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RESUMEN

El objeto del presente estudio fue evaluar la
actividad inhibitoria, sobre a-amilasa y a-
glucosidasa, de los extractos totales de nueve
especies vegetales del Sur del Ecuador: Piper
crassinervium (Guabiduca) perteneciente a la
familia PIPERACEAE, Baccharis genistelloides
(Tres filos) de la familia ASTERACEAE,
Neonelsonia acuminata (Zanahoria blanca) de la
familia APIACEAE, Siparuma eggersii (Monte de
0s0) de la familia MONIMIACEAE, llex guayusa
(Guayusa) de la familia AQUIFOLIACEAE,
Croton wagneri (Mosquera) de la familia
EUPHORBIACEAE, Costus comosus (Cafia
agria) de la familia COSTACEAE, Verbena
litorales (Verbena) de la familia VERBENACEAE
y Oreocallis grandiflora (Cucharillo) de la familia
PROTEACEAE; empleando los métodos
espectrofotométricos descritos por Takahiro para
a-amilasa [1] y por Matsui para a-glucosidasa [2].
Las especies vegetales fueron recolectadas en
diferentes localidades de la Ciudad y Provincia
de Loja y de la Provincia de Zamora Chinchipe.

Para la evaluacién espectrofotométrica del
efecto hipoglucemiante, los extractos y el control
positivo acarbosa fueron preparados en cinco
concentraciones (10, 50, 100, 500 y 1000 ug/ml)
y los resultados fueron expresados como Clsy es
decir la concentracion que inhibe el 50% de la
actividad enzimatica total (ug/ml).
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El mayor efecto inhibitorio sobre a-amilasa fue
encontrado para la especie Oreocallis grandiflora
(Cucharillo) con un Clsg de 161 ug/ml, las otras
ocho especies no tuvieron ningan tipo de
actividad frente a esta enzima. Contrariamente,
las nueve especies mostraron actividad inhibitoria
sobre a-glucosidasa superior a la del control
positivo, siendo Oreocallis grandiflora la especie
que present6 la mejor actividad por lo que tuvo
que ser diluida 10 veces a fin de establecer su
Clso en 3 ug/ml.

Palabras claves: a-amilasa, a-glucosidasa,
diabetes, plantas medicinales.
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ABSTRACT

The main goal of this study was evaluated the
inhibitory activity about a-amylase and o-
glucosidase of the crude extract from nine
vegetable species of the souther of Ecuador:
Piper crassinervium (Guabiduca) PIPERACEAE’s
family, Baccharis genistelloides (Tres Filos)
ASTERACEAE’s family, Neonelsonia acuminata
(Zanahoria  blanca)  APIACEAE’s  family,
Siparuma eggersii (Monte de 0S0)
MONIMIACEAE's family, llex guayusa (Guayusa)
AQUIFOLIACEAE’s family, Croton wagneri
(Mosquera) EUPHORBIACEAE's family, Costus
comosus (Cafia agria) COSTACEAE's family,
Verbena Litorales (Verbena) VERBENACEAE's
family and Oreocallis grandiflora (Cucharillo)
PROTEACEAE's family; by using the
espectrophotometrics methods mentioned by
Takihiro to a-amylase [1] and by Matsui to a-
glucosidase [2]. The vegetable species were
collected in different places of Loja and Zamora
Chinchipe Provinces.

To the espectrofphotometric evaluation of the
hipoglucemiant effect, the extracts and the
positive control acarbose were prepared in five
concentrations (10, 50, 100, 500 and 1000 ug/ml)
and the outcomes were expressed as index of the
activities, giving the reason between ICg, of the
extract and the ICsq of the positive control
acarbose, the ICsy value is defined as the
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concentration that inhibit the 50% of the enzimatic
activity (ug/ml)

The biggest inhibitory effect about a-amylase was
found for the Oreocallis Grandiflora (Cucharillo)
specie, with a ICs, of 161 ug/ml, the others eight
species didn’'t have any kind of activity about this
enzyme. On the contrary, the nine species
showed inhibitory activity over the a-glucosidase
higher to the positive control, being Oreocallis
grandiflora the specie that showed the best
activity with a ICso of 3 ug/ml.

Key words: a-amylase, a-glucosidase, diabetic,
medicinal plants.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo General:

Determinar la capacidad inhibitoria sobre a-
amilasa y a-glucosidasa a partir de los extractos
totales de nueve especies vegetales: Piper
crassinervium (Guabiduca), Baccharis
genistelloides (Tres filos), Neonelsonia acuminata
(Zanahoria blanca), Siparuna eggersii (Monte de
0s0); llex guayusa (Guayusa), Croton wagneri
(Mosquera), Costus comosus (Cafia agria),
Verbena litorales (Verbena) y Oreocallis
grandiflora (Cucharillo), usadas tradicionalmente
por varias comunidades de la region Sur del
Ecuador para el tratamiento de la diabetes.

