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“EVALUACION DE EXTRACTOS ORGANICOS DE ILEX GUAYUSA COMO
NUTRACEUTICOS EN EL TRATAMIENTO DE LA DIABETES TIPO 2."

RESUMEN

Las cifras alarmantes de personas con Diabetes Mellitus a nivel mundial y la
tendencia de consumo de productos naturales endémicos han provocado la
bUsqueda e investigaciéon exhaustiva de especies vegetales que contrarresten los
efectos de esta enfermedad. En el presente trabagjo se investigd el potencial de
llex guayusa Loes como fuente de sustancias inhibidoras de las enzimas ay B
glucosidasas, involucradas en el mecanismo de desarrollo de Diabetes Mellitus
tipo 2. Para cumplir este objetivo se prepararon extractos orgdnicos de la planta
en estudio, la cual fue recolectada en zonas aledafas al cantén Sucla
perteneciente a la Provincia de Morona Santiago. Los extractos orgdnicos fueron
fraccionados mediante estrategias cromatogrdficas. La actividad bioldgica de las
fracciones obtenidas fue probada mediante un ensayo de inhibicidon enzimdatica
“in vitro". Los resultados obtenidos permiten valorar a los componentes de llex
guayusa como sustancias nutracéuticas que aportardn en la dieta de pacientes
diabéticos.

Palabras clave: a-glucosidasa, B-glucosidasa, llex guayusa, Diabetes Mellitus tipo
2, Inhibiciéon enzimdtica.
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ABSTRACT

“EVALUATION OF ILEX GUAYUSA ORGANIC EXTRACTS AS

NUTRACEUTICS IN THE TREATMENT OF TYPE 2 DIABETES"
The alarming numbers of people worldwide with diabetes mellitus and the global trend
for consumption of endemic natural products have led the search and exhaustive
investigation of plants in order to counteract the effects of this disease. This work is
about the investigation of ilex guayusa Loes potential as a source of inhibitors substance
of a- and B glucosidase enzymes involved in the development mechanism of type 2
diabetes mellitus. To meet this objective extracts of the organic plant under study were
prepared. This plant was collected in areas adjacent to Sucua Canton, Province of
Morona Santiago. The organic extracts were fractionated by means of chromatography
strategies. The biological activity of the obtained fractions was tested by an "in vitro"
enzyme inhibition analysis. The results obtained allow assessing the components of

Ilex guayusa as nutraceutics substances to contribute to diabetic patients’ diet.

Keywords: a-Glucosidase, 5 —Glucosidase, Ilez Guayusa, Type 2 Diabetes Mellitus,

nhibition ,
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EVALUACION DE EXTRACTOS ORGANICOS DE ILEX GUAYUSA COMO
NUTRACEUTICOS EN EL TRATAMIENTO DE LA DIABETES TIPO 2.

INTRODUCCION

Son alarmantes las cifras de personas con diabetes y, desgraciadamente,
Ecuador no es la excepcion. La Federaciéon Ecuatoriana de Diabetes, reporta que
por cada familia ecuatoriana existe por lo menos una persona con diabetes y
que el 90% de ellas sufren diabetes tipo 2 (Carrillo, 2011). La diabetes tipo 2 estd
cerca de ser una epidemia, se la relaciona con la edad y estd ligada a ciertos
factores de obesidad en las personas. La causa de la diabetes es un misterio,
aunque los factores genéticos y ambientales, tales como: obesidad y falta de
gjercicio parecen jugar un papel importante. Estudios revelan que la poblacion
diabética mundial aumentaria a 366 millones para el 2030 (Wild et al., 2004). La
diabetes es un padecimiento conocido desde hace siglos; sin embargo, a fin del
milenio el conocimiento de su etiologia, historia natural y epidemiologia es aun

incompleto (Moreno, 2001).

El tratamiento farmacoldégico de este sindrome metabdlico es de por vida, vy
pretende controlar las manifestaciones clinicas y prevenir complicaciones.
Desafortunadamente, para muchos pacientes este objetivo no se logra vy
ademds, los farmacos utilizados son costosos y presentan efectos adversos
importantes (Santos et al., 2009). Posiblemente sea por esto que las personas que

padecen diabetes tipo 2 recurran cada vez mds a la medicina natural, utilizando



Ferndndez Romero 2

diversas plantas y frutos como tratamiento alternativo o combinado con
farmacos. Los mecanismos de actividad hipoglicemiante de algunas plantas
estdn siendo estudiadas. Recientemente, se han publicado varios estudios de la
quimica de las plantas medicinales con potencial anfidiabético (Jung et al,
2006). Ademds, reviste de interés cientifico la bUsqueda de inhibidores de enzimas
involucradas en el mecanismo de la diabetes tipo 2 como ay B-glucosidasa

provenientes de fuentes naturales (Andrade-Cetto et al., 2008).

Actualmente, los metabolitos secundarios de las plantas medicinales son
estudiados para determinar su potencial antidiabético (Jung et al., 2006). A nivel
mundial, 10.000 plantas medicinales son utilizadas en fitoterapia (Canigueral et al.,
2003). Afortunadamente, Ecuador es un pais megadiverso; posee alrededor de
15901 especies vegetales, de las cuales, cerca de 4173 son endémicas (De la
Torre et al., 2008) e incluyen a la especie vegetal del presente estudio, llex

guayusa.

El conocimiento fitoquimico de la guayusa es limitado vy la literatura cientifica es
escasa, razon por la cual es necesaria una profunda investigacion cientifica con
el fin de evaluar su actividad bioldégica y posteriormente, sus posibles usos
comerciales (Radice & Vidari, 2010). La propuesta de la presente investigacion se
orientfa a la evaluacion de extractos orgdnicos de llex guayusa como
nutracéuticos en el tratamiento de la diabetes tipo 2 y servird como base para la
mejora de investigaciones orientadas al desarrollo de productos dirigidos a

solucionar la problemdtica nutricional de pacientes diabéticos.

Por otra parte, las personas con diabetes, son un segmento de la poblacién muy
amplio; sin embargo existen muy pocas alternativas para su alimentacién. En
cuanto a aditivos alimentarios se han utilizado edulcorantes que no aportan mds
que con el dulzor a los alimentos. El estudio acerca de la capacidad
antidiabética de la guayusa, podrd dar paso a una de las tendencias actuales de

produccion de alimentos, los nutracéuticos. Los alimentos nutracéuticos ademds
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del valor nutritivo, aportan beneficios a las funciones fisiologicas del organismo

humano.

El uso correcto de los recursos naturales que presenta nuestra amplia
biodiversidad en la Amazonia ecuatoriana, beneficiard a quienes aprovechen las
bondades y fines terapéuticos de la guayusa, y ademds aportard positivamente a
las comunidades en donde se produce dicha planta, aumentando los ingresos

econdmicos de las comunidades mds pobres.

