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RESUMEN

Los inhibidores de la a-glucosidasa, son agentes de interés terapéutico porque pueden
contribuir a reducir la absorcion intestinal de glucosa y, por lo tanto, reducir la
hiperglucemia en condiciones patoldgicas como la diabetes. En esta investigacion se
determind la actividad inhibitoria en extractos etanolicos de Solanum sessiliflorum Dunal
(cocona) y Capsicum annuum L. (aji dulce) sobre ao— glucosidasa, evaluados a 100, 250,
500 y 1000 pg/mL, siendo las especies seleccionadas y recolectadas por conveniencia
en el distrito de Fernando Lores (198°S 4°0’6” S 73°9’38” O). Los resultados mostraron
gue tanto el extracto de cascara del fruto de S. sessiliflorum Dunal y el extracto del fruto
de C. annuum L., en ninguna de las concentraciones evaluadas fueron capaces de
superar el 50% de inhibicion; estos resultados permiten concluir que ambas especies
vegetales evaluadas no se consideran activos para producir un efecto inhibitorio sobre

a-glucosidasa.

Palabras clave: Solanum sessiliflorum Dunal, Capsicum annuum L., a-glucosidasa

Xii



ABSTRACT

a-Glucosidase inhibitors are agents of therapeutic interest because they can contribute
to reducing intestinal glucose absorption and, therefore, reduce hyperglycemia in
pathological conditions such as diabetes. In this investigation, the inhibitory activity was
determined in ethanolic extracts of Solanum sessiliflorum Dunal (cocona) and Capsicum
annuum L. (aji dulce) on a-glucosidase, evaluated at 100, 250, 500 and 1000 pg/mL,
the species being selected and collected for convenience in the Fernando Lores district
(198°S 4°0'6” S 73°9'38” O). The results showed that both the peel extract of the fruit of
S. sessiliflorum Dunal and the extract of the fruit of C. annuum L., in none of the
evaluated concentrations were able to exceed 50% inhibition; these results allow us to
conclude that both plant species evaluated are not considered active to produce an

inhibitory effect on a-glucosidase.

Keywords: Solanum sessiliflorum Dunal, Capsicum annuum L., a-glucosidase
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INTRODUCCION

Dado que no tiene en cuenta el estatus socioeconomico ni las fronteras
internacionales, la diabetes representa una seria amenaza para la salud
mundial. Tener diabetes pone a una persona enriesgo de una serie de
complicaciones graves e incluso fatales, lo que aumenta la necesidad de
atenciéon médica, reduce la calidad de vida y ejerce una presion indebida

sobre las familias (1).

A pesar de la cruda realidad de los datos, hay un mensaje alentador: la diabetes
se puede tratar y sus complicaciones se pueden evitar mediante diagnostico
temprano y acceso alaatencion meédica adecuada. Ademas, una parte
significativa de la diabetes tipo 2 se puede prevenir;yhay pruebas
convincentes que sugieren que incluso puede ser reversible en algunas

circunstancias (2).

Actualmente, todos los paises de las Américas atribuyen la mayoria de las
muertes y discapacidades a la diabetes mellitus. La calidad de vida de las
personas, la economia y presupuesto se ve afectada negativamente en atencion
meédica de paises en desarrollo. La Federaciéon Internacional de Diabetes y la
Organizacion Mundial de la Salud predicen unos 400 millones de personas

desarrollarén diabetes para 2030 (3).

Adicionalmente, la diabetes afecta a 86 mil peruanos, de los cuales 6 de cada 10
son adultos mayores, considerandose una de las causas principales de
morbimortalidad en Perd, donde afecta a tres de cada 100 personas de 15 afios
y mas (4) generando un importante problema de salud (5). Se han reportado al
menos 3 casos de diabetes tipo 1; 725 casos de diabetes tipo 2 y 4 casos de

diabetes gestacional en la region Loreto al | semestre 2022 (6).

Con la informacién antes mencionada, es fundamental comprender que la
medicina tradicional, particularmente en los paises del tercer mundo, se

acepta como una alternativa a la medicina convencional. Estos desarrollos



también representan nuevas vias en la busqueda de farmacos inhibidores

alternativos.

Las especies vegetales seleccionadas Solanum sessiliflorum Dunal y Capsicum
annuum L., se han utilizado para combatir el problema de diabetes, ya que son
usadas en las comunidades loretanas por sus propiedades ethomedicinales,
informacion relacionada con su actividad biolégica, razén por la cual se
determind la actividad inhibitoria de S. sessiliflorum Dunal (cocona) y C. annuum

L. (aji dulce) frente a a— glucosidasa.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes

En 2021, se compard C. annuum con otras especies de Capsicum en cuanto a
Su composicion bioquimica, contenido de capsaicina y capsaicinoides; y, sus
potencialidades nutracéuticas y médicas. El estudio relatdé que C. annuum
contiene antocianina, clorofila y luteina con posibles beneficios para la salud;
ademas de vitaminas, minerales, flavonoides, carotenoides y capsaicinoides; el
trabajo concluyé que la capsaicina puede contener posibles efectos
antiobesidad, asi como capacidad antioxidante, antimicrobiana, antidiabética,

anticancerosa y analgésica (7).

En 2020, analizaron contenido de vitamina C de pulpa fresca de S. sessiliflorum
Dunal, Psidium guajava L., Averrhoa carambola L, maceradas en etanol. La
investigacion determind antocianinas, compuestos fendlicos, taninos,
alcaloides, flavonoides, azucares reductores, entre otros. El trabajo concluyé
qgue S. sessiliflorum Dunal tiene un contenido de acido ascérbico de 3,4 % por

100 g respectivamente (8).