1.2 Especificos:

1. Determinar el efecto hipoglucemiante y
evaluar la mejor concentracion a través
de la determinaciéon del Cls, de los
extractos totales de nueve especies
vegetales, mediante ensayos de
inhibicion enziméatica sobre a-amisa.

2. Determinar el efecto hipoglucemiante y
evaluar la mejor concentracion a través
de la determinacion del Cls; de los

18



extractos totales de nueve especies
vegetales, mediante ensayos de
inhibicién enzimatica sobre a-glucosidasa

1.3 Fin del Proyecto

Lograr que el estudio de la capacidad inhibitoria
sobre a-amilasa y a-glucosidasa a partir de
extractos totales de varias plantas medicinales
sirva de herramienta para la busqueda de
metabolitos secundarios que puedan constituirse
como modelo para la sintesis de nuevos o
novedosos agentes hipoglucemiantes.

1.4 Proposito del Proyecto

Determinar el efecto hipoglucemiante y evaluar la
mejor Concentracion Inhibitoria Media (Clsy) de
los extractos totales de Piper crassinervium
(Guabiduca), Baccharis genistelloides (Tres filos),
Neonelsonia acuminata (Zanahoria blanca),
Siparuna eggersii (Monte de 0s0), llex guayusa
(Guayusa), Croton wagneri (Mosquera), Costus
comosus (Cafia agria), Verbena litorales
(Verbena) y Oreocallis grandiflora (Cucharillo).
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1.5 Componentes del Proyecto

1. Recoleccién de las especies vegetales objeto
de estudio

2. Obtencién de los extractos totales.

3. Para cada enzima, medicion de las
absorbancias de las muestras preparadas a
partir de los extractos totales.

4. Calculo de los Cls, para cada extracto.

1.6 Hipotesis del Proyecto

Ho: Los extractos de las nueve especies
vegetales NO inhiben la actividad de las enzimas
a-amilasa y a-glucosidasa.

Hy: Los extractos de las nueve especies
vegetales Sl inhiben la actividad de las enzimas
a-amilasa y a-glucosidasa.

1.7 Disefio Experimental

Para la realizacién de la presente investigacion
se utilizé un Disefio Simple al Azar teniendo
como variable independiente la concentracion del
extracto y como Vvariable dependiente la
capacidad inhibitoria de los extractos, expresada
como % de inhibicion de la actividad enzimatica.
Ambas variables de estudio nos permitieron
comparar todos los resultados obtenidos vy
determinar el Clsy, es decir la concentracion del
inhibidor requerida para inhibir el 50% de la
actividad enzimatica.

20



Tabla 1. Disefio simile al azar.

Total de
Concentracion R1 | R2 | R3 | concentraciones
(i)
Ci Y1 | Y12 | Yi3 Y1
C Yo1 | Y22 | Yo3 Y2
Cs Ya1 | Y32 | Y3 Y3
Cs Yar | Ya2 | Ya3 Ya
Cs Ys1 | Ys2 | Ys3 Ys
Suma rt(egtje)ﬂcmnes Yol v, | vs v,

Fuente: autora
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2. INTRODUCCION
2.1.LA DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad
cronica padecida por millones de personas en
todo el mundo [1], constituyéndose una de las
mayores causas de muerte prematura [2]. La
diabetes es una enfermedad en la que el
organismo no produce insulina o no la utiliza
adecuadamente. La insulina es una hormona
necesaria para transformar el azdcar, el almidén
y otros alimentos en la energia que necesitamos
para nuestra vida cotidiana. Aunque tanto los
factores genéticos como medioambientales, tales
como la obesidad y la falta de ejercicio, parecen
desempefiar roles importantes, la causa de la
diabetes continta siendo un misterio [3].

Actualmente la diabetes afecta a mas de 230
millones de personas en todo el mundo [4] vy
segun la Organizacién Mundial de la Salud se
espera que este nimero alcance la cifra de 366
millones para el 2030 [5]. EI 80% de la poblacién
con diabetes vive en paises subdesarrollados o
en vias de desarrollo, donde la mayoria de los
pacientes estan entre los 45 y 64 afios de edad
[4,6,7].

En Ecuador, la diabetes es la tercera causa de
muerte y la quinta de morbilidad [8]. Datos del
Ministerio de Salud Publica (MSP) del Ecuador
dan cuenta que 1,3 millones de ecuatorianos
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padecen diabetes (67% de los casos han sido
reportados en mujeres) [8]. Por su parte, la OMS
estima que la prevalencia de diabetes en el
Ecuador aumentara de 341 mil casos en el 2000
a 921 mil casos para el 2030 [5].