Recientemente se dispone de referencias en el pais en las que se informa de la
actividad de extractos aislados en cuanto a su capacidad de inhibir alfa
glucosidasa y alfa amilasa; sin embargo aun no han sido estudiadas las sustancias
bioactivas que participan como inhibidores de estas enzimas. Por ello, existe la
necesidad de aplicar la metodologia de aislamiento bioguiado que ha
demostrado, en estudios previos, ser eficaz para reconocer moléculas de fuentes
naturales con capacidad para inhibir enzimas in vitro para validar el uso de
plantas medicinales, con el fin de conocer el potencial de las plantas
ecuatorianas como fuentes de sustancias bioactivas (Ferro y Degen de Armrlaq,
2011).

En el marco del citado proyecto se recolectaron las hojas de lllex guayusa
especie reconocida popularmente como medicinal en la zona de Sucua vy se
prepararon extractos utilizando solventes de polaridad alta (Etanol), media
(Acetato de Efilo) y baja (Hexano) para someterlos a tamizado de actividad

bioldgica frente a diversos sistemas in vitro.

Finalmente, el presente estudio se plantea como base para la mejora de
investigaciones orientadas al desarrollo de productos dirigidos a solucionar la

problemdatica nutricional de pacientes diabéticos.
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CAPITULO |

FUNDAMENTACION TEORICA

Introduccion.

En el presente capitulo se muestra informacién referente a la Diabetes Mellitus, sus
caracteristicas, la situacidon actual del pais frente a esta enfermedad, los sinfomas,
posibles causas, y su tratamiento. De la misma manera, se hace énfasis al
desarrollo de informacion referente a la Diabetes Mellitus fipo 2 que es el objeto
del presente estudio. Se detalla informacidon con respecto a las plantas
hipoglicémicas y su mecanismo de accion. Finalmente, se hace una descripcion

botdnica de llex guayusa la especie vegetal involucrada en esta investigacion.

1. Generalidades de la Diabetes Mellitus (DM).

1.1 Diabetes Mellitus (DM).

La DM es una enfermedad caracterizada por la hiperglucemia resultante de
defectos en la secrecion y/o la accion de la insulina (Salud, 2000). La
hiperglucemia crénica estd asociada con ciertos efectos a largo plazo, disfuncion
y fallos de diferentes érganos especialmente: los 0jos, rinones, nervios, corazoéon y

vasos sanguineos (ADA, 2012).

La frecuencia de DM ha aumentado dramdticamente en los Ultimos 40 anos. La
OMS vy el Banco Mundial consideran a la diabetes como problema de salud

publica (Moreno, 2001).
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1.2 Clasificacion de la DM.

En la actualidad se sabe que existen dos categorias para su clasificacion;

etfiologia y tolerancia a la glucosa (Altamirano, 2001). La asignacién de un tipo de

diabetes a nivel individual, a menudo depende de las circunstancias presentes en

el momento del diagndstico, y muchos individuos diabéticos no encajan

faciimente en una sola clase, es por ello que se ha clasificado a la diabetes de la

siguiente manera:

1.2.1

1.2.2

1.2.3

1.2.4

Diabetes Mellitus Tipo 1: Representa del 5-10% del total de personas con
diabetes. Es conocida como inmunolégica mediadora y resulta de la
destruccion autoinmune celular influida por las células-p del pdncreas (se
conoce que existe destruccion de células-B, por lo general conduce a la

deficiencia absoluta de insulina) (ADA, 2012).

Diabetes Mellitus Tipo 2: Este ftipo de diabetes representa
aproximadamente del 90-95% del total de pacientes con diabetes (Carrillo,
2012). Se refiere a pacientes no-insulinodependientes o es conocida como
diabetes del adulto. Las personas que la padecen no necesitan de insulina
para su tratamiento. Se conoce que tampoco existe una destruccion de las

células-B del pancreas (ADA, 2012).

Diabetes gestacional: La diabetes gestacional es la alteracion en el
metabolismo de los hidratos de carbono que se detecta por primera vez
durante el embarazo (Almidron et al., 2005). No se denomina diabetes
gestacional cuando las mujeres ya tienen diabetes (fipo 1 o fipo 2) y
posteriormente quedan embarazadas, este ofro fipo se denomina
pregestacional, ocurre cuando antes del embarazo ya tenia diabetes
(Trivino, 2010). Estudios demuestran que este tipo de diabetes afecta del 2-
5% de mujeres (Carrillo, 2012).

Otros tipos de diabetes: pancreatitis, hipertiroidismo, rubeolaq,

citomegalovirus o Inducida por productos quimicos (Carrillo, 2012).
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1.3 Frecuencia de la DM en Ecuador y en el mundo.

Entre 1995y 2025 se ha estimado un incremento de 35% en la prevalencia de esta
enfermedad; ademds, predomina el sexo femenino y es mds frecuente en el
grupo de edad de 45 a 64 anos. La prevalencia es mayor en los paises
desarrollados que en los paises en vias de desarrollo y asi continuard; sin embargo,
el incremento proporcional serd mayor en paises en vias de desarrollo
(Altamirano, 2001).

La DM afecta a personas de todas las edades, en Ecuador, segun estadisticas del
INEN se reflejan resultados, en cuanto a causas de consulta médica de un 44% de
pacientes con DM tipo 2, siendo la segunda causa de consulta médica de DM en

pais (Tablal).

Tabla 1. Principales causas de consulta médica de Diabetes Mellitus en Ecuador.

Condicién de edad
Causas DIAS MESES ANOS
(1 A 29 DIAS) (1A (1A99 |IGNORADO|TOTAL | %
11MESES) ANOS)
E10-DM
INSULINODEPENDIENTE - S 1297 - 1302 | 7%
E11- DM NO
INSULINODEPENDIENTE ] 3 7680 4 7688 | 44%
E12- DM ASOCIADA
CON DESNUTRICION - - 24 - 24 0%
E13- OTRAS DM
ESPECIFICADAS - - 114 - 114 1%
E14- DIABETES
MELLITUS, NO 1 6 8089 14 8110 | 46%
ESPECIFICADA
O24- DM EN EL
EMBARAZO - - 276 - 276 2%
TOTALES 2 14 17480 18 17480 | 100%

Fuente: CEPAL/CELADE 2003-2007

En cuanto a casos de muerte por diabetes, se reporta casi un 45% de pacientes
fallecidos por DM tipo 2. La mayoria de casos se presentan en pacientes entre 65

y mds anos de edad como se revela en la Tabla 2.
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Tabla 2. Mortalidad por tipo de Diabetes Mellitus en Ecuador.

