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RESUMEN

La etnomedicina es una disciplina idénea para elegir especies vegetales con el fin de ser
estudiadas farmacoldgicamente; las cuatro especies seleccionadas para el presente estudio
se usan como hipoglucemiantes en la medicina tradicional de la Amazonia peruana.
Objetivos. Estudiar la capacidad inhibitoria in vitro de los extractos de cuatro plantas de
uso tradicional, sobre la actividad de la a-glucosidasa, una enzima importante involucrada
en la regulacion de la glicemia. Materiales y métodos. Mediante el ensayo de inhibicion
de la enzima a-glucosidasa se evaluaron diferentes concentraciones de cada extracto para
determinar la concentracion inhibitoria media (IC50) y compararlos con la droga control
acarbosa. Resultados. El extracto acuoso liofilizado de Guazuma ulmifolia mostré significante
efecto inhibitorio (IC50 :13,49+3,65 pg/mL), al compararlo con la droga control, acarbosa
(IC50: 858,67+29,73 ug/mL) y los otros extractos. Conclusiones. Los resultados sugieren que
la actividad antidiabética de la Guazuma ulmifolia estaria mediada por la inhibicién de la
a-glucosidasa, lo que implicaria su potencial en la reduccién de la glucosa posprandial.
Palabras clave: Alfa-glucosidasas; Hiperglucemia,; Diabetes mellitus tipo 2; Medicina
tradicional; Plantas medicinales (Fuente: DeCS).

ABSTRACT

Ethnomedicineisanideal discipline for choosing plant species to be studied pharmacologically;
the four species selected for this study are used as hypoglycemics in the traditional medicine
of the Peruvian Amazon. Objectives. To study the inhibitory capacity in vitro of the extracts
of four plants of traditional use, on the activity of a-glucosidase, an important enzyme
involved in the regulation of glycemia. Materials and methods. Using the inhibition test
of the enzyme a-glucosidase, different concentrations of each extract were evaluated to
determine the average inhibitory concentration (IC50) and to compare them with the control
drug acarbose. Results. The freeze-dried aqueous extract of Guazuma ulmifolia showed a
significant inhibitory effect (IC50:13,49+3,65 pug/mL) when compared with the control drug,
acarbose (IC50: 858,67+29,73 pg/mL), and the other extracts. Conclusions. The results
suggest that the antidiabetic activity of Guazuma ulmifolia would be mediated by the
inhibition of a-glucosidase, which would imply its potential in the reduction of postprandial
glucose.

Keywords: Alpha-glucosidases; Hyperglycemia, Diabetes mellitus type; Medicine, traditional;
plants, medicinal (Source: MeSH).
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INTRODUCCION

La diabetes es una enfermedad crénica que se manifiesta
cuando el pancreas no produce suficiente insulina o
cuando el organismo no usa eficientemente la insulina
que produce. El efecto de la diabetes no controlada es
la hiperglucemia que, con el tiempo, dafia gravemente
muchos 6rganos y sistemas, especialmente los nervios y
los vasos sanguineos M. Esta enfermedad se clasifica en
diabetes mellitus tipo 1, tipo 2 (DM2) y en prediabetes,
segln la American Diabetes Association- ADA ),

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
la prevalencia mundial de la diabetes en adultos ha
aumentado del 4,7% en 1980 al 8,5% en 2014. Se estima
que en el 2016 la diabetes fue la causa directa de 1,6
millones de muertes ™. Los ultimos datos indican que
mas de 600 millones de personas contraerian DM?2
en el mundo para el afio 2045, una cifra que se veria
igualada aproximadamente por la prediabetes ?. En el
2019, una revisidn sistematica sobre DM2 en el Pery,
concluyd que la prevalencia de diabetes ha aumentado
y se registran aproximadamente dos casos por cada cien
personas al afio . Segtn el reporte epidemioldgico de la
DM2 del 2018, en el Peru, el 71,9% de los nuevos casos
presentan niveles de glicemia > 130 mg/dL, y entre los
casos prevalentes el 65,3% presenta niveles > 130 mg/dL;
en ambos casos se evidencia un insuficiente control
metabdlico “.

El plan de tratamiento establecido para esta
enfermedad incluyen medidas no farmacoldgicas,
como los estilos de vida saludable (dieta y ejercicio),
y/o el tratamiento farmacoldgico hipoglucemiante tales
como: a) sensibilizadores a la insulina (metformina,
pioglitazona); b) estimuladores de la liberacion de insulina
(insulina, sulfonilureas, meglitinidas); c) miméticos de las
incretinas (agonistas del receptor GLP-1 e inhibidores de
la DPP4); d)inhibidores de la glucosa intestinal (acarbosa),
y e)inhibidores de la reabsorcion renal de glucosa
(inhibidores del SGLT2) @. A pesar de los grandes avances
preventivos y terapéuticos, esta enfermedad sigue en
aumento.