En 2019, se estudid la influencia y etapas de maduracion de 02 genotipos
(amarillo y rojo) de Capsicum pubescens Ruiz et Pavon en actividad
antioxidante por métodos DPPH, ABTS y TAC, asi como actividad
hipoglucémica en ratas diabéticas Wistar inducidas con Estreptozotocina. La
investigacion determiné que el genotipo amarillo presentdé mayor actividad
antioxidante e hipoglucemiante y el trabajo concluy6 una relacion directa entre
la alta actividad antioxidante con el efecto hipoglucémico, hipolipidémico,

hipotrigliceridémico y de proteccion de dafio renal en el genotipo amarillo (9).

En 2018, se evalud la actividad antioxidante, toxicidad preliminar y efecto
inhibitorio in vivo del extracto etandlico de frutos de S. sessiliflorum Dunal. Los
resultados sefalaron que el fruto posee semillas con mayor contenido de
proteinas (1,09 g /100 g £ 0,37) y lipidos (2,59 g /100 g + 0,47); la cascara del

fruto presento elevada actividad antioxidante con mayores concentraciones de



compuestos fendlicos totales (412,36 mg/mL £ 61,6) y flavonoides (99,69 ug de
quercetina/100 mL + 11,35), las fracciones de la fruta no presentaron toxicidad
(<1000 pg/ml); presentaron accion protectora de los tejidos renal, hepético y
pancreatico; el trabajo concluyé en una reduccion significativa de hemoglobina

glicosilada en animales tratados con el extracto de cascara del fruto (10).

En 2014, se descubrio que S. sessiliflorum Dunal inhibe enzimas implicadas en
el metabolismo de carbohidratos y lipidos mediante el método fluorimétrico
indirecto a partir de extractos hidroetanélico, acuoso, metandlico e
hidrometandlico. El trabajo concluyé que todos los extractos inhibieron la
enzima a-glicosidasa con 1Cs0= 6,44 £+ 0,1 pg/mL, 8,2 = 0,9 ug/mL, 7,8 + 0,4
pHg/mLy 6,4 £ 0,3 pg/mL respectivamente (11).

En 2013, se relata en el libro investigaciones amazonicas para la Agricultura
sustentable en la Amazonia Central, el uso de S. sessiliflorum conocida como
cubiu. La investigacion sefial los usos etnomedicinales e importancia industrial
del fruto y el trabajo concluyé que la pulpa de cocona en forma de jugo o
liofilizada y encapsulada esta siendo usada para controlar diabetes, colesterol
alto y en enfermedades provocadas por el funcionamiento inadecuado de los
rifones y el higado (12).

En 2004, se estudiaron a S. sessiliflorum (cocona) sobre el efecto que produce
en la glucosa, colesterol, LDL, HDL vy triglicéridos. La investigacion se realizé a
personas con dislipemia e hiperglucemia de ambos sexos durante 3 dias a 40
mL/dia. Los resultados permitieron demostrar reducciones de colesterol, LDL,
triglicéridos y glucosa sérica siendo significativa en términos estadisticos y el
trabajo concluyé que el 61 % alcanz6 niveles normales en colesterol, LDL un
62 %, triglicéridos un 92 %; ademas se observd un aumento significativo de

HDL en un 82 %, en ningun caso se llego a la hipoglicemia (13).



1.2 Bases teodricas

1.2.1 Especies en estudio
A) S. sessiliflorum Dunal

Conocida como cocona, cubiu. Pertenece a la familia Solanaceae Juss, orden
Solanales Juss. ex Bercht. & J. Presll (14). Distribuida en Amazonas, Cuzco,

Huanuco, Loreto, entre otros (14).

Es un arbusto de 2 metros de altura. Hojas ovadas, fuertemente oblicua en su
base, borde sinuoso, apice subagudo con 30 cm de largo por 20 cm de ancho,
pubescente en la superficie superior; ademas de presentar semillas
sublenticulares. Las flores crecen en racimos axilares cortos; el céliz tiene
segmentos profundamente divididos que son pequefios, ovados y agudos; la

corola tiene un tubo pequefio con segmentos ovado-oblongos (15).
Usos

Para el caso de quemaduras, las hojas se machacan y aplicarse de forma directa
sobre la herida. El jugo del fruto, son usadas en forma de frotacién en zonas
infectadas de «rasca-rasca» y «caracha» (15); ademas su consumo en ayunas

se usa para el tratamiento de triglicéridos, colesterol y diabetes.

Figura 1. Solanum sessiliflorum (16)


https://www.tropicos.org/name/43000073

Caracterizacion quimica por HPLC-DAD que mostrd altas concentraciones de
acido cafeico, acido galico, betacaroteno, catequina, quercetina y rutina; también
demostré efecto antioxidante en el ensayo de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)
y actividad antitumoral in vitro en lineas celulares de cancer de mama (MCF-7) y

de colon (HT-29) en un extracto hidroalcohdlico de la pulpa/semilla (17).

La pulpa de los ecotipos de cocona (CTR y SRN9) ha sido investigada y se ha
encontrado que es una buena fuente de antioxidantes naturales, convirtiendo el
consumo de estos ecotipos en una alternativa para la prevencion del

aterosclerosis (18).

