluida la lipasa, así como la inhibición de...
	2.3.1.1. Compuestos Bioactivos Inhibidores de α-Amilasa y α-Glucosidasa. Entre los metabolitos secundarios con capacidad antioxidantes se ha reportado que polifenoles y péptidos provenientes de fuentes naturales tales como algas, plantas, insectos y h...
	Dicho potencial de inhibición se ha atribuido a la capacidad antioxidante, la cual, a su vez puede reducir el daño oxidativo asociado con las complicaciones de la diabetes (Fiorentino et al., 2013). Se ha encontrado que la actividad antidiabética de l...
	Por otro lado, se descubrió que las momilactonas son buenos inhibidores de la α-glucosidasa y la α-amilasa, dicho efecto se atribuyó al anillo de lactona α, β-insaturado con un sustituyente hidroxilo (Quan, 2019). Otro elemento a considerar son los pé...
	α-amilasa y α-glucosidasa se atribuye a la presencia de aminoácidos aromáticos (fenilalanina, triptófano y tirosina) e hidrofóbicos (Siow et al., 2017; Zielinska et al., 2020).
	Entre otras fuentes productoras de metabolitos secundarios se encuentran las bacterias, se ha reportado que Bacillus amyloliquefaciens produce el compuesto (S) -2-hidroxi-N - ((S) -1 - ((S) -8-hidroxi-1-oxoisocroman-3-il) -3-metilbutil) -2 - ((S) -5-o...
	2.3.1.2. Compuestos Bioactivos Inhibidores de Lipasa Pancreática. La lipasa pancreática es la enzima más importante responsable de la digestión de la grasa de la dieta, ralentizando la deposición de grasa en el tejido adiposo y la supresión del aument...
	Las bioactividades tales como hipolipemiante/antiobesidad provenientes de fuentes naturales, se han asociado a la estructura de los metabolitos secundarios. Zhang et al. (2021), reportaron que el extracto de péptidos la especie marina Cucumaria frondo...


	2.4. Bacillus en la Producción de Metabolitos Secundarios
	Las especies naturales que son la fuente de los compuestos bioactivos abarcan todos los reinos biológicos, especialmente los invertebrados marinos, plantas, hongos y bacterias (ASP, 2016). En el caso de bacterias, uno de los géneros más empleados es e...
	Entre las bacterias del género Bacillus se encuentra la especie B. amyloliquefaciens (KX953161.1). La cual tiene forma de bastoncillos y ha sido caracterizada morfológica y molecularmente. De manera general esta se caracteriza por tener consistencia c...
	Entre los metabolitos secundarios de B. amyloliquefaciens destacan los lipopéptidos, debido, a que tienen propiedades antimicrobianas, antivirales, anticancerígenas, inmunomoduladoras contra la aterosclerosis y son surfactantes excepcionales (Cooper e...
	2.4.1. Importancia de los Lipopéptidos
	Actualmente, se ha demostrado que los lipopéptidos se consideran entre las sustancias menos tóxicas y además presentan alta estabilidad a la temperatura y resistencia a las proteasas (Cameotra et al., 2004; Ayed et al., 2017). Entre las actividades bi...


	2.5. Generalidades de Lipopéptidos Cíclicos
	Los lipopéptidos constituyen un grupo estructuralmente diverso de moléculas, que se componen de 7 a 25 aminoácidos (grupo hidrofílico), unidos a los ácidos grasos β-hidroxi o β-amino (grupo hidrofóbico), generalmente de manera cíclica (Raaijmakers et ...
	Las especies bacterianas que producen biosurfactantes lipopeptídicos pertenecen a los géneros Bacillus, Pseudomonas, Serratia, Streptomyces y Arthrobacter (Ongena et al., 2008; Liu et al., 2009). Sin embargo, dentro del género Bacillus, las especies B...
	El hecho de que muchas cepas de Bacillus produzcan más de una la familia de lipopéptidos puede mejorar su propiedades biológicas debido a interacciones simultáneas entre los diferentes compuestos (Falardeau et al., 2013). La mezcla de lipopéptidos pue...
	Entre los lipopéptidos cíclicos destacan tres familias principales: iturina, surfactina y fengicina (Figura 7), y también se han identificado algunas otras moléculas como kurstarkin, micosubtilina, bacilomicina y liquenisina (Peypoux et al., 1986; Vol...
	Figura 7. Estructura de los lipopéptidos cíclicos a) Surfactina b) Fengicina c) Iturina. Tomado de Meena et al. (2015).
	2.5.1. Surfactina
	La surfactina (∼1.36 kDa) es un lipoheptapéptido cíclico anfipático, su estructura se encuentra conformada por un anillo de lactona cíclica que consiste en un ácido graso β-hidroxi C12-C16 y un heptapéptido con un aminoácido variable en las posiciones...
	Por lo general, la secuencia de sus aminoácidos es Glu- Leu-Leu-Val-Asp-Leu-Leu (Seydlová et al., 2011). Los aminoácidos hidrofóbicos de la molécula de surfactina se encuentran en las posiciones 2, 3, 4, 6 y 7, mientras que los residuos de Glu y Asp s...
	Por la estructura anfifílica, la surfactina es considerado uno de los biosurfactantes más fuertes. Los estudios sobre surfactina se han centrado en sus propiedades contra los microorganismos fitopatógenos, como la capacidad antibacteriana, antifúngic...