Grupos de edad del fallecido
Causas A
Dela |Del5a|Deé5 gnos y Ignorado | Tofal %
14 64 mas

E10-DM INSULINODEPENDIENTE - 44 58 102 2.54%
E11- DM NO
INSULINODEPENDIENTE 1 643 1142 1789 | 44,49%
E12- DM ASOCIADA CON
DESNUTRICION - 1 1 2 0,05%
E13- OTRAS DM ESPECIFICADAS - 1 - ] 0,02%
E14- DIABETES MELLITUS, NO
ESPECIFICADA 2 691 1427 2123 52,80%
E15- COMA HIPOGLICEMICO
NO DIABETICO - - 1 ] 0,02%
024- DM EN EL EMBARAZO - 3 - 3 0,07%
TOTALES 3 1383 2629 4021 100%

Fuente: CEPAL/CELADE 2003-2007

Por otra parte, en el cantdn Cuenca se reportan datos en donde el tipo de

diabetes que predomina en las consultas precisamente, el de la DM2. Los adultos

mayores los que encabezan el mayor indice de enfermos (Tabla 3).

Tabla 3. Principales causas de consulta médica de DM en la ciudad de Cuenca.

Grupos de edad del paciente
Causas 1a | 150 | 35a | 65ymds
Ignorado | Total
14 34 64 anos
E10-DM
INSULINODEPENDIENTE 2 7 4 ? - 22 2,5%
E11- DM NO
INSULINODEPENDIENTE 8 33 277 368 - 686 | 77,4%
E12- DM ASOCIADA
CON DESNUTRICION - - 1 1 - 2 0.2%
E14- DM, NO
ESPECIFICADA S 7 62 95 - 169 | 191%
E15- COMA
HIPOGLICEMICO NO - - 1 1 - 2 0,2%
DIABETICO
0O24- DM EN EL
EMBARAZO - 5 - - - 5 0,6%
TOTALES 15 52 345 474 - 886 100%

Fuente: CEPAL/CELADE, 2003-2007
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El indice de mortalidad por DM2 en la ciudad de Cuenca es el mds alto con
respecto a otros tipo de diabetes. Sigue prevaleciendo los adultos mayores con el

mayor nuUmero de casos. Los datos al respecto se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Mortalidad por tipo de Diabetes Mellitus en la ciudad de Cuenca.

Grupos de edad del fallecido
Causas Del | Del5 | De50a| Deé5y
ald4 | a49 64 mds anos gnorado | Total | %

E11- DM NO

INSULINODEPENDIENTE - 4 8 48 - 60 | 61%
E14- DM, NO

ESPECIFICADA - 1 5 33 - 39 | 39%
TOTALES 5 13 81 99 | 100%

Fuente: CEPAL/CELADE 2003-2007.

1.4 Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2).

1.4.1 Definicidon de la DM2.

La diabetes fipo 2 se caracteriza por una resistencia a la insulina y un deterioro
progresivo de la funciéon beta pancredtica (Sadnchez, 2008). La DM2 es una
enfermedad en la cual la persona no fabrica suficiente insulina o no la ufiliza de
forma correcta (Banderas, 2006). La insulina es una hormona fabricada por el
pdncreas que ayuda a fransportar la glucosa desde la sangre hacia el interior de
las células corporales para ser transformado en energia. La presencia de DM?2,
hace que la glucosa se acumule en la sangre vy las células del cuerpo no reciban

la energia que necesitan (Kestel, 2005).

Los pacientes con DM2, presentan aun células B pancredticas funcionales, sin
embargo, la insulina secretada es insuficiente para compensar los niveles de
glucosa sanguinea después de la ingesta de alimentos ricos en carbohidratos o
grasas. El riesgo de desarrollar este tipo de diabetes se incrementa con la edad, la
obesidad y la ausencia de actividad fisica (Expert Committee, 2003). La obesidad

debida a la acumulacién excesiva especialmente de tejido adiposo incrementa



Ferndndez Romero 9

el riesgo de varios desordenes metabdlicos que incluyen: inflamacion crénica,
resistencia a la insulina, hipertension, entre otras (Kiec et al., 2012). La DM2 implica,
por lo tanto, alteraciones en la secrecién de insulina y en la resistencia a la acciéon

de esta hormona (Banderas, 2006).

1.4.2 Signos y sintomas de la DM2.

La DM2 presenta sintomas caracteristicos tales como: sed intensa (polidipsia),
micciéon frecuente y abundante (poliuria), pérdida de peso, algunas veces con
gran apetito (polifagia), vision borrosa, nduseas, vomito, debilidad o cansancio
excesivo, altas concentraciones de glucosa en sangre y en oring, incremento en
la susceptibilidad a enfermedades e infecciones, tales como vaginitis, irritabilidad,
apatia, impotencia (en hombres) y cetoacidosis (condicidn en la cual se
acumulan cetonas en el torrente sanguineo), como consecuencia de la
utilizacion de dcidos grasos en lugar de glucosa, que resulta en el incremento de
acidez en la sangre. La susceptibilidad a ciertas infecciones puede también

acompanar a la hiperglucemia créonica (Banderas, 2006).

Recientemente, el Comité de Expertos para el diagndstico y clasificacion de la

DM ha establecido una exhaustiva clasificaciéon etioldgica de la DM (Tabla 5)

Tabla 5. Criterios para el diagndstico de DM2.

1. Sinftomas de diabetes (poliuriac o pérdida
inexplicada de peso) junto con glucemia igual
o superior a 200 mg/dl (11.1 mmol/l) en
cualguier momento del dia, o bien,

2. Glucemia basal igual o superior a 126 mg/dl
(7.0 mmol/l), o bien,

3. Glucemia igual o superior a 200mg/dl (11.1
mmol/l) a las dos horas durante la realizacion
de un ftest de tolerancia oral a la glucosa
(Curva de glucemia con 75g de glucosa).

Fuente: Lujdn, Estela, Herndndez, Romero, & Barraza, 2009.
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1.4.3 Posibles causas de la DM2.

En la DM2 existe un aumento del estrés oxidativo y una disminucion de los sistemas
de defensa antioxidante, que se han implicado en la etiopatogenia de la

enfermedad y en la aparicion de complicaciones crénicas (Cuerda et al., 2011).

Muchas personas con este tipo de diabetes presentan obesidad y esto provoca
un cierto grado de resistencia a la insulina. Por otro lado, las personas que no
presentan obesidad puede tener un porcentaje mayor de grasa corporal

distribuido predominantemente en la region abdominal (ADA, 2012).
1.4.4 Tratamiento y efectos secundarios de la DM2.

Tabla é. Caracteristicas comparativas con las alternativas disponibles en DM2.