La OMS mantiene el interés en el campo de las plantas y
la medicina tradicional, lo cual se expresa en la Estrategia
de la OMS sobre Medicina Tradicional 2014-2023. En
dicho documento la OMS pone entre sus objetivos prestar
apoyo a los estados miembros a fin de que «Promuevan
la utilizacion segura y eficaz de la Medicina Tradicional
y Complementaria, a través de la reglamentacién y la
investigacion, asi como mediante la incorporacion de
productos, profesionales y practicas en los sistemas de
salud, segin proceda» ®).Por otro lado, seglin EsSalud,
en el Boletin N.° 2 sobre Prioridades de Investigacidn en
Salud 2017-2018-IETSI, se reportd que la diabetes mellitus
ocupa el segundo lugar ©,
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Existen revisiones que reportan el efecto antidiabético
y/o hipoglicemiante de diferentes especies vegetales
de otros paises, en varios tipos de disefio, tanto in vitro
como in vivo 7; otras revisiones reportan el cribado de
componentes de plantas medicinales como inhibidores
potenciales de la a-glucosidasa, lo cual permite evaluar
el efecto antidiabético in vitro ®%; en ese aspecto, el
Instituto de Medicina Tradicional (IMET)-EsSalud reporto
que la especie Juglans neotropica (nogal peruano) inhibe
la a-glucosidasa 9. El IMET- EsSalud, en Iquitos-Loreto,
tiene como una de sus lineas de investigacion los estudios
preclinicos de especies vegetales con potencial efecto
antidiabético, a través de ensayos in vitro e in vivo, con la
finalidad de desarrollar una medicina herbal eficazy segura
que complemente los tratamientos convencionales. En
ese sentido, el IMET-EsSalud realizé la evaluacion de
la actividad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa de
cuatro especies vegetales que tienen reportes de uso
tradicional en el Perd, como Guazuma ulmifolia Lam 19,
Dracontium loretense Krause 2, Physalis angulata L ®3), y
Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum) Mattos 4.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y reactivos

Se uso la corteza de Handroanthus obscurus, el cormo
(una forma de tallo) de Dracontium loretense, las hojas
de Guazuma ulmifolia y los frutos de Physalis angulata,
los cuales fueron recolectados del jardin botanico del
IMET — EsSalud, Iquitos- Loreto; su georreferencia es
18M 0691839- 9583738. Los reactivos usados fueron la
enzima a-glucosidasa (a-Glu), el sustrato p-Nitrofenil-a-D-
glucopirandsido (p-NGP) y la acarbosa (>99%), los cuales
fueron adquiridos en la compafiia Sigma-Aldrich Inc., USA.

Certificacion de la especie vegetal

La identificacién taxondmica y certificacién de la especie
botadnica fue realizada por el Herbarium Amazonense -
AMAZ- Centro de Investigacion de Recursos Naturales de la
Universidad Nacional de Amazonia Peruana, con niumero
de voucher (NV) de espécimen : Guazuma ulmifolia Lam.
(42450) pertenece a la familia Malvaceae; Dracontium
loretense Krause (41691) pertenece a la familia Araceae;
Physalis angulata L (33677) pertenece a la familia
Solanaceae; y Handroanthus obscurus (Bureau & Schum)
Mattos (41694) pertenece a la familia Bignoniaceae. Sus
nombres comunes son bolaina negra, jergdn sacha, bolsa
mullaca y tahuari oscuro, respectivamente. Cabe sefialar
que la especie Dracontium loretense Krause, también
se le conoce con este nombre cientifico Dracontium
spruceanum (Schott), y la especie Handroanthus obscurus
(Bureau & K. Schum) Mattos antes tenia el nombre
cientifico de Tabebuia obscura (Bureau & Schumann)
Sandwith.
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Figura 1. Guazuma ulmifolia Lam. (NV: 42450)