Extractos de solasodina de cuatro especies de Solanum cultivadas in vitro, S.
surattense, S. villosum, S. nigrum y S. incanum, fueron evaluadas en célula de
adenocarcinoma colorrectal humano (HT-29), linea celular de osteosarcoma
(MG-63) y en lineas celulares normales (fibroblastos normales L-929),
encontrdndose que el extracto de S. surattense presenté mayor efecto citotdéxico
en las células HT-29 y el extracto de S. nigrum en las células MG-63,
sugiriéendose el uso de estos extractos como una nueva terapia dirigida en
canceres de colon y hueso (19). Asimismo, la solasodina tiene varias funciones
biolégicas como inducir la neurogénesis, ser anticonvulsivante y antitumoral. En
ese sentido, se desarroll6 cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-
MS/MS) para cuantificar solasodina en muestras de gotas de sangre seca de
ratones, donde la biodisponibilidad absoluta fue solo del 1,28 %, permitiendo
comprender mejor la eficacia y seguridad de la solasodina (19).



B) C.annuum L. (aji dulce)

Hierba o subarbusto de 1 m de altura, perteneciente a la familia Solanaceae
Juss, orden Solanaceae Juss (20). Distribuida en Bolivia, Ecuador, Colombia,

México, Venezuela, Pera, Paraguay, Honduras (21).

Tiene hojas con 3 a 8 cm (largo) y 3 a 4 cm (ancho), ovadas a elipticas,
frecuentemente asimétricas, atenuadas en la base y agudas o puntiagudas en el
apice. Presenta una inflorescencia como fasciculo axilar con dos o tres flores,
caliz truncado de 1 a 2 mm de largo y corola blanca o amarillenta. Los frutos en

forma de baya, liso, brillante y ovado, con semilla lisa y reniforme (21).

Usos

La fruta se tritura, luego se procede a filtrarlo y la solucién obtenida
se combina con agua tibia y se toma en ayunas para combatir los parasitos
intestinales. El fruto seco se tritura, se aplica en heridas que adn no estan
abiertas y se venda para tratar infecciones de la piel. El area dolorida, se

masajea con fruta fresca para tratar el reumatismo (21).

Las hojas tiernas se usan como galactégeno cuando se mastican, y también
se pueden aplicar directamente a los abscesos abiertos mientras se cubren con
aceite. Para tratamiento de la diabetes y reducir la fiebre: hervir cinco frutas
en un litro de agua durante dos minutos y tomarlo como agua de tiempo (21).

Figura 2. Capsicum annuum L. (22)
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Se conoce del contenido fendlico a partir del disefio de Box-Behnken para
optimizar la extraccion de Capsicum annuum mediante extraccion asistida por
ultrasonido (UAE) donde el pimiento entero (PI), pimiento sin pedunculos (PE) y
las semillas (WP) se extrajeron y caracterizaron por HPLC-ESI-TOF-MS. Las
actividades antioxidantes se compararon utilizando los métodos DPPH, ABTS y
FRAP; la composicion de carotenoides se evalué por HPLC-MS vy el contenido
de clorofila por método espectrofotométrico; donde las muestras de PI
presentaron mayor contenido de acidos fendlicos, mientras que, la muestra PE
fue mayor en flavonoides, no encontrdndose diferencia en la actividad
antioxidante, salvo lo obtenido en el ensayo FRAP, donde la muestra WP mostré

una mayor actividad de captacion de radicales (23).

Con el fin de mejorar la estabilidad oxidativa de la receta de salchicha durante el
almacenamiento en frio (4°C) durante 20 dias, se investigd la eficacia de los
subproductos secos del procesamiento de pimientos amarillos y rojos (DYBPB,
DRBPB). Se encontr6 que la actividad antioxidante de DYBPB y DRBPB esta
relacionada con el contenido fendlico total y contenido total de flavonoides. Los
hallazgos respaldan el uso de subproductos del procesamiento de pimientos
secos, que proporcionan un contenido total de fenoles de 180 mg GAE/kg de
carne procesada para DRBPB y 270 mg GAE/kg de carne procesada para
DYBPB, recomendado como sustitutos prometedores del nitrito de sodio para

desarrollar productos carnicos con valor agregado (24).

El género Capsicum contiene mas de 31 especies diferentes, cinco de las cuales
son domesticadas: Capsicum baccatum, C. annuum, C. pubescen, C. frutescens
y C. chinense; las frutas de Capsicum se han utilizado como aditivos
alimentarios, tratamiento del dolor de dientes, infecciones parasitarias, tos,
cicatrizacion de heridas, dolor de garganta y reumatismo. También tiene
propiedades anticancerigenas, antimicrobianas, antisépticas, antioxidantes e

inmunomoduladoras (25).



1.2.2 Diabetes

¢Qué es? es una enfermedad caracterizada por presentar altos niveles de
azucar en la sangre. El pancreas segrega insulina, una hormona que facilita el
ingreso de glucosa en las células para ser consumida como fuente de
energia. Cuando tiene diabetes, el cuerpo produce cantidades insuficientes de
insulina o no la produce adecuadamente. Como resultado, la glucosa permanece

en la sangre en lugar de ingresar a las células (26).

Tipos

Diabetes tipo 1: cuando el cuerpo produce poca o ninguna insulina, se produce
la DM 1. El sistema inmunitario participa en los ataques y la apoptosis de las
células productoras de insulina pancreaticas. Los nifios y adultos jévenes de
cualquier edad, a quienes se les diagnostica la enfermedad suelen necesitar

inyecciones diarias de insulina para sobrevivir (26).

Diabetes tipo 2: la DM2 ocurre cuando las células del cuerpo usan la insulina de
manera incorrecta. A pesar de que el pancreas produce una pequefia cantidad
de insulina, esta cantidad es insuficiente para mantener el azlcar en la sangre

dentro del rango normal (26).

1.2.3 Importancia del estudio

Tres de cada 100 personas de 15 afios o mas reportan tener diabetes,

convirtiéndola en una causa principal de morbi-mortalidad en Pera (27).