Medicamento Mecanismo Z%HbA1c Ventajas Desventajas
Peso neutral
. Efecto
lgluconeogénesis Mejora gastrointestinal
Metmorfina glucon: . 1-2 prondstico .
1 sensibilidad tisular . contraindicado
Cardiovascular
en IR.
Sulfonilureas 1 secrecion insulina 1-2 Efec’ro'rop{do . TPesc,), .
Experiencia hipoglucémico
Mejora perfi Retencion de
Tiazolidindionas I sensibilidad ,’r|sulc.|r 0.5-1.4 lipidico liquido T Pgs_o,
| gluconeogénesis L IC. IM (Rosiglit)
(piogitazona)
Fracturas.
- i ., 1 Efecto
Inh|b|dor§s dea l obsgroon de 0.5-0.8 Peso neutral gastrointestinal 3
glucosidasa azucares ,
tomas /dia.
1 secrecion insulina I peso,
Meglitinidas g 0.5-1.5 Efecto rdpido hipoglucemia,
(accion cortal) .
3tomas/dia
Efecto “incretina”
lucosa depend.: inyectable.
Exenatida 9 aepena.. 0.5-1 | Peso 1Efecto
1 Secrecidn insulina . .
gastrointestinal
Seguridad largo
Inhibidores DPP-4 Efecto Incretina 0.5-0.8 Peso natural plazo no
establecida
insulinas No limitacion Inyectable. 1
Hormona 1.5-3.5 de dosis. peso,
hipoglucémico,

Fuente: Modificado del autor, (Nathan et al., 2009)
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El fratamiento de la DM2 comprende estrategias nutricionales como la pérdida de
peso, adecuacion de fdrmacos a los hdbitos dietéticos y ejercicio fisico (Salud,
2000). Con frecuencia dicho tratamiento se realiza con base en el uso de agentes
hipoglicemiantes orales del tipo de las sulfonilureas, biguanidas, inhibidores de
enzimdticos (o- glucosidasa, B-glucosidasa) (Banderas, 2006). Sin embargo, el
control de la DM también se realiza a través del uso de plantas medicinales,
algunas han sido evaluadas experimental y clinicamente; demostrdndose que
varios extractos y fracciones presentan actividad hipoglicemiante (Lujan et al.,,
2009). En la tabla 6 se presentan algunos tipos de medicamentos empleados en el
tratamiento de DM2, ademds se presentan las ventajas y desventajas de su

empleo como farmaco.

Los efectos secundarios gastrointestinales observados en los pacientes con DM2,
dependiendo de la dosis, son: dolor abdominal, anorexia, diarrea, edema
generalizado (retencidon de liquidos). Estos efectos secundarios regularmente se
atenUan con el uso contfinuo a dosis pequenas (250-500 mg/dia), dicha dosis
debe de incrementarse muy lentamente. Cuando la secrecidn de insulina no ha
sido alterada, no se presenta hipoglicemia con el uso de metformina. Su uso no se
ha relacionado con acidosis ldctica. La metformina puede ser empleada con
extremna precaucidén y en dosis pequenas en pacientes con disfuncién renal

moderada (Katzung, 1999; Cheng y Fantus, 2005).

1.4.5 Medidas generales para un correcto tratamiento de DM2.

La hiperglucemia persistente es el fendbmeno central en todas las formas de DM2.
El fratamiento debe estar encaminado a descender os niveles de glucemia a
valores préximos a la normalidad siempre que sea posible (Lujdn et al., 2009). Con

ello perseguimos:

1. Evitar descompensaciones agudas, cetoacidosis o sindrome hiperosmolar.
2. Aliviar los sinftomas cardinales (poliuria / polidipsia / astenia / pérdida de peso

con polifagia).
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3. Minimizar el riesgo de desarrollo o progresion de retinopatia, nefropatia y/o
neuropatia diabética.

4. Evitar las hipoglicemias

5. Mejorar el perfil lipidico de los pacientes.

6. Disminuir la mortalidad.

1.5 Inhibidores enzimdticos.

1.5.1 Definicion.

Los inhibidores enzimdaticos son sustancias que interfieren con la actividad de una
enzima. Por medio de los inhibidores, una célula puede regular cudles enzimas
estdn activas y cudles inactivas en un momento dado. La actividad de una
enzima puede ser disminuida o eliminada completamente por la accidén de
ciertas sustancias a las cuales se las conoce con el nombre genérico de

inhibidores enzimaticos. (Kiec et al., 2012).

1.5.2 «a-glucosidasa e inhibidores de a-glucosidasa.

La a-glucosidasa (EC 3.2.1.20, glucohidrolasa-D-glucdsido) del intestino delgado
es una de las enzimas clave involucradas en el metabolismo y digestion de los
carbohidratos en los seres humanos (Adera, Inami, Akamatsu, & Atsuoka, 2006).
Cataliza la hidrdlisis de residuos de una variedad de sustratos, incluidos los
disacdaridos, oligosacdridos, y otros como: alquil-aril-glucopirandsidos (Constantino
et al., 1990); ademdas, estas enzimas estdn presentes en el borde del cepillo del
intestino delgado. Los inhibidores de esta enzima retrasan su actividad y por lo
tanto la absorcion del complejo hidratos de carbono, es por ello que inhiben los
picos de glucosa postprandial y esto lleva a la disminucion de los niveles

postprandiales de  insulina (Van de Laar FA et. al, 2009).

Los inhibidores de la alfa-glucosidasa actuan inhibiendo las enzimas del borde en

cepillo del enterocito que hidrolizan los oligosacdridos a disacdridos vy
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monosacdadridos que posteriormente son absorbidos (Salud, 2000). En la actualidad,
existen cuatro inhibidores de la a-glucosidasa: acarbosa, miglitol, voglibosa vy
emiglitato. De éstos, acarbosa es el mds prescrito. En la mayoria de las pautas no
es un farmaco de primera eleccidn sino que se utiliza junto con la adicion de ofros

fadrmacos para la diabetes tipo 2 (Van de Laar FA et al., 2009).

Los principales efectos secundarios del uso de estos inhibidores se producen a
nivel gastrointestinal (dolor abdominal, meteorismo y diarrea), son dosis-
dependientes, normalmente transitorios y pueden ser disminuidos en gran manera
si se infroducen de un modo gradual, empezando por una dosis pequena que se

va aumentando cada 2 a 4semanas (Whiting, Guariguata, Weil, & Shaw, 2011).

1.5.3 pB-glucosidasa e inhibidores de B-glucosidasa.

Las glucohidrolasas PR-D-glucdsido (E.C. 3.2.1.21), mds conocidas como -
glucosidasas, pertenecen a la familia de las B-glucanasas, y son responsables del
catabolismo de una amplia gama de hidratos de carbono; pueden ser endo o
exoglucanasas, cuya diferencia es el punto por el que inician la hidrdlisis del

polisacdrido. Las B-glucosidasas se han aislado de distintas fuentes.