	2.5.2. Fengicina
	La fengicina es un lipopéptido bioactivo que también es conocido como Plipastatina. La estructura de esta molécula contiene una cadena peptídica de 10 aminoácidos unidos a una cadena de ácido graso (Akpa et al., 2001). La longitud de la cadena de ácid...
	Diversos estudios han demostrado que fengicina producida por Bacillus subtilis juega un papel crucial como antifúngicos, agentes antibacterianos y antitumorales (Luo et al., 2015). Las propiedades biológicas de esta molécula, se han atribuido a que fe...

	2.5.3. Iturina
	Entre los tres lipopéptidos cíclicos más destacados, iturina tiene la masa molecular más pequeña, siendo esta de ∼1.1 kDa (Aranda et al., 2005). El lipopéptido de iturina es un péptido cíclico de 7 aminoácidos (heptapéptidos) unidos con Asp o Asn en l...
	Entre los homólogos de esta molécula se encuentran iturina A, B, D y D. La iturina A que consta de dos partes principales: una parte peptídica compuesta de 7 aminoácidos y cola hidrofóbica de 11-12 carbonos (Tsuge et al., 2001).
	Por otro lado, este lipopéptido ha sido considerado no tóxico, debido a que no causa daño en ratones a concentraciones menores de 5000 mg por kg (Zhao et al., 2018).


	2.6. Propiedades Antioxidantes de Lipopéptidos
	Actualmente, se han desarrollado escasas investigaciones sobre el potencial antioxidante de los lipopéptidos. En el Cuadro 3 se muestran algunos estudios del efecto que tienen sobre la inhibición de radicales libres de 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (D...
	Por otra parte, en un estudio reciente de Jamshidi-Aidji et al. (2019), se realizó el análisis de efecto dirigido con un extracto que contenía una mezcla compleja de lipopéptidos producidos por Bacillus subtilis. Para esto, se realizó cromatografía en...
	Los estudios anteriores indican que los lipopéptidos producidos por Bacillus spp. tienen la capacidad de eliminar los radicales libres y de proteger las células contra el estrés oxidativo, el cual se ha asociado con el desarrollo de enfermedades cróni...
	Cuadro 3. Inhibición de radicales DPPH por efecto de lipopéptidos.
	HPLC: Cromatografía líquida de alta resolución
	FTIR: Espectroscopía infrarroja
	TLC: Cromatografía en capa fina
	MALDI-TOF: Matrix asistida por láser de desorción / ionización acoplada a un analizador de tiempo vuelo
	HPTLC-MS: cromatografía líquida de alta resolución acoplada a la espectrometría de masas
	IC50: Concentración media inhibitoria.