Dada su alta prevalencia y mortalidad, ademas de las alteraciones crénicas que
provoca, diabetes mellitus tipo 2 es considerada una enfermedad de mayor
impacto sociosanitario. En Perd, aproximadamente 86 mil personas son
considerados diabéticos, de este grupo 6 de cada 10 son adultos mayores,

constituyendo un problema sanitario de gran magnitud (28).


https://www.niddk.nih.gov/Dictionary/H/hormone

1.2.4 Antidiabéticos orales (ADO’s)

Se trata de compuestos con diferentes estructuras quimicas y mecanismos de
accion, reduciendo los niveles de glucosa plasmatica que se utilizan en el

tratamiento de la diabetes (29).
1.2.4.1 Tipos

Existen muchos tipos de ADO’s que actian sobre diferentes niveles
fisiopatolégicos de la diabetes y se clasifican en:
a. Secretagogos de insulina, que incluyen: sulfonilureas (SU)
y meglitinidas (MG);
b. Sensibilizadores de insulina, incluidas las biguanidas (BG)
y las tiazolidindionas (TZD)
c. Hipoglucemiantes, integrados por los Inhibidores de la alfa

glucosidasas (IAG), incluidas acarbosa y miglitol (29).

1.2.4.2 Mecanismo de accién

Su modo de accion se representa en la figura 3 (29).

INTESTINO
DELGADO RIRON

PROMOTORES
SU. Sulfonilureas
MGT. Meglitinidas
IDPP-IV. Inhibidores DPP-IV "/
AGLP1. Andlogos GLP-1 !
| Absorcion de . Reabsorcién renal
CMM ISGLT2 De glucosa

de insulina BGN

Figura 3. Mecanismos de accion de los antidiabéticos orales (29)
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Agentes antihiperglucemiantes: Estos medicamentos retrasan la absorcion
de disacéaridos y carbohidratos complejos y evitan que se descompongan en
monosacaridos mas absorbibles, lo que evita un aumento brusco de los niveles
de glucosa en plasma. Lo hacen mediante la inhibicion competitiva de las
enzimas que se encuentran en la luz del intestino delgado. Por tanto, aunque no
afectan a la glucosa basal, estas moléculas si reducen la subida posprandial
(29).

Inhibidores de la a-glucosidasa intestinal (IAG): acarbosa, miglitol.
El impacto principal de los inhibidores de la a— glucosidasa es retardar
la descomposicion de los carbohidratos, reduciendo la hiperglicemia
posprandial. Su mecanismo esta centrado en inhibir de forma competitiva las
enzimas a-glucosidasas intestinales (glucoamilasa, maltasa e isomaltasa)
encontradas en el borde en cepillo de los enterocitos. Esto evita que los
sustratos de oligosacéridos y disacaridos de estas enzimas, se conviertan en
monosacaridos antes de su absorcion (29).

Acarbosa

Aprobada por la FDA para tratar DM2 en adultos. Aunque el régimen de 300 mg
de acarbosa tres veces al dia es superior a las dosis mas bajas para reducir la
hemoglobina Alc, la dosis diaria maxima aprobada de acarbosa es de 100 mg
tres veces al dia. No hay una diferencia estadisticamente significativa en la
reduccion de la hemoglobina Alc entre el régimen de 50 mg tres veces al dia, el
régimen de 100 mg tres veces al dia y el régimen de 200 mg tres veces al dia
(30).

Acarbosa no esta aprobada para tratar DM1; sin embargo, los estudios han
evaluado la seguridad y eficacia en esta poblacion de pacientes. En un estudio
de 121 pacientes con diabetes mellitus tipo 1, se encontré6 que 50 mg de
acarbosa tres veces al dia durante dos semanas, seguidos de 100 mg tres veces
al dia, reducia significativamente la glucosa posprandial a las 2 horas. No existio
diferencias entre el grupo placebo y el de acarbosa en cuanto a la disminucion

de la hemoglobina Alc o los episodios de hipoglucemia (30). Asimismo,
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acarbosa no esta aprobada para tratar la prediabetes. La acarbosa también se
ha evaluado como una posible opcidn farmacologica para prevenir la progresion
de prediabetes a diabetes mellitus tipo 2. En un estudio de pacientes con pruebas
de intolerancia a la glucosa, los participantes fueron aleatorizados para recibir
100 mg de acarbosa tres veces al dia o placebo tres veces al dia. El 32 % del
grupo de acarbosa desarrollé diabetes mellitus tipo 2 en comparacion con el 42
% del grupo de placebo, lo que resulté en un cociente de riesgos instantaneos
estadisticamente significativo de 0,75 (31).

El efecto de la acarbosa en la disminucién del peso también se investigd. En un
analisis de los datos posteriores a la comercializacion de 67 682 pacientes, los
datos revelaron que la acarbosa reduce significativamente el peso corporal,
independientemente del peso corporal inicial. También se encontré que reduce
significativamente la glucosa plasmatica en ayunas, la glucosa posprandial, la

hemoglobina Alc y las concentraciones de glucosa posprandial (32).

En un estudio realizado con pacientes con diagnostico de diabetes mellitus,
quienes tomaron metformina y acarbosa solas o en terapia combinada, tenian

mas probabilidades de sobrevivir a la hospitalizacién por COVID-19 (33).

Mecanismo de accién

La acarbosa, oligosacarido complejo que actia como un inhibidor competitivo y
reversible de la alfa-amilasa pancreédtica y de la alfa-glucésido hidrolasa
intestinal unida a la membrana. La alfa-amilasa pancreética hidroliza los
carbohidratos complejos a oligosacaridos en el intestino delgado. La alfa-
glucosidasa hidrolasa intestinal descompone los oligosacaridos, trisacaridos y
disacaridos (sacarosa, maltosa) en monosacaridos (glucosa, fructosa) en el
borde en cepillo del intestino delgado. Al retrasar la digestion de carbohidratos,
la acarbosa retarda la absorcion de glucosa, lo que resulta en una reduccién de

las concentraciones sanguineas de glucosa posprandial (34).