En humanos, se han identificado hasta tres B-glucosidasas nativas, dos de ellas
formando parte de las membranas bioldgicas y con alta especificidad de
sustrato, mientras que la tercera se localiza en el citosol de las células hepdticas y
en el intestino de los mamiferos (Arévalo, 2006). Recientes estudios han revelado
que los inhibidores de B-glucosidasa son fuertemente utilizados como: antivirales,
antiadhesivos, antibacteriales, antimestastdsicos y agentes inmunoestimulatorios
(S&nchez, et, al. 2001).

1.6 Plantas hipoglicemiantes.

A lo largo de la historia, se han utilizado una gran variedad de plantas de manera

tradicional o experimental para tratar la DM. Estas plantas representan a mds de
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725 géneros de 183 familias. La mayoria de las plantas que se estdn utilizado
como antidiabéticas han sido evaluadas farmacoldgicamente demostrando
tener actividad hipoglicémica y agentes bioactivos que pueden ser utilizados

como modelos para nuevos agentes hipoglicemiantes (Negri, 2005).

Las especies vegetales del Ecuador son especialmente adecuadas para el
andlisis de cualquier tipo de actividad bioldgica, ya que se encuentran en una
zona donde predomina el clima tropical y subtropical, lo que les ha permitido
desarrollar, a fravés de la evolucion, mecanismos de acumulacion de metabolitos
secundarios que podrian tener distintas aplicaciones terapéuticas, entre ellas la

hipoglicemiante (Sarango, 2008).

Los efectos hipoglicémicos de algunas plantas usadas como remedios
antidiabéticos se ha confirmado en las poblaciones rurales que las usan, y los
mecanismos de la actividad hipoglicémica de estas plantas se ha comenzado a
estudiar (Jung, 2006). Estos remedios son aparentemente efectivos, producen
efectos secundarios minimos o no los producen y son de bajo costo comparados

con los agentes hipoglicémicos sintéticos orales (Kumar, 2007).

1.7 Mecanismo de accidn de las plantas hipoglicemiantes.

En general, las sustancias bioldgicamente activas extraidas de las plantas son
conocidas como metabolitos secundarios, que desempenan un papel importante
en el mecanismo de defensa. El dcido salicilico es un inhibidor del crecimiento de

las plantas y actUa como un agente hipoglicémico (Marles y Farnsworth, 1995).

Los mecanismos de accidén 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 estimulacion de las
células B-pancredticas.

- Resistencia a las hormonas que aumentan el nivel de glucosa.

- Aumento del nUmero y sensibilidad de sitios receptores de insulina.

- Disminucién de la pérdida de glucdgeno.
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- Aumento del consumo de glucosa en los tejidos y érganos.

- Eliminacion de radicales libres.

- Resistencia a la peroxidacion de lipidos.

- Estimulaciéon o aumento de la microcirculacién de sangre en el organismo
(Sarango, 2008).

Considerando que estos extractos y fracciones vegetales sélo son activos en
modelos con DM tipo 2 inducida experimentalmente, es probable que su
mecanismo de accién sea aumentar la secrecion de insulina de manera similar a

como lo hacen las sulfonilureas (Banderas, 2006).

1.8 Metabolitos hipoglicemiantes.

Tabla 7. Sustancias naturales hipoglicemiantes.

NUMERO DE
CLASE QUIMICA CONSTITUYENTES
ACTIVOS

Alcaloides 38
Carbohidratos 66
Cumarinas 4
Glicosidos

cianogénicos ]
Flavonoides 7
Glicopéptidos 20
Sales inorgdnicas 3
Iridoides 4
Lipidos 6
Péptidos y aminas 15
Fenoles 4
Fenolpropanoides ]
Esteroides 7
Estiloenos 1
Sustancias sulfuricas 2
Terpenoides 17
Vitaminas 2
Xantonas |

Fuente: Marles y Farnsworth, 1995
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Los polifenoles del té¢ y varias plantas han sido reportados como inhibidores
enzimaticos de la actividad sacarasa y la actividad postprandial glucemia,
polifenoles tales como: catequina, epicatequina, epigalocatequina, galato de
epicatequina, las isoflavonas de soya, dcido tdnico, glicirricina de la raiz de
regaliz, el dcido clorogénico y saponinas. (Dembinskakiec, 2008). En la Tabla 7 se
nombran algunas de las sustancias naturales hipoglicemiantes y su nUmero de

constituyentes activos.

1.9 Descripcion botdnica de llex guayusa Loes.

1.9.1 Caracteristicas

llex guayusa es una planta nativa de las regiones tropicales y subtropicales del
continente Sudamericano e incluso de Oceania, se calcula que existen,

aproximadamente, 500 especies (Radice & Vidari, 2010).

En Ecuador, la guayusa estd presente en las provincias de Sucumbios, Napo,
Pastaza, Morona Santiago y Zamora Chinchipe, ademds se han enconfrado
registros en las provincias de Pichincha y Tungurahua (Caranqui & Humanante,
2011).

Figura 1. llex guayusa Loes.

llex guayusa Loes pertenece a la familia Aqguifoliaceae y al género del acebo,
siendo uno de los tres acebos que contienen cafeina, ademds contiene

teobrimina y L-teanina (Radice & Vidari, 2010). Sus hojas se secan y se elabora con
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ellas & y actualmente bebidas con propiedades estimulantes. El contenido en

cafeina en la guayusa es de 2,90-3,28% en peso seco (Renase, 2009).

Dentro de este contexto, es fundamental aclarar que el conocimiento fitoquimico
de la guayusa es limitado vy la literatura cientifica es escasa, razén por la cual es
necesaria una profunda investigacion cientifica con el fin de evaluar su actividad

bioldgica o farmacéutica y los posibles usos comerciales.

Actualmente, los pocos datos fitoquimicos de esta planta solo revelan datos de su
contenido en cafeina, asi como la presencia de triterpenos y dcidos clorogénicos
(Radice & Vidari, 2010).

En el ano 2009 se cred la Fundacién Runa como una colaboracién entre la
comunidad Kichwa Amazanga en Pastaza y un equipo de técnicos
norteamericanos, con la idea de producir guayusa y exportarla hacia los Estados

Unidos.

Se han enfocado en esta planta debido a que es endémica de la Anazonia
ecuatoriana y a su alto contenido de cafeina, lo que la ha caracterizado como
fuente de energia y nutricion del pueblo amazdnico por centenares de anos. Las
estimaciones realizadas por el personal de la Fundacién muestran que 1 Ha
puede producir aproximadamente 3000Kg de hojas, lo que generaria alrededor
de 2000 dodlares por ano (Rios, 2011).
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

Introduccion.

En este capitulo se describird la metodologia que estd basada en cuatro etapas:
recoleccion del material, elaboracién de extractos orgdnicos, fraccionamiento

de extractos por técnicas cromatogrdficas y bioensayos de inhibicion enzimatica.
2. Recoleccién del material vegetal.