Preparacion del extracto vegetal

La corteza de Handroanthus obscurus, los cormos de
Dracontium loretense, las hojas de Guazuma ulmifolia
fueron lavadas, picadas en fragmentos pequefiosy secadas
a una temperatura entre 37 a 40 °C en un ambiente con
deshumidificador durante cinco dias. Los fragmentos de
cada especie fueron pulverizados y guardados en frascos
ambar de tapa ancha en refrigeracion a 5 °C; mientras que
el extracto de los frutos de Physalis angulata, obtenido en
un equipo extractor, fue deshidratado en un horno a 40 °C
hasta obtener un polvo que fue guardado en frasco ambar
a 5 °C. A partir de los polvos se procedio a la elaboracion
del extracto acuoso utilizando 50 g de material vegetal
disuelto en 500 mL de agua destilada y calentada a 70 °C
durante 3 h; luego, se filtré y concentrd lo obtenido en
un equipo rotavapor a 50 °C y 50 rpm. Finalmente, la
solucién concentrada fue congelada a-20 °C para luego
pasar al equipo liofilizador Labotec ®, de donde se obtuvo
un polvo fino, el cual se denomind extracto acuoso
liofilizado; este producto fue almacenado en frascos de
vidrio con tapa hermética en refrigeracion a 4-5 °C. Este

Figura 2. Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos (NV: 41694)

proceso se realizd en el Laboratorio de Farmacognosia del
IMET-EsSalud.

Prueba de a-glucosidasa

Este método consiste en la hidrolisis enzimdtica del
sustrato p-Nitrofenil-a-D-glucopirandsido (p-NGP) por
accion de la enzima a-Glucosidasa (a-GLC) que libera
unidades de p-nitrofenolato y a-D-glucosa. El ensayo de
inhibicién de a-glucosidasa se realizd segun lo propuesto
por Artanti et al. y Srianta et al. *>*, con algunas
modificaciones. Brevemente, 50 pL de la muestra a varias
concentraciones (1000, 100, 10y 1 ug/mL) fue adicionada
a un tubo de ensayo, el disefio de experimentacion en
detalle se muestra en la Tabla 1. La acarbosa se us6 como
estandar. El porcentaje de inhibicion de la a-glucosidasa
fue calculada por la siguiente ecuacion: [1- (B/A)] x 100%;
donde A es la absorbancia en ausencia de muestra, y B es
la absorbancia en presencia de muestra. Los resultados de
inhibicion se expresan como la concentracion inhibitoria
media (IC_ ), que es una medida de la eficacia de un
compuesto en la inhibicion de la funcion bioguimica. La

Figura 3. Physalis angulata L. (NV: 33677)

Figura 4. Dracontium loretense K. Krause (NV: 41691)
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Tabla 1. Esquema experimental, prueba de a-glucosidasa

Acarbosa

1000

2000 pg/
mL ug/mL

200 pg/mL

Ayarza Contreras T, et al.

Muestra

1000 pg/ 100 pg/

mL mL 10 pg/mL

1 pg/mL

Buffer fosfato pH 6,8 350 ulL 300 plL 300 uL 300 pL 300 plL 300 uL 300 pL 300 uL

p-Nitrofenil a-D-glucopirandsido 125 L 125 L 125 uL 125 L 125 L 125 L 125 L 125 L

Inhibidor/ Muestra - 50 pL 50 pL 50 uL 50 pL 50 pL 50 pL 50 uL

Enzima a-Glucosidasa 25 uL 25 1L 25 pL 25 L 25 uL 25 pL 25 uL 25 pL
Incubacion a 37 °C por 15 min

Na,CO, 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL 500 L 500 plL 500 L

Leer las absorbancias a 400 nm

IC,, fue determinada usando el andlisis Probit. La IC |
es la concentracién del extracto o compuesto quimico
que inhibe el 50% de la actividad enzimdtica de la
a-glucosidasa.

Analisis estadistico

El analisis de los datos se realizé con la ayuda del programa
estadistico STATA v. 12.0. Los datos fueron expresados
como la media £ SD. Los andlisis estadisticos se llevaron a
cabo empleando la prueba de Anova de una via, seguido
por la prueba post-hoc de Dunnet. Un valor de p<0,05 fue
considerado como estadisticamente significativo.

RESULTADOS

Inhibicion de la enzima alfa-glucosidasa

El potencial inhibitorio de los diferentes extractos evaluados
se presenta en la Tabla 2. El extracto con mejor actividad
inhibidora sobre la a-glucosidasa fue el de la Guazum ulmifolia
con IC,, de 13,49 + 3,65 pg/mL, mientras que la acarbosa
tuvo una IC,; 858,67 + 29,73 pg/mL. La concentracion
maxima de cada extracto evaluado fue 1000 ug/mL.