La acarbosa puede producir pérdida de peso al aumentar el péptido-1 similar al
glucagon (34).
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Reacciones adversas

Mecanismo de Familia Ejemplo Ventajas Reacciones

accion farmacolégica adversas

Disminucion de Inhibidores de  Acarbosa  Sin ganancia Flatulencias
la absorciobn de  a-glucosidasa de peso. y
la glucosa Bajo costo meteorismo

Tabla 1. Reacciones adversas asociadas a Acarbosa

1.2.5 Cinética enzimatica

Las enzimas son proteinas que catalizan reacciones bioquimicas. Como parte
importante de la célula, son objeto de numerosos estudios para los fines mas
diversos y enfocandose en varios parametros, tales como: actividad catalitica,
tasa de conversion de los reagentes en productos. El estudio de la cinética
enzimatica a menudo requiere la purificacion de enzimas para obtener resultados
mas reproducibles y para minimizar la interferencia de otros componentes
celulares (35). La cinética enzimatica es un campo de estudio que nos brinda
una comprension detallada de cémo funcionan las enzimas,
qué papel desempefian en el metabolismoy como las células regulan su
actividad, permitiendo eventualmente, controlar las propiedades de las enzimas

para fines biotecnolégicos (36,37).

Reaccidn enziméatica

El objetivo principal de la cinética enzimatica es establecer una ecuacién que
describa la reaccion enzimatica con la mayor precision posible. Para ello, utiliza
varias magnitudes obtenidas experimentalmente, entre ellas la velocidad inicial
(Vo). Para medir la velocidad de una reaccion quimica, es necesario juntar los
reactivos necesarios para que la reaccién ocurra (sustrato, enzima, cofactor si
es necesario) y tener en cuenta luego el inicio de la reaccién. Es bien sabido que,
sea cual sea el protocolo que se utilice, la informacion que se obtiene es la tasa
de conversion de los reagentes en productos o la de la degradacion de los

reagentes o de la formacién de los productos. Las reacciones enzimaticas, bajo
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la hipétesis del estado estacionario, asumen que la velocidad de formacion de
un complejo Enzima-Sustrato (SE) es igual a la velocidad de su desintegracion

en Enzima y Sustrato, Enzima y Producto (38,35), de acuerdo con la ecuacion 1:

k; .
S+P — SE = E+P
K (1).
| _—d[S] _d[P] -
dt dt

Figura 4. Formacion complejo Enzima-Sustrato

Ecuacion de Michaelis — Menten

La ecuacion 3, es la ecuacion de Michaelis-Menten, detalla la tasa inicial de la
reaccion de un sustrato en el estado estacionario, hasta alcanzar la velocidad

maxima, en funcién de la concentracion del sustrato (35).

V., V, . [S]
V —_- ==
14K, [S] K, +[5]

Figura 5. Ecuacién de Michaelis-Menten

k2+ k3

donde KM =
k1

Vmax y KM son parametros cinéticos caracteristicos de un determinado par
enzima-sustrato y su determinacion es extremamente importante en su
caracterizacion. La velocidad maxima, 0 Vmax, €s la tasa maxima a la cual la
enzima transforma sustrato en producto, en una situacion de saturacién por
sustrato. La concentracion de sustrato en la que la mitad de los sitios activos de
la enzima estan ocupados por moléculas,se denomina KM o
constante de Michaelis. Esta constante también es una medida de la afinidad del
sustrato por esta enzima. Cuanto menor sea el valor de KM, mayor sera la
afinidad entre estas dos especies quimicas, mas deébil serd la union, si
consideramos la hipotesis del estado estacionario (39,35).

1.2.5 Laa-glucosidasa como diana terapéutica
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En la década de 1970 se descubrieron los inhibidores de la a-glucosidasa que
retrasan los pasos en la digestion de los carbohidratos, ralentizando su
absorcién. Durante la préxima década, se descubri6 que esta accidon podria
reducir la hiperglucemia posprandial en pacientes diabéticos (40). La diabetes,
parece estar causado por interacciones entre factores genéticos y ambientales
que conducen a defectos en la secrecion de insulina, la accion de la insulina y la
eficacia de la glucosa (40,41). Actualmente, varios medicamentos se utilizan en
el tratamiento de la diabetes. Se pueden dividir en varias clases, segun el
sistema en el que funcionan, pero la mayoria conducen a la estimulacion de las
células B productoras de insulina al inhibir la produccion endégena de glucosa.
Sin embargo, existe un grupo: los inhibidores de la a-glucosidasa intestinal, cuyo
objetivo principal es contribuir a la reduccién de la hiperglucemia posprandial,

convirtiéndose asi en una diana terapéutica en la diabetes (42,40).

Dipaisccharides Dligesaccha mdas
a . b
.'l - TR
XL XY
o~ | . | Smalintestine | | " |
L AG |/ brush border | ||, &G
S - e
= T ¥y 'l
I
- g ‘l'_ ——— G D & . Fhoroes
Mlonoseccharides | sonasatcharides { |
|Glecose] ¥ (Elucose)
TP«D‘ﬂﬂrli'rC'lﬂl Postprandisl
gpenghycaemia Eryperghycasmia

Figura 6. Mecanismo de accion de los inhibidores de la alfa-glucosidasa (43)

1.3 Definicién de términos basicos

Acarbosa: es un inhibidor de la enzima a-glucosidasa intestinal usada como
coadyuvante en el manejo de la diabetes mellitus porque retarda la absorcion
de glucosa (44).