	2.7. Propiedades Biológicas de Lipopéptidos
	Por lo general los lipopéptidos tienen excelente actividad superficial y actividad antifúngica o bacteriana (Chen et al., 2008a). Otros estudios han reportado que surfactina, fengicina e iturina, así como bacilomicina tienen propiedades antiproliferat...
	Además, se ha documentado mediante estudios in vivo que iturina aumentó significativamente la abundancia de probióticos. En general, estas moléculas tienen un gran potencial para convertirse en aditivos alimentarios funcionales para mejorar la abundan...
	En un estudio reciente de Jamshidi-Aidji et al. (2019), se realizó el análisis de efecto dirigido con un extracto de lipopéptidos producidos por Bacillus subtilis. Es decir, se realizó cromatografía en capa fina de alto rendimiento junto con diferente...
	En investigaciones de Zouari et al. (2015), se ha reportado que la administración de lipopéptidos producido por Bacillus subtilis a ratas diabéticas no obesas, ejerció efectos sobre trastornos de salud asociados con la diabetes tipo 1. De igual manera...
	En cambio, Chen et al. (2020), realizaron un estudio in vitro encontrando que los lipopéptidos iturina, fengicina y surfactina coproducidos por la cepa de Bacillus velezensis tienen gran potencial para actuar como inhibidores de la lipasa. También se ...
	Por otra parte, Zouari et al. (2017) y Ghazala et al. (2017) realizaron estudios in vitro e in vivo, y reportaron que la mezcla de lipopéptidos inhibe la actividad de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) por lo que también podrían ser utilizad...
	Una de las estrategias populares en el desarrollo de fármacos contra el síndrome metabólico es la búsqueda de inhibidores que interfieran con las enzimas digestivas responsables de la hidrólisis y
	absorción de macronutrientes, como carbohidratos y triglicéridos (de la Garza et al., 2011; Zielinska et al., 2020).
	Entre las terapias comúnmente utilizadas para la disminución de la hiperglucemia postprandial en pacientes diabéticos no dependientes de insulina consiste en retrasar la absorción de glucosa mediante la inhibición de las enzimas hidrolizantes de carbo...
	Por lo tanto, las investigaciones previas resultan prometedoras e indican la importancia de seguir estudiando los lipopéptidos y sus propiedades antioxidantes y biológicas a fin de obtener una posible alternativa terapéutica o coadyuvante para tratar ...


	•Metformina
	Caracterización de lipopéptidos
	Inhibición (%)
	IC50
	Lipopéptidos
	Bacteria
	Autor
	HPLC
	0.25 mg/mL
	75-80
	Surfactina
	B. subtillis
	Yalcin et al. (2010)
	FTIR
	93.88 µM
	TLC MALDI-TOF
	94.47 µM
	Bacilomicina
	B. subtillis
	Tabbene et al. (2012)
	90.08 µM
	HPLC MALDI-TOF
	65
	Surfactina y Fengicina
	B. majavensis
	Ayed et al. (2015)
	Surfactina, 
	Jamshidi-Aidji et al. (2019)
	HPTLC-MS
	B. subtillis
	Iturina y Kurstakins
	Surfactina, Bacilomicina y Fengicina
	HPLC MALDI-TOF
	81%
	B. amylolyquefaciens
	Ayed et al. (2017)
	3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
	El síndrome metabólico es una condición patológica caracterizada por obesidad, resistencia a la insulina, hipertensión y dislipidemia. La co-ocurrencia de estos factores se relaciona con un mayor riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares (EC...

	4. PREGUNTAS DE INVESTIGACIÓN
	1- ¿Cuáles son los mecanismos químicos para que los lipopéptidos actúen como antioxidantes?
	2- ¿Existen diferencias de afinidad entre los lipopéptidos y las enzimas α-glucosidasa y α-amilasa?
	3- ¿Como varia y cuál será el porcentaje de inhibición enzimática de lipasa pancreática al ser sometida a diferentes concentraciones de extracto de lipopéptidos?

	5. HIPÓTESIS
	6. PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN
	Se realizó una investigación descriptiva y experimental en el Laboratorio de Alimentos Funcionales y Nutracéuticos del CIAD, A.C., Unidad Culiacán. El trabajo se dividió en las siguientes etapas.
	Etapa descriptiva
	 Producción, extracción y purificación de lipopéptidos de Bacillus amyloliquefaciens.
	 Evaluación antioxidante del extracto de lipopéptidos.
	Etapa experimental
	 Evaluación del potencial hipoglicemiante in vitro por efecto del extracto de lipopéptidos provenientes de Bacillus amyloliquefaciens (KX953161.1).
	 Evaluación del potencial hipolipemiante in vitro por efecto del extracto de lipopéptidos de Bacillus amyloliquefaciens.