En la Provincia de Loja, segun datos reportados
por el Instituto Nacional de Estadistica y Censos
(INEC), en el 2005 la diabetes se caracterizé
como la primera causa de muerte femenina con
una tasa de mortalidad de 25,4 por cada 100 mil
habitantes de sexo femenino [9]. En un estudio
realizado por el CADES (Centro de Asesoria y
Desarrollo Empresarial y Social) y el CBCM
(Centro de Biologia Celular y Molecular), ambos
de la Universidad Técnica Particular de Loja,
para determinar la incidencia de la diabetes en la
zona urbana de la Ciudad de Loja sobre un grupo
de personas mayores a 30 afios, se determiné
que aproximadamente el 12% de las personas
sufria diabetes, de las cuales el mayor porcentaje
(77,8%) poseia diabetes Tipo Il [10].

Frente a esta importante estadistica, actualmente
se han desarrollado un sinndmero de farmacos
orales que se utilizan para el tratamiento de la
diabetes; no obstante, en muchos paises en vias
de desarrollo, la medicina herbolaria sigue
constituyendo la base fundamental para la
terapia antidiabética [11].

Muchas especies de plantas han sido usadas
etnofarmacolégicamente o experimentalmente
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para el tratamiento de la diabetes mellitus. Estas
representan mas de 725 géneros en 183 familias
[12]. Algunas de ellas poseen una accion
hipoglucemiante especifica, otras estimulan la
produccion de insulina, varias inhiben la accién
de enzimas digestivas responsables de la
absorcion intestinal de los carbohidratos de la
dieta [13].

Numerosos son los metabolitos hipoglucemiantes
(alcaloides, cumarinas flavonoides, esteroides,
terpenoides, etc.,) que han sido obtenidos de
diversas especies vegetales pertenecientes a
una amplia variedad de familias [12]; algunas de
las cuales, Piperaceae, Asteraceae, Apiaceae
Aquifoliaceae, Verbenaceae, Euphorbiaceae y
Costaceae son comunes a siete de las nueve
especies seleccionadas para el presente estudio:
Piper crassinervium, Baccharis genistelloides,
Neonelsonia acuminata, llex guayusa, Verbena
litoralis, Croton wagneri y Costus comosus
respectivamente. En lo que respecta a las
familias Monimiaceae, Proteaceae a las cuales
pertenecen Siparuna eggersii y Oreocallis
grandiflora, respectivamente, segun bibliografia
consultada al momento no se han reportado
estudios de especies con actividad antidiabética;
no obstante, estas plantas al igual que las otras
especies fueron seleccionadas por su gran
difusién en el tratamiento de la diabetes en varias
comunidades del Sur del Ecuador.

24



2.2 TRATAMIENTO DE LA DIABETES
MELLITUS

En lo que respecta al tratamiento de la diabetes,
el objetivo de una terapia antidiabética en
pacientes insulinodependientes (Tipo 1) e
insulinoindependientes (Tipo IlI) es alcanzar la
normoglucemia, por lo que el tratamiento se
basa en 4 factores fundamentales: (1) Ila
educacion del paciente en cuanto a la
enfermedad, (2) ejercicio fisico, (3) dieta; y, (4)
agentes hipoglucemiantes [14]; sin embargo, en
la eleccién del tratamiento hay que tener en
cuenta el mecanismo de accion, eficacia, efectos
secundarios, contraindicaciones, interacciones y
costos [12].

Al momento se conoce un sinnimero de
sustancias con propiedades antidiabéticas que
han sido aisladas de especies vegetales [15] por
ello desde una perspectiva etnofarmacologica, el
tratamiento de la diabetes se encuentra en la
interface de la biomedicina convencional y local
(tradicional); muchos pacientes diabéticos luego
de diagnosticados, utilizan la medicina herbolaria
sola o en combinacion con la medicina
convencional [16].
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2.3 MECANISMOS DE ACCION
DEPRINCIPIOS ANTIDIABETICOS
PROVENIENTES DE PLANTAS

Los mecanismos de accion por los cuales las
plantas disminuyen el nivel de glucosa en la
sangre pueden ser atribuidos a alguno de los
siguientes factores: aumento de la liberacion de
insulina a través de la estimulacién de las células
B-pancreaticas, resistencia a las hormonas que
aumentan el nivel de glucosa, aumento del
namero y sensibilidad de sitios receptores de
insulina, disminucién de la pérdida de glucégeno,
aumento del consumo de glucosa en los tejidos y
organos, eliminacion de radicales libres,
resistencia a la peroxidacion de lipidos,
estimulacién o aumento de la microcirculacion de
sangre en el organismo [12].