Inhibidor a-glucosidasa: funciona inhibiendo la enzima a-glucosidasa en el

borde en cepillo del intestino delgado de manera competitiva, retrasando la
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descomposicion de los carbohidratos complejos y la absorcion intestinal de
glucosa (45).

Diabetes: enfermedad metabdlica caracterizada por niveles elevados de
azucar en sangre asociada con deficiencia de la produccién y/o accion de la
insulina (46).

ICs0: concentracion quimica que inhibe el 50% de funciones biologicas o

bioquimicas especificas (47).
Extracto: en el campo de la medicina, se considera un compuesto que ha

sido procesado a partir de plantas o bacterias para su uso como medicamento

0 como ingrediente en medicamentos (48).
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CAPITULO II: HIPOTESIS Y VARIABLES

2.1 Formulacion de hipotesis

Los extractos etandlicos de los frutos de S. sessiliflorum Dunal (cocona) y C.
annuum L. (aji dulce) presentan actividad inhibitoria sobre a - glucosidasa.

2.2 Variables y su operacionalizacion

Variable independiente

Extracto etandlico: solucion producida luego de macerar material vegetal en
etanol de 96° por 07 dias. Tras la finalizacién de este periodo de extraccion,
el disolvente se separa del material vegetal mediante el procedimiento de

filtracion.
Variable dependiente

Actividad hipoglucemiante: consiste en reducir los niveles de glucosa en
sangre al administrar extractos con propiedades antihiperglucemiantes.
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OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

: L _ Tipo por su Indicador Escala de i Valores de las Medio de
Variable Definicion operacional pop Categorias
naturaleza (concentracion) | medicién categorias verificacion
Solucién con presencia de
_ metabolitos secundarios, obtenida y 100 pg/mL
Independiente Concentracion de )
o luego de ser maceradas en etanol o _ 250 pug/mL Hoja de reporte
Extracto etandlico L Cuantitativa extractos Ordinal »
por 7 dias, filtrado, concentrado, 500 pug/mL analitico
secado en estufa; luego evaluada 1000 pug/mL
experimentalmente.
_ % de inhibicion Presenta >50%
Producto con capacidad de vidad
Dependiente | . - - activida <500 Hoja de reporte
inhibicion de especies terapéuticas| o niitativa g 50% -
Sin actividad analitico

Actividad inhibitoria

con potencial efecto sobre la

hiperglicemia.
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CAPITULO Ill: METODOLOGIA
3.1 Tipo y disefio

Tipo de estudio: experimental, ya que se prob6 la actividad inhibitoria; se
midieron y controlaron las variables dependientes donde se comparaba las

muestras experimentales y de control.

Disefo: analitico.

3.2 Disefio muestral

Poblacion de estudio:
Estuvo constituida por las especies vegetales S. sessiliflorum Dunal (cocona) y
fruto de C. annuum L. (aji dulce) ubicadas en el distrito de Fernando Lores,

provincia de Maynas, region Loreto.

Muestra: constituida por dos kilogramos de frutos de S. sessiliflorum Dunal
(cocona) y dos kilogramos de fruto de C. annuum L. (aji dulce) en buen estado

de conservacion.

Criterios de inclusion: frutos sanos bien conservados.

Criterios de exclusion: frutos agrietados, que evidencien contaminacion.

El muestreo fue realizado por conveniencia, las mismas que fueron
georreferenciadas (198°S 4°0°6” S 73°9°'38” O).

3.3 Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

A) Obtencién de especies vegetales

a.l) La recoleccion de los frutos de las especies vegetales se realizaron con
la ayuda de tijeras podadoras, donde fueron colocadas y etiquetadas en

sobres de manila.
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a.2) Preparacion y limpieza: se limpiaron los frutos, sin embargo, para S.

sessiliflorum Dunal solo se corto la cascara y el fruto de C. annuum se
cortaron en pequefios fragmentos. Asimismo, se seleccioné frutos de
ambas especies vegetales para su identificacion botanica y certificacion

correspondiente.

a.3) La certificacion correspondiente, se llevo a cabo a través del responsable

del Herbarium Amazonense de la Universidad Nacional de Amazonia
Peruana — UNAP (Anexo 1).

a.4) Una vez ejecutado el punto a.2), se procedi6 al secado vy

micropulverizado, colocandose en un ambiente de secado por una
semana a 40 °C. Después del secado, se procedid a la molienda. El
micropulverizado se colocaron guardé en frascos de color &mbar para su

posterior uso en diversas pruebas.

B) Obtencién de extractos

Se sigue el siguiente procedimiento:

1.

En un vaso de precipitado, se pesaron 7 g del micropulverizado de
cascara del fruto de S. sessiliflorum Dunal (cocona)

En otro vaso de precipitado, se pesaron 7 g del micropulverizado de fruto
de C. annuum L. (aji dulce).

En ambos vasos de precipitado con la muestra correspondiente, se
agregaron 100 mL de etanol 96°.

Después se macero por 7 dias.

Luego, cada extracto macerado se filtré por separado con la ayuda de una
bomba al vacio, con posterior concentrado en equipo rota vapor a 40° C
a 40 rpm.