Tabla 2. Evaluacién de los liofilizados de extractos vegetales sobre la
inhibicién de la enzima alfa-glucosidasa

Planta medicinal 1C50% SD(pg/mL)

Physalis angulata >1000
Dracontium loretense >1000
Handroanthus obscurus >1000
Guazuma ulmifolia 13,49+3,65*

Acarbosa 858,67+29,73

Ensayo realizado por triplicado.

*Indica diferencias significativas con respectos al control (acarbosa), prueba
de Dunnet (a =0,05).

Los promedios se muestran con el limite de confianza al 95%.
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DISCUSION

La diabetes mellitus es una enfermedad metabdlica
caracterizada por la hiperglicemia resultante de defectos
en la secrecidn de insulina, en su accion en las células
blanco de esta, o ambas ™. El tratamiento farmacoldgico
hipoglucemiante oral estandar, frecuentemente es
efectivo en el control de esta enfermedad, aunque
con algunos efectos secundarios *”. A pesar de los
avances farmacoldgicos y preventivos, esta enfermedad
sigue en aumento 2. De alli la relevancia de realizar
investigaciones que contribuyan con estudios de especies
vegetales de uso en la medicina tradicional, con potencial
efecto antidiabético. Al respecto, hay un precedente que
relaciona a la especie Galega officinalis, rica en guanidina,
planta utilizada en la medicina tradicional europea y que
dio origen a la metformina (dimetilbiguanida), dado que
esta molécula fue producto de la sintesis de derivados de
guanidina 18,

Se ha demostrado que la hiperglucemia posprandial,
la hipertrigliceridemia y la inflamacion sistémica
concomitante, aumentan el riesgo de complicaciones
vasculares en la DM2 1229 Uno de los principales enfoques
para disminuir la hiperglicemia posprandial en pacientes
con DM2 es la prevencién de la hidrélisis y la absorcion
de carbohidratos después de la ingesta de alimentos,
debido a que el control efectivo de la glicemia es un paso
importante para prevenir las complicaciones diabéticas y
asi mejorar la calidad de vida de los pacientes ?Y. Entre
los farmacos que controlan la glicemia posprandial estd
la acarbosa, la cual actia como un inhibidor competitivo
de las a-glucosidasas que estan localizadas en el intestino
delgado y cuya funcion es retrasar la absorcién intestinal
de los hidratos de carbono y asi reducir la glicemia
posprandial @Y actualmente hay varios estudios que
reportan que extractos vegetales, o sus componentes,
inhiben la a-glucosidasa de forma semejante, o mejor,
que la acarbosa, segun ensayos in vitro 81022,
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En el presente estudio se evaluaron cuatro especies
vegetales, preparados como extractos liofilizados de
diferentes partes de cada una de las especies, en la
Tabla 2 se puede evidenciar sus capacidades inhibitorias
sobre la a-glucosidasa; es importante sefialar que,
segun la busqueda bibliogréfica, hasta la fecha no se han
reportado estudios de la capacidad inhibitoria sobre la
a-glucosidasa de estas cuatro especies. Existen estudios
de cribado de compuestos procedentes de plantas,
con potencial efecto inhibidor de la a-glucosidasa, que
consideran un efecto inhibidor significativo si el valor
de IC,, es inferior a 50 ug/mL . Segun los resultados, el
liofilizado del extracto acuoso de las hojas de Guazuma
ulmifolia (IC,, 13,49+3,65 pg/mL) es el Unico extracto
vegetal que cumple este criterio y ademas segun su IC,,
resulté ser mas potente inhibiendo esta enzima, cuando
se compara con el fdrmaco control acarbosa que tuvo IC_|
858,67+29,73 ug/mL.

La capacidad inhibitoria sobre la a-glucosidasa, por efecto
de la de Guazuma ulmifolia (IC., 13,49+3,65 ug/ ml)
es menos potente que el flavonoide genisteina cuyo
IC., es 9,00 pg/mL 2y el fenol 4cido galico cuyo IC
es 4,37 pg/mL @?; pero la Guazuma ulmifolia es mas
potente inhibiendo la a-glucosidasa, que los flavonoides:
(+)-catequina (IC,, 34,36 pg/mL), (-)-epicatequina
(IC,, 34,05 pg/mL), y un tipo de procianidina
(IC., 19,99 ug/mL) 2. La Guazuma ulmifolia también es
mas potente inhibiendo esta enzima, con respecto a los
extractos de Juglans neotropica (IC,, 399,99 pg/mL) 9
y Smallanthus sonchifolius (IC,, 1300 ug/mL) *?. Otras
especies vegetales recolectadas en Perd también reportaron
efecto inhibidor sobre la a-glucosidasa como: Schinus molle,
Smilax officinalis, Uncaria tomentosa, Lepidium meyenii
Walp, Cyclanthera pedata y Tagetes minuta 4.