	7. OBJETIVOS
	7.1. Objetivo General
	Evaluar el potencial antioxidante, hipoglicemiante e hipolipemiante in vitro de lipopéptidos producidos por Bacillus amyloliquefaciens

	7.2. Objetivos Específicos
	1. Producir y extraer lipopéptidos de Bacillus amyloliquefaciens.
	2. Determinar la capacidad reductora total de los lipopéptidos de Bacillus amyloliquefaciens.
	3. Determinar el potencial antioxidante de los lipopéptidos de Bacillus amyloliquefaciens mediante los métodos de ORAC y ABTS.
	4. Evaluar el potencial hipoglicemiante in vitro del extracto de lipopéptidos de Bacillus amyloliquefaciens.
	5. Evaluar el efecto hipolipemiante in vitro del extracto de lipopéptidos de Bacillus amyloliquefaciens.


	8. JUSTIFICACIÓN
	En la actualidad se ha incrementado la demanda de metabolitos secundarios de origen natural. Se ha estudiado a los lipopéptidos por ser resistentes a altas temperaturas, proteasas y no presentar toxicidad. Además, se ha demostrado que exhiben propieda...

	9. MATERIALES Y MÉTODOS
	9.1. Cepa de B. amyloliquefaciens
	La cepa de B. amyloliquefaciens (KX953161.1) empleada para la producción de lipopéptidos fue proporcionada por el laboratorio de fitopatología del Centro de Investigación en Alimentación y Desarrollo (CIAD).

	9.2. Obtención del Extracto de Lipopéptidos
	9.2.1. Producción de Lipopéptidos
	La preparación de los medios de cultivo se realizó mediante el método de Jemil et al. (2017a) con algunas modificaciones. Se inoculó Bacillus amyloliquefaciens (KX953161.1) en un matraz Erlenmeyer de 500 mL que contenía 150 mL de medio de caldo nutrit...

	9.2.2. Extracción de Lipopéptidos
	Esta técnica de extracción es una combinación de precipitación ácida y extracción con solvente (Smyth et al., 2010). El medio Landy se centrifugó a 12,000 rpm durante 15 minutos a 4 ºC para eliminar las células bacterianas. El pH del sobrenadante se a...

	9.2.3. Ultrafiltración de Lipopéptidos
	Los lipopéptidos obtenidos de la precipitación ácida fueron utilizados para la ultrafiltración de acuerdo a Ma et al. (2016). Los precipitados se extrajeron dos veces con metanol anhidro durante 5 h y las impurezas insolubles se eliminaron por centrif...
	Los lipopéptidos se purificaron mediante ultrafiltración en dos etapas mediante una unidad de separación de celulosa regenerada Millipore con moléculas de corte de membranas menores de 10,000 Da. El primer paso, la unidad de separación por membrana de...


	9.3. Métodos de Capacidad Antioxidante
	9.3.1. Capacidad Reductora Total por Folin-Ciocalteu
	La capacidad reductora total se determinó mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu y se empleó el método propuesto por Swain et al. (1959) con algunas modificaciones. Se mezclaron10 μL de 230
	μL de agua destilada y 10 μL de reactivo de Folin-Ciocalteu en una microplaca de 96 pocillos. La mezcla se incubó 3 min, y se le añadió 25 μL de Na2CO3 4 N. Después, se incubó a temperatura
	ambiente durante 2 h en oscuridad. Posteriormente, se midió la absorbancia a 725 nm a través de un lector de microplacas Synergy HT. La cuantificación de capacidad reductora total se realizó mediante una curva estándar de ácido gálico (0.1 a 0.4 mg/mL...

	9.3.2. Capacidad Antioxidante por ORAC
	La capacidad antioxidante por ORAC de los extractos de lipopéptidos se determinó de acuerdo al método de Huang et al. (2002), el cual consiste en la disminución de la fluorescencia inducida por un generador de radicales peroxilo 2,2’-azobis, 2-amidino...

	9.3.3. Inhibición de la Absorbancia del Radical ABTS
	La capacidad antioxidante por ABTS de los lipopéptidos se determinó como lo describen Thaipong et al. (2006). El radical ABTS fue disuelto en agua destilada a una concentración de 7.4 mM (solución stock). El radical ABTS•+ se produjo al mezclar la sol...
	una microplaca, y se sometió a incubación durante 30 min. Posteriormente, la absorbancia fue leída en un lector de microplacas a 734 nm. La cuantificación se realizó mediante una curva de Trolox y los resultados se expresaron como µmol equivalentes de...