El material vegetal recolectado fue debidamente efiquetado, secado a
temperatura ambiente, a la sombra y reducido a polvo por medio de un equipo

de cuchillas inmediatamente antes de su extraccion.

2.1 Ubicacién geogrdfica del punto de recoleccion.

Guayusa
(llex guayusa)

Figura 2. Cantén Sucua, Morona Santiago
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2.2 Elaboracion de extractos orgdnicos

Canfidades de 200 a 300 g de material vegetal seco fueron exfraidas
exhaustivamente con un gradiente de solventes que incluye un solvente apolar
(hexano), uno de polaridad media (acetato de eftilo) y un solvente de elevada
polaridad (etanol). Los tres extractos fueron concentrados “in vacuo”, mediante

el uso de un evaporador rotatorio.

Figura 3. Elaboracién de extractos orgdnicos de llex guayusa Loes.
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2.3 Fraccionamiento de exiractos por técnicas cromatogrdficas.

Con vistas a realizar una primera separacion en familias de compuestos, de los
exfractos seleccionados previomente se ulilizd la cromatografia en capa fina
(CCF) como se muestra en la Figura 4. De esta manera se determind la mejor
mezcla de solventes, para la fase movil de una posterior cromatografia
preparativa. Los exiractos fueron permeados en soportes cromatogrdficos,

utilizando un gradiente de solventes de polaridad creciente (Cazar, 2006).

EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO
GUAYUSA - HEXANO GUAYUSA - ACETATODEETILO GUAYUSA - ETANOL

Figura 4. Cromatografia en capa fina para prueba de mezcla de los solventes HX : AcOEt

en una concentracion 70:30.

Se prepararon mezclas de Hexano (HX), Acetato de Etilo (AcOEt) y Etanol (EtOH).

Las mezclas de solventes utilizados fueron:
HX : AcOEt en una concentracion 70:30.
HX : AcOEt en una concentracion 60:40.

Se identificaron previamente las fracciones obtenidas para cada extracto, estas

fueron numeradas como se aprecia en la Figura 5.
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> HEXANO 1

HEXANO 2

HEXANO 3

> HEXANO 4

Figura 5. Identificacion y numeracion de las fracciones obtenidas a partir del extracto
Hexano:Guayusa.

ACETATODEETILO 1

ACETATODEETILO 2
ACETATODEETILO 3

ACETATODEETILO 4
ACETATODEETILO 5

"“‘7——————— ACETATO DEETILO 6

o~

et
=

ACETATODEETILO 7

Figura 6. Identificacion y numeraciéon de las fracciones obtenidas a partir del extracto
Acetato de Etilo:Guayusa.
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ETANOL 1

ETANOL 4

= ETANOL 5

ETANOL é

Figura 7. Identificaciéon y numeracién de las fracciones obtenidas a partir del extracto

Etanol:Guayusa.
2.4 Aplicaciéon de Cromatografia en capa fina (CCF)

Se aplicé la CCF con el objetivo de separar al exifracto en fracciones. Se
prepararon previamente las placas de vidrio con Silica gel (fase estacionaria). Se
pesd 1 mg de los diferentes extractos de guayusa que fueron colocados en un
fubo eppendorf, al mismo tiempo se colocaron 300 yl de acetona y se los

homogenizd, hasta que el extracto quede disuelto completamente.

Se procedié a sembrar en las placas de Silica gel para luego colocarlas en una
cdmara cromatogrdfica, cuya fase moévil es la mezcla de HX : AcOEt 6:4
(obtenida de la CCF). Luego del desarrollo de la cromatografia, la fase

estacionaria se secd a temperatura ambiente.

Las secciones de la cromatografia que presentaron colores definidos fueron
numeradas desde el origen. Cada seccién fue raspada, recolectada, extraida
con acetona vy filirada para separar el Silica de la fraccién. Finalmente, el filtrado
se colocd en frascos de vidrio previamente pesados, se dejo evaporar la acetona

y se registrd el peso de la fraccion obtenida.
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En la Figura 8 se presenta la cromatografia en capa fina para el extracto
Guayusa: Acetato de Efilo.

Acetato de Etilo 1

Acetato de Etilo 2

Acetato de Etilo 3

Acetato de Etilo 4

Acetato de Efilo 5

Acetato de Efilo 6

Acetato de Etilo 7

Figura. 8 Fraccionamiento del extracto guayusa-Acetato de Etilo por cromatografia en
capa fina.

Figura. 9 Recolecciodn vy filtrado de las fracciones bioactivas.
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2.5 Bioensayo de inhibicién de las enzimas o y B glucosidasa

La determinacién de la capacidad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa fue
realizada mediante un ensayo espectrofotométrico, que cuantifica la liberacion
de p-nitrofenol del sustrato p-nitrofenil a-D-glucdsido en presencia de o-
glucosidasa. Se realizaron lecturas de absorbancia de una solucidon control de

concentracion conocida de glucosa y las fracciones en estudio (A = 400 nm).

La actividad inhibitoria de la enzima B-glucosidasa se determind mediante una
prueba espectrofotométrica que cuantifica los productos de reaccidon del sustrato

B-D glucdsido en presencia de la enzima en estudio (A = 540 nm).

Las mediciones de absorbancia se realizaron en un espectrofotobmetro Thermo, la
incubacion de muestras se desarrolld en una estufa Memmert. Las enzimas y

sustratos utilizados fueron adquiridos de la casa Sigma, St. Louis, MO.

2.6 Bioensayo de inhibicion de a-glucosidasa (EC 3.2.1.20)

2.6.1 Principio.
o— glucosidasa
p-Nitrofenil-o-D-GluCOSIdO =y 0-D-Glucosa + p-Nitrofenol

2.6.2 Condiciones.

T=237°C,
pH = 6.9,
Ab = (400 nm)

2.6.3 Preparacion de la muestra para el ensayo.

La muestra se prepard partiendo de la mezcla de 25 ul de Dimetilsulféxido (DMSO)
al 1%, 25 ul de Polisorbato (Tween 20) y 2450 ul de agua destilada. A esta mezcla
se coloco 0.001g de extracto. Se llevd la mezcla al sonicador por veinte minutos,
luego se centrifugd a 310 rpm por diez minutos, esta mezcla fue fomada como la
solucion madre del ensayo. Luego se prepararon diluciones a diferentes

concentraciones: 100, 500 y 1000 ug/ml (S&nchez, 2001).
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2.6.4 Procedimiento.

La soluciéon fue preparada con 1 mg de enzima por ensayo en un volumen de
3,22 ml de agua desionizada fria. En cada tubo de reaccion se colocaron, 35 mi
de solucién enzimdtica a esto fueron adicionados a 35 ml de inhibidor preparado
en una concentracion de 500 mg/ml y se mantuvo a 37 °C por 5 minutos para

alcanzar el equilibrio como se observa en la Figura 10.