2.4 INHIBICION DE a-AMILASA Y a-
GLUCOSIDASA

Las enzimas glucosidasas estan situadas en el
borde del cepillo en los enterocitos del intestino
delgado. Los hidratos de carbono complejos
ingeridos son fragmentados inicialmente por las
amilasas salival y pancreética para dar lugar a
oligosacaridos. Los oligosacaridos, entre ellos los
disacaridos como sacarosa y maltosa, han de ser
fragmentados en sus respectivos monosacaridos:
glucosa y fructosa para la sacarosa y 2
moléculas de glucosa para la maltosa. Los
inhibidores de las glucosidasas se unen a las
glucosidasas intestinales e inhiben su accién. Su
administracién junto con los alimentos produce
una interferencia de la hidrélisis de los
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oligosacaridos 'y de los  disacéridos,
disminuyendo y retardando su absorcién [17] .

Una estrategia efectiva para el manejo de la
diabetes tipo 2 es la inhibicion de estas enzimas
glucosidasas [18] especialmente a-glucosidasa y
a-amilasa, moderando asi la elevacion
postprandial de azlcar en la sangre con la
consiguiente disminucion de los efectos de la
dieta en la hiperglucemia [19].

2.5 ESPECIES VEGETALES EN ESTUDIO

Tradicionalmente, las plantas medicinales han
constituido una de las principales fuentes de
compuestos con efecto hipoglucemiante por lo
que podrian ser utilizados para la elaboracion de
farmacos con este fin [20].

Las especies vegetales del Ecuador son
especialmente adecuadas para el analisis de
cualquier tipo de actividad biolégica, ya que se
encuentran en una zona donde predomina el
clima tropical y subtropical, lo que les ha
permitido desarrollar, a través de la evolucion,
mecanismos de acumulacion de metabolitos
secundarios que podrian tener distintas
aplicaciones terapéuticas, entre ellas Ila
hipoglucemiante [20].

La Planta de Productos Naturales de la
Universidad Técnica Particular de Loja, desde
sus inicios se encuentra desarrollando un
programa de evaluacion de plantas usadas en la
Medicina Tradicional de la Regién Sur del
Ecuador a fin de revalorizar e impulsar su uso
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mediante el estudio de sus principios activos. Es
asi que al momento cuenta con un catalogo de
mas de 570 especies de las cuales 96 son
conocidas por su aplicacién antidiabética. Las
siguientes son algunas caracteristicas generales
de las nueve especies consideradas para el
presente estudio:
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2.5.1. Piper crassinervium (Guabiduca)

Fig. 1 Fotografia de Piper crassinervium, tomada en el
cantén Chaguarpamba Provincia de Loja.

FAMILIA: PIPERACEA

DISTRIBUCION: Estatus nativo de los andes y la
Amazonia encontrado desde 0 a 2500 m s.n.m.

PROVINCIAS:Carchi, Guayas,Zamora-Chinchipe.,

DESCRIPCION BOTANICA: Arbusto o arbolito
muy ramificado de hasta 4 m, espadice de 5
cm color crema, inflorescencia café verdosa
erguidas, espiga color verde amarillento [21].

USOS: Se emplea los tallos y las hojas para el
tratamiento de la diabetes, gastritis y prostata

MODO DE USO: Infusién [21].
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2.5.2 Baccharis genistelloides (Tres filos)

en el Barrio Jipiro Alto Provincia de Loja.

FAMILIA: ASTERACEAE

PROVINCIAS: Azuay, Cafiar, Loja, Pichincha,
Zamora Chinchipe, etc.

DESCRIPCION BOTANICA: Arbusto que
alcanza hasta 2 m de altura, semilefioso con
médula  esponjosa. Lamina  coreacea
extendida a lo largo del tallo formando 3
angulos, a lo largo de la lamina, bordes
sinuados. Nervadura reticulada, inflorescencia
sésil en capitulos de 0,5 a 0,8 mm de largo,
fruto aguenio con abundante papus de color
blanco [21].

USOS: Se la emplea las hojas y tallo para el
tratamiento de reumatismo, diabetes.

MODO DE USO: Coccién [21].
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2.5.3 Neonelsonia acuminata (zanahoria
blanca)

Fig. 3 Fotografia de Neonelsonia acuminata tomada del
Herbario de la Plantas de Productos Naturales. UTPL

FAMILIA: APIACEAE

DESCRIPCION BOTANICA: Es una planta
andina herbacea y perenne, [22]. La altura de
la planta es de 60 a 100 cm. [23] follaje
escuamuloso, El tallo es de forma cilindrica,
las hojas son pinnadas, largamente pecioladas
y tienen de 3 a 7 foliolos a su vez muy
recortados  [24]; peciolos envainados.
Inflorescencias con umbelas compuestas,
Fruto lanceolado u oblongo. Las semillas son
teretiformes. Se propaga vegetativamente a
través de los hijuelos o ramas [22].

USOS: Se emplea las hojas para el tratamiento
de cdlico estomacal.

MODO DE USO: Coccibn [21]
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2.5.4. Siparuna eggersii (Monte de Oso)

- Ny
T

Fig 4. Fotografia de Siparuna eggersii, tomada del
Herbario de la Plantas de Productos Naturales. UTPL.