	9.4. Potencial Hipoglicemiante e Hipolipemiante
	9.4.1. Inhibición de la Enzima α-Glucosidasa
	La actividad inhibidora de la α-glucosidasa se determinó de acuerdo al ensayo modificado del Manual de la enzima Worthington según lo informó por Cuevas-Juárez et al. (2014). Brevemente, en placas de 96 micropocillos se incubaron 50 μL de extracto de ...
	% Inhibición = [(ΔAbscontrol-ΔAbsmuestra)/ ΔAbscontrol ] x 100

	9.4.2. Inhibición de la Enzima α-Amilasa
	En el ensayo de inhibición de la α-amilasa se consideró el Manual de la enzima Worthington (Worthington, 1993). Para este ensayo se adicionó 50 μL de sustrato (almidón al 1% en tampón de fosfato con pH 6.9 y 0.006 M de NaCL) y enzima (13 U/mL), y 50 μ...
	La solución madre de α-amilasa pancreática (13 U/mL) se preparará en tampón de fosfato con pH
	6.9 y 0.006 M de NaCL. La solución enzimática y la mezcla del ensayo fueron pre incubadas a 37  C en baño maría durante 10 min y la reacción inicia al agregar la enzima. La mezcla se sometió a incubación a 37  C durante 10 min con 50 μL de α- amilasa ...
	% Inhibición = [(ΔAbscontrol-ΔAbsmuestra)/ ΔAbscontrol ] x 100

	9.4.3. Inhibición de la Enzima Lipasa Pancreática
	La actividad inhibidora de la lipasa por efecto de lipopéptidos se realizó mediante el método de espectroscopía de Worsztynowicz et al. (2014) con algunas modificaciones. En el ensayo se utilizó p-nitrofenol palmitato (pNPP) como sustrato, que se hidr...
	% Inhibición = [(ΔAbscontrol-ΔAbsmuestra)/ ΔAbscontrol ] x 100


	9.5. Diseño Experimental
	Los datos de capacidad antioxidante por capacidad reductora total y ORAC se muestran con medias ± de desviación estándar. Mientras que para el ensayo de ABTS los resultados se analizaron mediante un análisis de varianza (ANOVA) de un factor, donde el ...
	Por otra parte, en los ensayos de inhibición enzimática de α-glucosidasa y α-amilasa, los resultados se analizaron mediante un análisis de varianza (ANOVA) de un factor, siendo la concentración y se tienen cinco niveles (5, 10, 20, 30 y 40 mg/mL); la ...
	Los diseños propuestos fueron contrastados mediante un análisis de varianza, haciendo la prueba de comparación de medias de Tukey (p≤0.05). El paquete estadístico empleado para el análisis de
	resultados fue Minitab v.18. Con los resultados obtenidos de capacidad antioxidante por ABTS e
	inhibición enzimática se realizó un análisis de regresión lineal y/o logarítmico para obtener la concentración inhibitoria media (IC50).


	10. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	10.1. Capacidad Antioxidante
	10.1.1 Capacidad Reductora Total
	En el Cuadro 4 se muestran los resultados correspondientes a capacidad reductora total (CRT) del extracto de lipopéptidos, comparado con estudios reportados en otras fuentes. En CRT el extracto de lipopéptidos presentó una concentración de 75.80 ± 5.0...
	En la determinación de la CRT, se emplea el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu (F-C), y el estándar ácido gálico se emplea para cuantificar otro tipo de moléculas como son los compuestos fenólicos (Singleton et al., 1999; Sánchez-Rangel et al., 2...
	El valor obtenido en CRT es superior a lo reportado por Cho (2020) y Piotrowicz et al. (2020), al estudiar aislados e hidrolizados de proteína de salvado de arroz, respectivamente, con valores de 2.10 a 37. 24 mg EAG/g. Con la misma fuente natural, Za...
	Xu et al. (2019), reportaron que hidrolizados de kafirina de sorgo obtenidos por fraccionamiento presentan valores de CRT de 30.76 a 40.59 mg EAG/g. Se considera que el proceso de hidrólisis liberó los péptidos con residuos de aminoácidos fenólicos, a...
	Es importante señalar que la CRT puede estar sobreestimada debido a la interferencia de otros productos que podrían reaccionar con el reactivo de F-C como los ácidos nucleicos (Anunciação et al., 2017).
	Cuadro 4. Capacidad reductora total de extracto de lipopéptidos y otras fuentes de péptidos.
	Los resultados se expresan en mg equivalentes de ácido gálico por gramo de muestra (mg EAG/g). Datos mostrados como medias ± desviación estándar de tres réplicas.