Los extractos obtenidos en el rotavapor, se colocaron en estufa a 40°C
hasta sequedad y posteriormente refrigerado para su uso en los

respectivos ensayos (49).
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C) Actividad inhibitoria

Se llevo a cabo segun el siguiente esquema: (50,51)

Tubo de Tubo de Tubo de Tubo de
ensayo 1 ensayo 2 ensayo 3 ensayo 4
p-Nitrofenil a-D- 125 pl 125 pl 125 pl 125 pl
glucopiranésido
Inhibidor 50 ul 50 ul
(muestra
problema)
Buffer fosfato 375 ul 350 ul 325 ul 300 ul
Pre incubacion a 37°C por 5 min
Enzima a - 25 ul 25 ul
Glucosidasa
0,24U/ml
Incubacion a 37°C por 15 min
Na2C0O3 0,2 M 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl
Leer las absorbancias a 400 nm
El blanco de la solucion estandar no contenia enzimasy el control

positivo contenia acarbosa. El célculo del % inhibitorio requerido, se realizo

utilizando los datos de la Hoja de Reporte Analitico:

[1 - (%)]x100%

Dénde: A es la absorbancia en ausencia de muestray B es la

absorbancia en presencia de la muestra.

3.4 Procesamiento y analisis de la informacion

La ICso por cada extracto se obtuvo de los valores obtenidos del % de

inhibicion de la a-glucosidasa. Para analizar de manera estadistica, se hizo uso

de ANOVA de un factor, donde un valor de p<0,05 se considero estadisticamente

significativa. Se aplic6 HSD Tukey para comparar multiples grupos sobre la base

del porcentaje de inhibicion.
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3.5 Aspectos éticos

Solo procede para trabajos con seres humanos y animales.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

100.00
90.00
F0.00 75.30
E 70.00
E 0,00 56.76
‘= 441.96
£ 5000 10,55
a  40.00
= 24.06
30.00
& 2000 2160 17.89 20.85
- 11.43
10,00 7.54 7.66 I 4.29
0.00
100 250 500 1000
Concentraciones evaluadas {ug/mL)
5. sessiliflorumy Dunal - céscara fruto C. annuum L. - fruto W Acarbosa

Figura 7. Porcentajes de inhibicién segun concentraciones evaluadas

Tabla 2. 1Cso obtenida por cada especie vegetal

[ ] maxima

Especies vegetales ovaluada ICso
S. sessiliflorum Dunal - cascara del
fruto > 1000 kg
1000
C. annuum L. - fruto > 1000 ug
pug/mL
Acarbosa 356,80 ug

En la tabla 2, se aprecia que ninguna de las especies vegetales evaluadas se
considera activos, pues se requiere un ICso > 1000 pg para obtener un efecto

inhibitorio deseado.
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Tabla 3. ANOVA de un factor - porcentaje de inhibicion

Suma de Media
Fuente de variacion cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 3012,904 2 1506,452 6,158 0,021
Dentro de grupos 2201,796 9 244,644
Total 5214,700 11

En la tabla 3 se obtuvo una sig.=0,021, menor que a=0,05. Por lo que se

considera que existe una diferencia estadisticamente significativa entre los

grupos de estudio segun el porcentaje de inhibicion.

Tabla 4. Comparaciones multiples entre los grupos - % de inhibicion

HSD Tukey
95% de intervalo de
confianza

(1) Grupo de (J) Grupo de Diferenciade  Error Limite Limite
estudio studio medias (I-J) estandar  Sig. inferior  superior
S. sessiliflorum C. annuum L. —
Dunal - céscara fruto 10,453 11,060 0,627 -20,427 41,332
del fruto Acarbosa -27,145 11,060 0,084 -58,024 3,734
C.annuum L. - S. sessiliflorum
fruto Dunal - cascara -10,453 11,060 0,627 -41,332 20,427

del fruto

Acarbosa -37,598" 11,060 0,019 -68,477 -6,718
Acarbosa S. sessiliflorum

Dunal - cascara 27,145 11,060 0,084 -3,734 58,024

del fruto

C. annuum - fruto 37,598 11,060 0,019 6,718 68,477

* La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05

En la tabla 4, con la media obtenida segun la prueba HSD Tukey, se puede

determinar que los grupos evaluados producen diferente actividad inhibitoria.
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Tabla 5. Subconjuntos homogéneos - % de inhibicion

HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0,05
Grupo de studio N 1 2
S. sessiliflorum Dunal - cascara del fruto 4 22,510
C. annuum L. - fruto 4 12,058 22,510
Acarbosa 4 49,655
Sig. 0,627 0,084

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamarfio de la muestra de la media armoénica = 4.000.

En la tabla 5, en el subconjunto 2 solo las medias de céscara de fruto de S.

sessiliflorum Dunal y Acarbosa difieren de los anteriores (p-valor=0,084).
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CAPITULO V: DISCUSION

El Pera presenta una diversidad en flora, especialmente todo lo existente en la
Amazonia (52-55). Los frutos que contienen una composicion quimica rica en
minerales, oligoelementos y antioxidantes (56-58), tal como es el caso de los
frutos de S. sessiliflorum Dunal (cocona) usada en la etnomedicina por su efecto

hipolipemiante e hipoglucemiante (59-63).

Sin embargo, la cocona ha sido y es objeto de muchos estudios, por parte de
diferentes investigadores (64-66) que han intentado y estan tratando de
aclimatarla a otros paises, para explotarla por la gran riqueza nutritiva y
energética que posee; a pesar de ello, existe en la bibliografia nacional e
internacional un minimo o casi nulo de trabajos cientificos respecto a sus

posibles efectos hipoglicemiante.