Figura 10. Preparacion del inhibidor en una concentracién de 500mg/ml a partir de la

solucidén madre para Bioensayo de inhibiciéon de o—glucosidasa en los extractos.

La reaccién se inicid al agregar 930 ul de p-Nitrofenil-a-D-Glucdsido (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 incubacién se adiciond a cada tubo 1 ml de
una solucién 100 mM de carbonato de sodio para detener completamente la
reaccion. Se mezcld por inversion y se transfirié a la celda espectrofotométrica de

la figura 11 para iniciar la lectura de absorbancias a 400 nm (Sarango, 2008).
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Figura 11. Espectrofotémetro utilizado en los ensayos de inhibicion enzimdtica de las
enzimas a. y B - glucosidasa.

Tabla 8. Esquema para la defterminacion de la capacidad inhibitoria de a-
glucosidasa

Ensayo de inhibicion de a-glucosidasa

Soluciones Muestra Blanco Control 1 Control 2
(B) (B) (A) (€)
Inhibidor 35 ul 35 ul - -
Enzima 35 ul - 35 ul -
Agua desionizada - 35 ul 35 ul 70 pl

Mezclar por inversidon e incubar a 37 °C por 5 min

Sustrato 930 pl 930 pl 930 pl 930 pl

Mezclar por inversion e incubar a 37 °C por 15 min

TRIS 1000 wl 1000 pl 1000 i 1000 i

Mezclar por inversidon y leer en espectrofotdmetro a 400 nm

Fuente: (Sarango, 2008).
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2.6.5 Cadlculo de la actividad inhibitoria para los ensayos espectofotométricos
de a-glucosidasa.
Las absorbancias registradas en el espectrofotémetro son transformadas

posteriormente a porcentajes de inhibicion utilizando la siguiente férmula:

B—-D

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) (Sarango, 2008).

2.7 Bioensayo de inhibicién de B-glucosidasa (EC 3.2.1.21).

2.7.1 Principio.
B-glucosidasa

B-D-glucosidasa + H20 » glucosidasa D-glucosa + alcohol

2.7.2 Condiciones.

T=37°C
pH=5.0
Ab = (410 nm)

2.7.3 Preparacion de la muestra.

La muestra se prepard partiendo de la mezcla de 25 ul de DMSO al 1%, 25 ul de
Tween 20 y 2450 ul de agua destilada. A esta mezcla se colocd 0.005 g del
extracto. Se llevd la mezcla al sonicador por veinte minutos, luego fue

centrifugada a 310 rom por diez minutos.
2.7.4 Procedimiento.

Se prepard por separado un test que constd de la mezcla de: 0.4 ml del sustrato
Salicilina, 0.2 ml de la muestra y 0.4 ml de bufer pH 5, esta mezcla fue incubada a

37 °oC por diez minutos. Una vez franscurrido este tiempo se agregd 0.2 ml de la
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enzima B-glucosidasa, nuevamente se incubd a 37°C por 30 minutos,
posteriormente, se adiciond 2.6 ml de bufer pH 10 para detener la actividad de la

enzima.

De la misma manera, se prepard el control positivo, con la diferencia que en este
se coloca 0.2 ml de la mezcla de solventes (25 ul DMSO; 25 ul SDS 1%; 2450 ul de
agua destilada) como reemplazo de los 0.2 ml de la muestra utilizados en el test

como se aprecia en la Figura 12.

Figura 12. Ensayo de Inhibicidn de B- glucosidasa en fracciones bioactivas de Hexano y
Alcohol.

En el caso del control negativo no se llevd a cabo la incubacién por 30 minutos si
no que inmediatamente colocada la enzima se detuvo la actividad enzimdatica.
Se realizaron las lecturas de cada ensayo en el espectrofotémetro a una longitud
de onda de 410 nm (Sanchez, 2001). El resumen del ensayo se presenta a

continuacién en la Tabla 9.

2.7.5 Cdlculo de la actividad inhibitoria para los ensayos

espectofotométricos de inhibicion de B-glucosidasa.

La formula utilizada para calcular en porcentaje la inhibicion es la siguiente:
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L o Absorbancia test — Control negativo
%Inhibicién enzimatica = 100 — l Control positivo x 100

Tabla 9. Esquema para la determinacién de la capacidad inhibitoria de

B—glucosidasa.

Ensayo de inhibicién de B-glucosidasa

Control Control
Solucion Test
positivo negativo
Sustrato 0.4ml 0.4ml 0.4ml
Muestra 0.2ml - 0.2ml
Bufer pH 5 0.4ml 0.4ml 0.4ml
Solventes - 0.2ml -

Incubar a 37°C por 10 minutos

Enzima 0.2ml 0.2ml 0.2ml

Bufer pH 10 - - 2.6ml

Incubar a 37°C por 30 minutos Se detiene la

Bifer pH 10 2.6ml 2.6ml reaccion

Mezclar por inversion y leer en espectrofotometro a 410 nm

Fuente: Autora.
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CAPITULO Il

RESULTADOS

Infroduccion.

En el siguiente capitulo se presentan resultados de los rendimientos obtenidos
para cada uno de los extractos orgdnicos; de la misma manera, se dan a
conocer los rendimientos obtenidos para cada una de las fracciones y finalmente
se muestran los resulfados obtenidos en los bioensayos de inhibicion enzimdtica
de a—glucosidasa y B-glucosidasa expresados en porcentajes de inhibicidn

enzimdtica.
3. Rendimiento de los exiractos

En la presente tabla se detallan los porcentajes de rendimiento de cada uno de

los extractos obtenidos a partir de las hojas previamente secas y molidas.

Tabla 10. Porcentajes de rendimiento obtenidos en la elaboracion de los extractos

orgdnicos con los diferentes solventes.

PESO HOJAS PESO DEL
EXTRACTO GUAYUSA (g) EXTRACTO (g) RENDIMIENTO
HEXANO 200 0.833 0.42%
ACETATO DE 200
ETILO 4,449 2,22%

ALCOHOL 200 4,458 2,23%
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3.1 Patrones de separaciéon cromatogrdfica y rendimiento de las fracciones

A confinuacion en la Tabla 11 se muestran los porcentajes de rendimiento
detallados para cada una de las fracciones obtenidas con cada extracto,

ademds se presenta un promedio para cada de cada extracto.

Tabla 11. Rendimiento de las fracciones obtenidas con cada extracto

Solvente Fraccion % Rendimiento X
6%
49%
45%
47%
68%
5%
4%
8% 15%
8%
10%
4%
45%
5%
3%
5%
7%
9%

Hexano 37%

Acetato de Etilo

Etanol 12%

NN WIN[m|ININO|DRWIN|= (AN OWOWIN|—

3.2Ensayos de actividad enzimdtica para o y B glucosidasa obtenidos de los
extractos orgdnicos

En la Tabla 12 se presentan los porcentajes de inhibicion enzimdatica de las

enzimas a y B — glucosidasas de cada uno de los extractos orgdnicos.
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Tabla 12. Resultados del ensayo de Inhibicion de o y B glucosidasas.