	10.1.2. Capacidad Antioxidante por ORAC
	La capacidad antioxidante del extracto de lipopéptidos se evaluó a través del ensayo químico ORAC. El ensayo de capacidad antioxidante se basa en la transferencia de protones, es decir, miden la capacidad donante del átomo de hidrógeno de los antioxid...
	Así mismo, Liu et al. (2016) indican que los péptidos menores a 1.5 kDa poseen excelente actividad antioxidante, probablemente porque los péptidos de bajo peso molecular tienen mayor solubilidad, menor viscosidad y pueden absorberse de manera más efic...

	10.1.3. Inhibición del Radical ABTS
	Por otro lado, en la capacidad antioxidante por ABTS (Figura 8) se pueden apreciar diferencias significativas acorde a las concentraciones empleadas del extracto de lipopéptidos (500, 750, 1000, 1500 y 2000 µg/mL). Con los datos obtenidos se realizó u...
	Najafian et al. (2015), han descrito que la capacidad antioxidante de péptidos se ha atribuido a la presencia de aminoácidos de naturaleza aromática (fenilalanina y tirosina) e hidrofóbica (leucina, valina y fenilalanina), así como aminoácidos hidrófi...
	responsable de la actividad inhibitoria del radical ABTS son los bajos pesos moleculares de los péptidos (Chi et al., 2015; Thamnarathip et al., 2016).
	Figura 8. Efecto del extracto de lipopéptidos en la inhibición del radical ABTS.
	Los lipopéptidos surfactina, fengicina e iturina son moléculas de ~ 1.0-1.5 kDa (Yang et al., 2015). Además, están constituidos por grupos funcionales en su estructura, que les proporciona el poder donante de electrones y de tal manera que pueden reac...
	Lo anterior coincide con Tabbene et al. (2012) y Ayed et al. (2017), donde se estipula que la capacidad antioxidante de los lipopéptidos es debido a los aminoácidos (hidrófobos y aromáticos) presentes en la región peptídica, así como a la cadena alifá...


	10.2. Potencial Hipoglicemiante
	La evaluación del potencial hipoglicemiante in vitro mediante la inhibición enzimática se sustenta en que los metabolitos secundarios con capacidad antioxidante podrían combatir la condición hiperglucémica actuando como inhibidores enzimáticos, lo que...
	La α-glucosidasa es otra enzima clave unida a la membrana ubicada en el epitelio del intestino delgado involucrada en la digestión del almidón a través de la descomposición de oligosacáridos y disacáridos para producir glucosa, que luego es absorbida ...
	En la Figura 9 se muestra el efecto del extracto de lipopéptidos ultrafiltrados sobre la enzima α-glucosidasa, además se aprecian diferencias significativas a las concentraciones empleadas (5, 20, 30, 40, 50 mg/mL). Con la concentración de 20 mg/mL se...
	Aunque trabajos anteriores también han informado que los péptidos de bajo peso molecular son fuertes inhibidores de la actividad de la α-glucosidasa. Por ejemplo, la fracción peptídica <1 kDa derivada del frijol pinto Durango exhibió una actividad inh...
	Por otro lado, a partir de los datos obtenidos (Figura 9) se realizó un análisis de regresión lineal y se obtuvo una concentración media inhibitoria (IC50) de 33.87 mg/mL. Dicho valor es mayor a lo reportado por Zielinska et al. (2020), se utilizaron ...
	Figura 9. Efecto del extracto de lipopéptidos en la inhibición de la enzima α-glucosidasa.
	Las diferencias podrían ser debido a lo reportado por Ibrahim et al. (2018), los cuales señalan que los péptidos inhibidores de la α-glucosidasa más potentes tienen muy pocos aminoácidos con cadenas laterales hidrófobas voluminosas (leucina, isoleucin...
	Surfactina, es uno de los lipopéptidos presentes en la muestra está constituida por un heptapéptido con aminoácidos apolares alifáticos (leucina y valina) y un ácido graso β-hidroxi. Por consiguiente,
	se infiere que surfactina no está involucrada en inhibición de la enzima y podría estar obstruyendo la interacción del resto de los lipopéptidos en la muestra con el sitio activo de α-glucosidasa. Contrario a lo anterior, se ha planteado que la secuen...
	Los lipopéptidos fengicina, así como iturina y bacilomicina miembro de esta última familia consta de los aminoácidos serina, tirosina y treonina y además están constituidos de pocos o ningún aminoácido hidrofóbico (leucina, isoleucina y valina). Por l...
	La enzima α-amilasa es una de las principales enzimas involucradas en la digestión del almidón de la dieta, liberando oligosacáridos que pueden descomponerse en glucosa, que el cuerpo absorbe rápidamente. Por lo tanto, la inhibición de la actividad de...
	El nulo potencial del extracto de lipopéptidos contra la enzima α-amilasa probablemente se deba a la escasa presencia de aminoácidos aromáticos. Se ha documentado que los aminoácidos de naturaleza aromática (fenilalanina, triptófano y tirosina) de pép...
	De igual manera, otros estudios indican que los hidrolizados no fraccionados contienen un rango de péptidos más grande y de mayor tamaño, en consecuencia, los péptidos tendrán una capacidad de unión a enzimas más débil (Malomo et al., 2016). Otra posi...
	Algunos estudios han reportado que es recomendable la inhibición leve de la α-amilasa para prevenir la fermentación bacteriana anormal que resulta de la presencia de carbohidratos no digeridos en el colon, lo cual promueve flatulencia y diarrea (Etxeb...
	Por lo anterior, se ha sugerido una mayor selectividad por parte de los compuestos bioactivos para inhibir α-glucosidasa, la cual es considerada una ventaja para su posible aplicación como agentes terapéuticos o como ingredientes alimentarios funciona...