Los resultados encontrados difieren con el estudio realizado en el afio 2018
(10), en referencia al efecto inhibitorio del extracto etandlico de frutos de S.
sessiliflorum Dunal quien encontré una reduccion significativa en los valores de
hemoglobina glicosilada en animales tratados con el extracto de cascara del
fruto. De igual forma con el estudio realizado en 2014 (11) quien realizé estudios
de la cocona sobre la inhibicién de enzimas involucradas en el metabolismo de
carbohidratos y lipidos por el método fluorimétrico indirecto de extractos
hidroetandlico, acuoso, metandlico e hidrometandlico, donde todos los extractos
inhibieron la enzima a-glicosidasa con 1Cs0=6,44+0,1 pg/mL, 8,2+0,9 pg/mL,
7,81£0,4 png/mL y 6,4+0,3 pg/mL respectivamente.

Ademas, se diferencia con el relato realizado en el 2013 (12), donde el uso de la
pulpa de cocona en forma de jugo o liofilizada y encapsulada viene siendo usada
para controlar diabetes, colesterol, exceso de acido urico y en otras dolencias
causadas por el mal funcionamiento de los rifiones e higado en la amazonia
peruana. Asimismo, muestra una diferencia con el estudio realizado en 2004
(13), quien abordo los efectos del extracto de S. sessiliflorum Dunal (cocona)

sobre la glucosa, colesterol, LDL, HDL Yy triglicéridos, en comparacion con la

26



glucemia basal normal de algunos sujetos normales, en ningun caso se llego a

la hipoglicemia.

El potencial etnofarmacol6gico del género Capsicum y el uso de sus principios
activos como recursos terapéuticos, lo hacen unico. Ademas, solo 12 de las
mas de 26 especies del género Capsicum, incluidas algunas variedades, son
empleadas por el hombre (65). Entre los usos etnomedicinales destacan: para
tratar el mal de aire, mal de ojo, diurético, antidiarreico, antiinflamatorio,
antineuralgico, antipirético, antirreumatico, aperitivo digestivo, antiséptico,
antituberculoso, carminativo, catartico, desinflamar los parpados, diurético,
dispepsia, dolor de oido, hemorroides, tuberculosis, vértigo, diabetes entre
otros; siendo la parte usada el fruto maduro, la misma que es tomada

preferentemente oral en forma de infusion (67).

En ese sentido, nuestros resultados son diferentes con el estudio realizado en
2021 (7), quienes compararon C. annuum con otras especies de Capsicum,
donde el trabajo concluy6 que la capsaicina puede contener posibles efectos
antiobesidad, asi como capacidad antioxidante, antimicrobiana, antidiabética,
anticancerosa y analgésica. Ademas, se diferencia con el estudio en 2019 (9),
donde se determiné la influencia y etapas de maduracion de 02 genotipos
(amarillo y rojo) de Capsicum pubescens Ruiz et Pavon en actividad
hipoglucémica en ratas diabéticas Wistar inducidas con Estreptozotocina,
donde el genotipo amarillo presentd6 mayor actividad antioxidante e
hipoglucemiante.

27



CAPITULO VI: CONCLUSIONES

e Los extractos de cascara del fruto de S. sessiliflorum Dunal y del fruto de C.
annuum L., en ninguna de las concentraciones evaluadas fueron capaces de

superar el porcentaje de inhibicién sobre a — glucosidasa en méas del 50 %.

e Los extractos de cascara del fruto de S. sessiliflorum Dunal y del fruto de C.
annuum L. presentan un ICso > 1000 pg, no considerandose activos sobre a-

glucosidasa.
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

La presente investigacion, serd oportuno realizarla con otros tipos de
extractos tales como: hidro etandlico, acuoso, metandlico e hidro
metanalico, ya que la misma podra determinar su potencial farmacologico

en el tratamiento de diversas enfermedades.

Es importante también el ensayo ejecutarlo sobre a-amilasa, a fin de
poder establecer las diferencias que pudieran obtenerse con esta otra
enzima, permitiendo asi tener alternativas terapéuticas para el tratamiento

de afecciones séricas.
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ANEXOS

Anexo 1. Constancia de certificacion de las especies vegetales

Centro de Investigacién de
@iUNAP Recursos Naturales
) Herbarium Amazonense — AMAZ

INSTITUCIGN CIENTIFICA NACIONAL DEPOSITARIA DE MATERIAL BIOLOGICO
CODIGO DE AUTORIZACION AUT-ICND-2017-005

CONSTANCIA n.2 13-2022 AMAZ-UNAP

Kl Coordinadar del Herbarfum Amazonense (AMAZ) del CIRNA, de la Universidad Nacional de la
Amazoaia Percana

HACE CONSTAR:

Que, las muestras botinicas presentada por PADLA ELIZADETH SINARAHUA MUCUSHUA, bachiller de
12 Escuela Profesional de Farmacia y Bloquimica de la Facultad de Farmada y Bloqulmica de la
Unlversldad Naclonal de 1a Amazonia Peruana pertencce al proyecto de tesis de pre grado titulado
"Actividad Inbibitoria del extracto de Sedenum seseilifforum Dunal (cocona) y Copsicurm anaxune Lo (alf
dulce) sobre a-glucosidasa®; ha sido DETERMINADA en este centro <e investigacidn y ensefianza

Herbarfum Amazonense-AMAZ-CIRNA-UNAP coma se indica a continficidn:

N* FAMILLA ESPECIE AUTOR
01 | SOLANACEAE Sofamym sessilifiorum Dunal
02 | SOLANACEAL Copsicyrn annaum L

Determinador: Ing. Juan Cebidonic Ruiz Macedo

A Jos velntidss dias del mes de abr! del ano dos mil velntidés, se explde la presente constancia a Jos
interesadas para bas [ines que se estime convenlente,

Alentamente,
Richard 10G A3y
s
Dvreccién Pevauhaney ~ Wulos Perd Plgna Ldel RSO0 v ot ovvs NSNS
Netin €95
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Anexo 2. Flujograma de proceso de experimentacion
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