FAMILIA: MONIMIACEAE

PROVINCIAS: Azuay, Bolivar, Guayas, Loja,
Pichincha, Zamora Chinchipe.

DESCRIPCION BOTANICA: Arbusto
moderadamente pubescente, hojas verticiladas
en numero de cuatro. Peciolo de 1.5 a 1.8 cm
de largo, l&mina verde amarillenta eliptica de 9
a 11 cm por 4 a 5 cm, base obtusa. Apice
apiculado de 0.5 cm de largo, superficie glabra
con unos pocos pelos estrellados. Margen
denticulado, flores axilares en cada nudo de 2
cm de largo pubescentes cuando son tiernas.
Fruto, receptaculo globoso [21].

USOS: Se emplea las hojas para el
tratamiento de la diabetes, fracturas,
reumatismo y afecciones renales

MODO DE USO: Infusion [21].
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2.5.5. llex guayusa (Yuagusa)

Malacatos Provincia de Loja.

FAMILIA: AQUIFOLIACEAE

DESCRIPCION BOTANICA: Arbol nativo de la
Regién Amazédnica, especie silvestre y cultivada
de 4 a 15 m de altura 0 mas, tronco de hasta 1 m
de didmetro. Hojas alternas coridceas, oblongo-
elipticas 9,5-17 cm de longitud por 3,8-7 de
ancho, apice acuminado y base aguda, margen
simple o ligeramente dentado, haz y envés
glabros, peciolo corto de 1 cm de largo, estipulas
conspicuas. Inflorescencia en las axilas de las
hojas, fasciculadas, 4,5 lobulados, corola con los
pétalos obtusos, anteras oblongas, ovario supero
subgloboso, estigma sésil. [25].

USOS: Se emplea las hojas para el tratamiento
de la gastritis y fertilidad en la mujer.

MODO DE USO: Infusion [21].

33




2.5.6. Croton wagneri (Mosquera)

T Lk o 1
Fig. 6 Fotografia de Croton wagneri,
Catamayo Provincia de Loja.

omada en el Cantén

FAMILIA: EUPHORBIACEAE

DESCRIPCION BOTANICA: Arbusto o arbolito
muy ramificado de hasta 4 m, espadice de 5
cm color crema, inflorescencia café verdosa
erguidas, espiga color verde amarillento [21]

USOS: Se emplea las hojas para el tratamiento
de amigdalitis, anticido, codlico estomacal,
diabetes, fiebre y gastritis.

MODO DE USO: Coccién [21].

34



2.5.7. Costus comosus (Cafia agria)

Fig. 7 Fotografia de Costus comosus, tomada via

Jamboe Bajo Provincia de Zamora Chinchipe.

FAMILIA: COSTACEAE

DESCRIPCION BOTANICA: Hierba arbustiva,
suculenta. Hojas simples, alternas,
equidistantes, 50 cm de longitud, 8 cm de
ancho en la parte media [26] Presentan tallos
aéreos simples o a veces ramificados en
disposicion helicoidal. Inflorecescencias
terminales, con bracteas, un solo estambre
funcional (polinifero); 3 sépalos, verdes no
petaloideos; 3 pétalos, desiguales [27].

USOS: Se emplea los tallos para el tratamiento
de: cefalea, colico hepdtico, diabetes, fiebre,
afecciones renales y garganta.

MODO DE USO: Coccién [21].
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2.5.8. Verbena litoralis (verbena)

Fig. 8 Fotografia de Verbena litoralis, tomada en el
Cantén Sozoranga Provincia de Loja.

FAMILIA: VERBENACEAE

DESCRIPCION BOTANICA: Es una herbacea y
perennes o semilefiosas que mide hasta 1
metro de alto, puede ser cultivada en
cualquier época del afio. Las hojas son
usualmente opuestas, simples, y en muchas
especies pilosas, frecuentemente
densamente. Flores pequefias, blancas, rosa,
purpuras o azules, con cinco pétalos [28].

USOS: Se emplea toda la planta para el
tratamiento: alopecia, antiparasitario, cefalea,
célico estomacal, coélico hepatico, cdlico
menstrual, contusiones, dermatitis,
desinfectante 'y cicatrizante, dislipidemia,
escorbuto, espanto y Gripe.

MODO DE USO: Coccién [21].
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http://es.wikipedia.org/wiki/Perenne
http://es.wikipedia.org/wiki/Hoja
http://es.wikipedia.org/wiki/Flor

2.5.9 Oreocallis grandiflora (Cucharillo)

Fig. 9 Fotografl’ de Oreocallis grandiflora tomada en el
Villonaco Provincia de Loja.