	10.3. Inhibición de la Actividad de Lipasa Pancreática por Efecto de Lipopéptidos
	La evaluación del potencial hipolipemiante in vitro mediante la inhibición enzimática de lipasa pancreática es considerada una estrategia potencial para contrarrestar la obesidad. La lipasa digestiva hidroliza los triglicéridos dietéticos no absorbibl...
	Mientras que la inhibición de la lipasa puede reducir la absorción de grasas intestinales, retarda la deposición de grasa en el tejido adiposo y suprime el aumento de peso, lo cual tiene efectos beneficiosos para el sobrepeso y la obesidad (Podsedek e...
	En la Figura 10 se muestra el efecto del extracto de lipopéptidos ultrafiltrados sobre la enzima lipasa pancreática, además se aprecian diferencias significativas a las concentraciones empleadas (0.8, 2, 5, 8, 10 µg/mL). A partir de los datos obtenido...
	Dicho valor es similar a lo reportado por Chen et al. (2020), quienes documentaron que el extracto crudo de lipopéptidos, fengicina purificada, así como los estándares de iturina y surfactina exhibieron fuertes actividades de inhibición contra la lipa...
	Figura 10. Efecto del extracto de lipopéptidos en la inhibición de la enzima lipasa pancreática.
	Además , Chen et al. (2020), reportaron que los efectos de los lipopéptidos inhibidores sobre lipasa son debido a que los átomos de oxígeno del grupo hidroxilo en los residuos Thr y Glu en fengicina
	podrían actuar directamente sobre Ser y Asn de lipasa. Mientras que los grupos carbonilo del residuo Leu en la surfactina podría actuar directamente sobre Asp y Ser de la lipasa. Siendo los aminoácidos Ser, His y Asp los aminoácidos presentes en el si...
	Por otra parte, de acuerdo a Glisan et al. (2017), se puede observar que los efectos inhibidores del extracto ultrafiltrado de lipopéptidos se encuentran dentro del orden de magnitud de orlistat (IC50 4 µg/mL), medicamento que actúa como un inhibidor ...


	11. CONCLUSIONES
	12. RECOMENDACIONES
	Realizar estudios de bioaccesibilidad mediante la evaluación de la capacidad antioxidante con la mezcla de lipopéptidos y las fracciones individuales de lipopéptidos surfactina, fengicina y bacilomicina, con la finalidad de conocer los posibles efecto...
	Llevar a cabo estudios de simulación gastrointestinal in vitro y evaluar el potencial hipoglicemiante e hipolipemiante con la mezcla de lipopéptidos y las fracciones individuales de lipopéptidos surfactina, fengicina y bacilomicina. Mediante estos est...
	Elucidar el modo de acción mediante cinéticas enzimáticas y aplicar modelos de acoplamiento molecular para deducir las interacciones presentes entre los lipopéptidos y las enzimas implicadas en el metabolismo de glucosa y lípidos.
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