Ayarza Contreras T, et al.

En otros tipos de ensayo in vitro, la Guazuma ulmifolia
demostré que inhibe la actividad de la citocina
proinflamatoria(TNF-a)(25), inhibe la  HMG-CoA
reductasa %, inhibe la lipasa pancredtica ®* e inhibe la
adipogénesis *: por otro lado, se reporté que disminuye
el estrés oxidativo ?” y estimula la captacion de glucosa
en adipocitos ®®: con respecto a estudios in vivo, se
hallé que disminuye la glicemia en modelos de diabetes
experimental . La integracion de toda esta informacion,
incluyendo el resultado del presente estudio, sugiere que
los extractos vegetales y/o sus compuestos bioactivos
de la Guazuma ulmifolia, pueden tener una utilidad
promisoria en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo
2, la obesidad y el sindrome metabdlico, las cuales estan
vinculadas por la inflamacion sistémica. Los mecanismos
detras de este planteamiento se muestran en la Figura 5.

El efecto antidiabético in vitro demostrado en el presente
estudio, y los otros efectos reportados, indican que esta
especie es promisoria, pues sugiere la presencia de
compuestos bioactivos o fitocomplejos en los extractos
estudiados. Los estudios de composicién quimica de esta
especie reportan la presencia de compuestos fendlicos,
taninos, alcaloides, saponinas y flavonoides ©°. La
composicion quimica de un determinado extracto vegetal
es importante porque permite plantear determinado
efecto farmacoldgico, hasta un posible mecanismo de
accion, esto se sustenta en una revisién en la que se
resumieron 411 compuestos que mostraron actividad
inhibidora de la a-glucosidasa y que fueron aislados de
especies vegetales con potencial medicinal ??.

Si bien es cierto, los demas extractos vegetales como
Dracontium loretense, Physalis angulata L,y Handroanthus
obscurus no mostraron un significativo efecto inhibitorio

’ Inhibicion de a-glucosidasa ‘

pro-inflamatori

Disminucion del el ‘ _
estrés oxidativo

Inhibicion de la

n de lipasa
pancreatica

N

* Inhibicion de la
adipogenesis

Estimulacion de la

HMG-CoA reductasa

Disminucion de la glicemia en
diabetes experimental

captacion de glucosa en
adipocitos

Figura 5. Efecto de la Guazuma ulmifolia Lam. (bolaina negra) sobre varias vias de sefializacion molecular que estan detras de la diabetes mellitus

tipo 2, obesidad y sindrome metabdlico.
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sobre la a-glucosidasa(IC50 < 50 ug/mL) ), no quiere decir
que no tienen efecto promisorio como antidiabéticos,
puesto que hay reportes de estas especies que muestran
su efecto hipoglucemiante en modelos de diabetes
experimental in vivo; asi como el estudio en el cual se
reporté que la corteza de Handroanthus obscurus tiene
efecto hipoglucemiante, semejante a la glibenclamida, en
ratas con diabetes experimental inducida ™.

Actualmente, la biodiversidad vegetal continla siendo
una fuente potencial de compuestos bioactivos para
nuevos farmacos para la DM2, asi lo expresa este reciente
reporte, en donde se menciona que los nuevos farmacos
contra la diabetes han sido desarrollados a partir de
flavonoides obtenidos de vegetales, estos compuestos
son: kaempferol, quercetina, luteolina, quercetina
3-0- (6-O’-galloyl)-alfa-glucopirandsido y 3,7,8,3'4'-
pentahidroxiflavona. Los cuales han mostrado posibles
actividades inhibitorias para evitar la reaccién catalitica de
la alfa-glucosidasa 9. El Pery tiene dos grandes ventajas
para este tipo de investigaciones, una gran biodiversidad
y el conocimiento ancestral de su poblacion basado en la
riqueza de su medicina tradicional.

Enconclusién, los resultados del presente estudio sugieren
que la actividad hipoglicemiante de la Guazuma ulmifolia
estaria mediada por la inhibicién de la a-glucosidasa,
ocasionando su potencial en la reduccién de la glucosa
posprandial. Estos resultados proporcionan un punto
de partida para la realizacién de una serie de estudios
farmacolégicos en modelos de diabetes experimental in
vivo vy, posiblemente, esta especie se constituya en una
fuente para el desarrollo de nuevos farmacos para la DM2.
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