FAMILIA: PROTEACEAE

DESCRIPCION BOTANICA: Arboles y arbustos
de hojas normalmente alternas, a veces
opuestas o verticiladas. Estas son coriaceas,
simples o compuestas, enteras, dentadas o
lobuladas, sin estipulas. Inflorescencias axilares
o terminales, frecuentemente en racimos,
espigas o cabezuelas. Fruto en foliculo, a veces
lefioso. Las semillas son aladas en muchas
ocasiones [29]

USOS: Se emplea las hojas, corteza y flores
para el tratamiento: cefalea, colico hepatico,
diabetes, fiebre, afecciones renales y tos.

MODO DE USO: Coccion [21].
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3 MATERIALES Y METODOS

3.2 Area de recoleccion

Tabla 2. Lugares de recoleccién de las especies vegetales.

: Lugar de
Especie .
recoleccion
Piper crassinervium Canton
Chaguarpamba
(Loja)

Baccharis genistelloides

Barrio Jipiro Alto
(Loja)

Neonelsonia acuminata

Cantén Saraguro
(Loja)

Siparuna eggersii y
Verbena litorales

Cantén Sozoranga
(Loja)

llex guayusa

Parroquia Malacatos
(Loja)

Croton wagneri

Cantén Catamayo
(Loja)

Costus comosus

Via Jamboe Bajo
(Zamora Chinchipe)

Oreocallis grandiflora

Villonaco (Loja)

Fuente: autora
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Fig. 10. Mapa de los lugares de recoleccion de las nueve especies vegetales de las provincias de Loja y Zamora Chinchipe.
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3.2. Obtencién de los extractos

Las caracteristicas vegetales de las especies
fueron identificadas en el herbario de UTPL. Se
realiz6 la seleccion de las partes (tiles,
eliminando las partes dafiadas y se sec6 a 37
grados centigrados por 8 dias. Pasado este
tiempo se trituraron las plantas (1 cm). La
obtencién de los extractos se realizd por
maceracion dinamica a temperatura ambiente por
5 horas, con una relacién metanol:planta de 10:1.

3.3 Curvas estandar

Se inici6 con la calibracion espectofotométrica de
las curvas estandar utilizando una solucion de
maltosa para a-amilasa y de p-Nitrophenyl-a-D-
Glucoside (PNP-G) para a-glucosidasa, segun
los procedimientos descritos en la literatura [30].

3.4 Ensayo de inhibicién de a-amilasa (EC
3.2.1.1)

3.4.1 Principio

Almidoén + HyO a-amilasa Grupos reducidos maltosa [31].
—>

3.4.2 Condiciones

T= 20-25°C, pH= 6.9, Asionm [31].
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3.4.3 Procedimiento

La solucién enzimética fue preparada con 23 U
por ensayo en un volumen de 20 ml de agua
desionizada fria. Adicionalmente, se prepar6é una
solucién de almidén al 1.5% en PBS 30 mM, la
misma que fue llevada a ebullicion por 15
minutos. 125 ul de esta solucion fueron
mezclados en un tubo de vidrio con 125 ul de
inhibidor a varias concentraciones (10, 50, 100,
500 y 1000 ug/ml) manteniéndose a 20-25
grados centigrados por 5 minutos para alcanzar
el equilibrio. Luego a cada tubo se adicionaron
125 ul de la solucién enzimatica y se incubd a 20
grados centigrados por 3 minutos. Después de
este tiempo fueron adicionados a todos los tubos
125 ul de una solucion de DNS (96 mM de acido
3,5 dinitrosalisilico y tartrato de sodio y potasio en
NaOH 2 M). Finalmente se llevé a ebullicion en
bafio maria por 15 minutos e inmediatamente se
enfri6 en baflo de hielo por unos pocos
segundos. A la reaccidon asi detenida se
adicionaron 2 ml de agua desionizada, se mezclé
por inversién en cada tubo y se transfirié a una
celda espectrofotométrica para iniciar la lectura
de absorbancias a 540 nm.
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Tabla 3. Esquema para la determinacién de la actividad
inhibitoria de a-amilasa.

ENSAYO DE INHIBICION DE a-AMILASA
SOLUCIONES MUESTRA BLANCO CONTROL CONTROL
(8) (D) GV ©
INHIBIDOR 125ul 125ul - -
Hz20 - - 125ul 125ul
SUSTRATO 125ul 125ul 125ul 125ul
Mezclar por inversion e incubar a 20-25 °C por 5 min
ENZIMA 125 ul - 125ul -
Hz0 - 125 ul - 125ul
Mezclar por inversion e incubar a 20-25 °C por 3 min
DNS 125ul | 125ul | 125ul | 125ul
Llevar a ebullicion por 15 min y luego enfriar en bafio de
hielo
Hz0 | 2000ul | 2000ul | 2000ul | 2000ul
Mezclar por inversion y leer en espectrofotometro a 540 nm

Fuente: autora

3.5 Ensayo de inhibicién de a-glucosidasa
(EC 3.2.1.20)

3.5.1 Principio

p-Nitrophenyl-a-D-Glucoside a-Glucosidase a-D-Glucose + p-Nitrophenol [31].
e

3.5.2 Condiciones

T=37°C, pH= 6.9, Asgonm [31].
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3.5.3 Procedimiento