Tipo de extracto Inhibicién a-glucosidasa  Inhibicion B-glucosidasa
(500ug/ml) (1000p1/ml)
Hexano 98.4% 14.4%
Acetato de Etilo 79.1 % 69.1 %
Etanol 58.2 % 38.3%

3.3 Ensayos de actividad enzimatica con fracciones para B-glucosidasa
Las fracciones obtenidas fueron investigadas por el potencial inhibitorio de la

enzima b — glucosidasa, los resultados se presentan en la Tabla 13.

Tabla 13.Porcentaje de inhibicion enzimdatica de B-glucosidasa para las fracciones

bioactivas.

% Inhibicién b-

FRACCION glucosidasa X

HEXANO 1 293 %

HEXANO 2 41,50% 35%
HEXANO 3 28,10%

ACETATO 1 52,50%

ACETATO 3 50,20% 52,47%
ACETATO 5 54,70%

ALCOHOL 1 69.90%

ALCOHOL 3 90,20% 84,23%
ALCOHOL 5 92,60%

NOTA: En la prueba de fracciones en la enzima a-glucosidasa los resultados no se

presentan, debido a la falta de condiciones de experimentacion.
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CAPITULO IV

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Tres solventes fueron utilizados para la obtencidén de extractos orgdnicos de la
especie llex guayusa Loes, esto permitid separar el mayor niUmero de compuestos
presentes tomando en cuenta su polaridad. En la Tabla 8 se puede apreciar un
porcentaje de rendimiento segun el solvente utilizado dando como resultado un
2.23% al utilizar Etanol, 2.22% para el Acetato de Etilo y un 0.42% para el hexano;
es decir, que el porcentaje de rendimiento de los extractos es mayor mientras la

polaridad del solvente aumenta.

En cuanto al rendimiento de las fracciones se puede apreciar un mayor
porcentaje de rendimiento en las fracciones menos polares que en promedio
equivale a un 37%, seguida de un 15% para el Acetato de Etilo y un 12% para el
etanol; por lo tanto, mientras menos polar sea el compuesto mayor cantidad de
fracciones se obtiene en comparacion con los datos de rendimiento de la Tabla
8.

Se evalud la actividad inhibitoria de las enzimas a y B glucosidasa partiendo de los
extractos orgdnicos y de las fracciones resultantes, la metodologia utilizada para
cada uno de los ensayos fue consultada exhaustivamente en la bibliografia
existente hasta la fecha. La validacién de la técnica se llevé a cabo mediante
varias pruebas, finalmente los resultados obtenidos reflejaron ser consistentes y

coherentes.

En la Tabla 12 se presentan los resultados de Inhibicion enzimdtica tanto de a-
glucosidasa como de B-glucosidasa en cada uno de los extractos. Al comparar el
porcentaje de inhibicién enzimdtica de ambos ensayos se aprecia claramente

una similitud en el ensayo de los extractos a base de Acetato de FEiilo
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(medianamente polares) con un 69.1% para B-glucosidasa y 79.1% para a-
glucosidasa, esto segun la literatura podria tratarse de ciertos antioxidantes que

podrian estar involucrados con la capacidad antidiabética de las plantas.

En cuanto a los extractos menos polares se nota una clara diferencia entre el
ensayo de o—glucosidasa con un 98.4% de inhibicidn y B- glucosidasa con un
14.4%. Por ofra parte, se elaboraron los bioensayos de B-glucosidasa en las
fracciones obtenidas reflejdndose un menor porcentaje en las fracciones menos
polares que en promedio se registra un 52.5 % de inhibicién, esto coincide con los

bajos valores resultantes del mismo bioensayo en extractos.

Ya se han reportado antecedentes de inhibicidon enzimdtica de la planta en
estudios previos con enzimas a. amilasa y o glucosidasa que soportan la hipotesis
de la presente investigacion. Los estudios realizados revelan un potencial
inhibitorio, y no se descarta la actividad antidiabética de llex guayusa Loes.
(Sarango, 2008).

Se aproxima que los componentes bioactivos responsables de la actividad
antidiabética son los polifenoles que han sido reportados como inhibidores
enzimdticos de la actividad sacarasa y la actividad postprandial glucemia,
polifenoles tales como: catequina, epicatequina, epigalocatequina, galato de
epicatequina, las isoflavonas de soya, dcido tdnico, dlicirricina de la raiz de
regaliz, el &cido clorogénico y saponinas. (DFG A. Dembinskakiec, 2008). Ademds
se sabe de antemano que en la DM2 existe un aumento del estrés oxidativo y una

disminucion de los sistemas de defensa antioxidante (Cuerda et al., 2011).

En la presente investigacion se demuestra el potencial hipoglicemiante de llex
guayusa Loes. Los usos etnobotdnicos de esta especie, comun en el Oriente
Ecuatoriano, fundamentan su interesante actividad bioldgica. El desarrollo de
posteriores investigaciones orientadas a caracterizar los principios bioactivos y el
desarrollo de nuevos modelos de actividad bioldgica “in vivo” fortalecerdn los
hallazgos presentados y podrian guiar el desarrollo de suplementos alimenticios

recomendados para diabéticos.
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CONCLUSIONES

El desarrollo del presente trabajo presenta las siguientes conclusiones:

— Mediante las condiciones en las que han sido realizados los bioensayos se
considera a llex guayusa Loes una especie vegetal con una importante
actividad inhibitoria de las enzimas o y B- glucosidasa involucradas en el

mecanismo de la diabetes mellitus tipo 2.

- La metodologia de aislamiento bioguiado de exiractos vegetales y
fracciones fue puesta a punto utilizando métodos que se reportan en
investigaciones previas, estos métodos fueron adaptados a las condiciones
del material vegetal hasta obtener resultados persistentes y claros, de esta

manera los ensayos in vitro fueron estandarizados.

— H fipo de compuestos presentes mayoritaricmente en los ensayos se
aproximan a los polifenoles ya que segun la bibliografia consultada, estos
estdn interrelacionados con la capacidad inhibitoria que tiene una planta

frente a las enzimas.

— El presente estudio demuestra que llex guayusa Loes presenta metabolitos
hipoglicémicos que podrian ser de interés para la industria de alimentos

nutracéuticos.

— El mecanismo por el cual la especie disminuye el nivel de glucosa en la
sangre probablemente se deba a la eliminacién de radicales libres por la

presencia de polifenoles o a la resistencia a la peroxidacién de lipidos.
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