La solucién enzimatica fue preparada con 5,7 U
(1 mg) por ensayo en un volumen de 3,22 ml de
agua desionizada fria. En cada tubo de reaccién,
35 ul de solucion enzimética fueron adicionados
a 35 ul de inhibidor preparado a varias
concentraciones (10, 50, 100, 500 y 1000 ug/ml)
y se mantuvo a 37 grados centigrados por 5
minutos para alcanzar el equilibrio. La reaccién
se inicio al agregar 930 ul de p-Nitrophenyl-a-D-
Glucoside (PNP-G) (0,914 mM en PBS 67 mM) y
toda la mezcla fue incubada a 37 grados
centigrados por 15 minutos. Transcurrido el
tiempo de incubacion se adicion6 a cada tubo 1
ml de soluciébn TRIS (0,5 M) para detener
completamente la reaccion. Se mezclé por
inversion 'y se transfii6 a una celda
espectrofotométrica para iniciar la lectura de
absorbancias a 400 nm.

Tabla 4. Esquema para la determinacién de la actividad
inhibitoria de a-glucosidasa.

ENSAYO DE INHIBICION DE a-GLUCOSIDASA

SOLUCIONES MUESTRA BLANCO | CONTROL | CONTROL
(B) (D) (A (@)
INHIBIDOR 35ul 35ul - -
ENZIMA 35ul - 35ul
Hz20 - 35ul 35ul 70 ul
Mezclar por inversion e incubar a 37 °C por 5 min
SUSTRATO | 930ul | 930ul | 930ul | 930ul
Mezclar por inversion e incubar a 37 °C por 15 min
TRIS | 1000ul [ 1000ul [ 1000ul | 1000 ul

Mezclar por inversion y leer en espectrofotometro a 400 nm

Fuente: autora
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3.6 CALCULO DE LA Clss PARA LOS
ENSAYOS ESPECTOFOTOMETRICOS
DE INHIBICION DE a-AMILASA Y a-
GLUCOSIDASA.

Las absorbancias registradas son transformadas
posteriormente a porcentajes de inhibicion: (%
INH)

%INH = 100 {1- [(B - D) / (A - C)]};

Donde B es la absorbancia de la muestra, D es la
absorbancia del blanco (sin enzima), A es la
absorbancia del control 1 (sin inhibidor) y C es la
absorbancia del control 2 (sin inhibidor y sin
enzima) [32].

Con los datos (variables continuas) asi obtenidos
se efectud un analisis de regresion logistica
modelo Logit con un intervalo de confianza del
95%, para ello se utilizéd el programa XLSTAT
obteniéndose los respectivos valores de Clsq de
cada extracto en ambos sistemas enziméticos.
Recuérdese que el Cls, se define como la
concentracién requerida para inhibir el 50% de la
actividad enzimatica bajo las condiciones de
ensayo [32]. Ademas los resultados fueron
comparados con el Clso del control positivo que
para fines de este estudio fue el inhibidor
acarbosa.
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4 RESULTADOS
4.1 INHIBICION DE a-AMILASA

Como se puede ver en la Tabla 5, para el ensayo
de inhibicion de a-amilasa no se pudo determinar
los valores de Clsg de los extractos totales de
Piper crassinervium (Guabiduca), Baccharis
genistelloides (Tres filos), Neonelsonia acuminata
(Zzanahoria blanca), llex guayusa (Guayusa),
Costus comosus (Cafia agria) y Verbena litorales
(Verbena) debido a que estas especies no
presentaron ningln tipo de actividad a las
concentraciones ensayadas. En el caso de
Siparuna eggersii (Monte de Oso) y Croton
wagneri (Mosquera) se encontrd una leve
actividad con porcentajes de inhibicibn menores
al 50% aun a la m&xima concentracion de ensayo
(1000 ug/ml) por lo que no fue posible interpolar
los respectivos valores de Clsg.

Finalmente para la especie Oreocallis grandiflora
(Cucharillo) el Clsq calculado fue de 161 ug/ml.
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4.2 INHIBICION DE a-GLUCOSIDASA

Como se puede ver en la Tabla 6 para el ensayo
de inhibicion de a-glucosidasa se determiné los
valores del Clsy de los extractos totales de Piper
crassinervium (Guabiduca), Baccharis
genistelloides (Tres filos), Neonelsonia acuminata
(Zzanahoria blanca), llex guayusa (Guayusa),
Croton wagneri (Mosquera), Costus comosus
(Cafia agria), Verbena litorales (Verbena) vy
Siparuna eggersii (Monte de 0Oso0), presentando
valores superiores al control positivo acarbosa.
La especie que mayor actividad presenté fue
Oreocallis grandiflora (Cucharillo) con un Cls, de
3 ug/ml. tabla 7.
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Tabla 5. % de Inhibicién de los nueves extractos metandlicos y del control positivo acarbosa frente a a-amilasa y sus respectivos
valores de Clso.

Tabla 6. % de Inhibicién de los nueves extractos metandlicos y del control positivo acarbosa frente a a-glucosidasa y sus respectivos
valores de Clso.
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Tabla 7. % de Inhibicién del extracto metandlico Oreocallis
gradiflora (Cucharillo) y del control positivo acarbosa frente a
a-glucosidasa y sus respectivos valores de Clso,

AGH
CONC Oreocallis
(ug/ml) ACARBOSA grandiflora
1 03+0.9 08+1.8
5 07£2.0 77+3.3
10 13+2.0 97+2.4
50 33+2.3 98+2.0
100 52+2.7 99+1.5
Clso (ug/ml) 984 3

AGH: a-glucosidasa




5. DISCUSION

5.1 ENSAYO ESPECTOFOTOMETRICO DE
INHIBICION DE a-AMILASA Y «a-
GLUCOSIDASA.

ENSAYO ESPECTOFOTOMETRICO DE
INHIBICION DE a-AMILASA.

Luego del analisis ANOVA (programa XLSTAT)
de los % de inhibicion frente a las respectivas
concentraciones para cada uno de los extractos y
con un intervalo de confianza del 95%, se
estableci6é que Piper crassinervium, llex guayusa,
Baccharis genistelloides, Neonelsonia acuminata,
Costus comosus y Verbena litoralis no
presentaron ningun efecto dosis-respuesta a las
concentraciones ensayadas.

Por su parte Siparuna eggersii y Croton wagneri
presentaron un efecto dosis-respuesta poco
significativo, en tanto que Oreocallis grandiflora
perteneciente a la familia PROTEACEAE,
presenté un efecto dosis-respuesta apreciable
con un Clso de 161 ug/ml.

ENSAYO ESPECTOFOTOMETRICO DE
INHIBICION DE a-GLUCOSIDASA

El analisis ANOVA (programa XLSTAT) de los %
de inhibicion frente a las respectivas
concentraciones para cada uno de los extractos y
con un intervalo de confianza del 95% mostré
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gue los nueve extractos: Piper crassinervium, llex
guayusa, Verbena litoralis, Baccharis
genestilloides, Neonelsonia acuminata, Siparuna
eggersii, Croton wagneri, Costus comosus Yy
Oreocallis grandiflora, presentaron un efecto
dosis-respuesta con valores de Clsg menores a
los del control positivo acarbosa, lo que indica
una mejor actividad inhibitoria de los extractos
respecto a este ultimo.

De manera especial Oreocallis grandiflora fue la
especie con mejor actividad inhibitoria
presentando un Clsg de 3 ug/ml. Contrariamente
la especie: Verbena litoralis, con un Clsy de 377
ug/ml fue la especie con la mas baja actividad
respecto al control positivo acarbosa.




6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
6.1 CONCLUSIONES

Bajo condiciones de ensayo, la especie
vegetal Oreocallis grandiflora presentd una
importante actividad inhibitoria sobre a-
amilasa y a-glucosidasa, la misma que
sugiere la presencia de metabolitos que
podria ser de interés para la industria
farmacéutica.

A pesar de la escasa actividad inhibitoria de
las otras 8 especies en ambos sistemas de
evaluacion y bajo las condiciones de ensayo,
no se descarta su actividad antidiabética
(ampliamente difundida en la medicina
tradicional), la cual podria deberse a
mecanismos de accion distintos a los aqui
analizados.

6.2 RECOMENDACIONES

Continuar con el estudio de Oreocallis
grandiflora mediante aislamiento biodirigido
a fin de identificar los compuestos
responsables de la inhibicion enzimética de
a-amilasa y a-glucosidasa.

Debido a la gran aplicabilidad etnomédica de
las nueves especies en el tratamiento de la
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diabetes se deberia continuar con su estudio
utilizando otros sistemas de evaluacion in
vitro a fin de confirmar su actividad
hipoglucemiante mediante mecanismo de
accion alternativos.

Estudiar nuevas especies vegetales que
desde la perspectiva etnomédica han
demostrado tener propiedades antidiabéticas
a fin de potenciar el aprovechamiento
sustentable de los recursos naturales en
beneficio de la salud y el bienestar de la
poblacién.
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Tabla 5. % de Inhibicién de los nueves extractos metandlicos
y del control positivo acarbosa frente a a-amilasa y sus
respectivos valores de Clsg,
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Tabla 6. % de Inhibicién de los nueves extractos metandlicos
y del control positivo acarbosa frente a a-glucosidasa y sus
respectivos valores de Clso.

AAH: a-amilasa
AGH: a-glucosidasa
NA: No hay actividad




