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Resumen: Los compuestos que inhiben
la amilasa salival son dtiles para evitar el
incremento de la glucemia postprandial,
debido a que disminuyen la biodisponibilidad
delos monosacaridos a partir de carbohidratos
complejos como el almidoén; el objetivo de este
trabajo fue evaluar y determinar el grado de la
actividad inhibitoria de la amilasa salival por
el extracto de la semilla de Coccoloba uvifera.
Inicialmente se evaluaron los extractos
acetonicos y metandlicos de la hoja, cascara
y semilla de Coccoloba uvifera, primero se
cuantificaron los compuestos polifenolicos
contenidos en cada extracto y posteriormente
se evaluo la inhibicién enzimatica de manera
cualitativa por la técnica de yodo, para
finalmente determinar cuantitativamente
la inhibicién de la enzima por el extracto
metanolico de la semilla utilizando el método
de 2-cloro-p-nitrofenilmaltotriosa. Se obtuvo
que la concentracion de 1.6 ppm inhibid
el 50% de la actividad de la amilasa salival,
una actividad similar a la acarbosa (farmaco
de referencia). La actividad de la semilla de
C. uvifera resulta muy prometedora para
continuar con su estudio para la identificacién
de los principios activos correspondientes y
otorgarle un beneficio terapéutico.

Palabras claves: Indice glucémico, polifenoles,
diabetes.

ANTECEDENTES

En México la diabetes es una de las primeras
causas de muerte segun los datos registrados
por el Instituto Nacional de Salud Publica, para
mejorar la calidad de vida de los diabéticos y
evitar complicaciones se debe tener un buen
control de la glucemia para ello ademas
de la administraciéon de farmacos se debe
controlar el indice glucémico postprandial
para permitir a los pacientes nutrirse
adecuadamente y mejorar su salud'*. Existen
infinidad de tratamientos para la diabetes pero
ninguno promete garantizar una vida sana y

mucho menos promover el bienestar integral
porque privar completamente del consumo
de aztcares a un paciente diabético no es ni
saludable ni viable; el control de la glucemia
es uno de los aspectos mas importantes en la
farmacoterapia de la diabetes especialmente
los niveles postpandriales.’

En ese sentido, un blanco farmacolégico
relevamente para controlar la glucemia
postpandrial es la amilasa salival que se
encarga de la digestion de polisacaridos para
convertirlos en monosacaridos que pueden ser
absorbidos; en consecuencia, inhibirlaamilasa
representa disminuir la biodisponibilidad de
la glucosa con el correspondiente beneficio
fisiolégico **. Las sustancias que disminuyen
la biodisponibilidad de la glucosa ingerida
en los alimentos es benéfica porque evitan
el incremento de los niveles plasmaticos de
carbohidratos; por ejemplo si se compara dos
pacientes que consuman la misma cantidad
de polisacaridos (como en el pan o la tortilla)
pero a uno de ellos se administra un inhibidor
de la amilasa se podrd observar que éste tiene
un menor incremento del nivel de glucemia
comparado con el paciente al que no se le
administré el inhibidor.

Sin embargo; los inhibidores de la amilasa
que se usan como farmacos en la clinica,
como la acarbosa, presentan reacciones
adversas o tiene una efectividad baja que
limita su utilidad en el tratamiento de la
diabetes. Asi, surge la necesidad de investigar
potenciales metabolitos secundarios de
origen natural que puedan emplearse con
este fin farmacoldgico®. En los ultimos afios,
se han identificado inhibidores de la amilasa
en varias especies de plantas y se observo que
los metabolitos secundarios de tipo fenoélicos
son capaces de inhibir la accién enzimatica
de la amilasa salival. Diversos estudios han
demostrado que los extractos de Coccoloba
uvifera presentan un alto contenido de
compuestos fenodlicos especialmente taninos
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por lo cual resultan prometedores como
inhibidores de la amilasa®. El objetivo de este
estudio fue examinar el efecto inhibidor de los
extractos metanolico y acetonico de Coccoloba
uvifera (uva de mar) sobre la amilasa salival
para conocer su potencial uso biotecnoldgico
y farmacéutico.

METODOLOGIA

El material vegetal (hoja y fruto) se obtuvo
en la ciudad de Champotéon (Estado de
Campeche, México), se separaron los frutos
maduros de los verdes y de los frutos maduros
se aislo la semilla y la pulpa, se trituraron
las semillas con un martillo y se secaron en
estufa a 40°C. El material vegetal se extrajo
por maceracion a temperatura ambiente
durante 48 h usando metanol y cetona como
disolventes, se filtr6 y se secé en un rotavapor;
se prepararon soluciones de 2,000 ppm (en
etanol al 70% en agua). Se realizo el tamizaje
fitoquimico para corroborar la presencia
de polifenoles, taninos y flavonoides en los
extractos.

Posteriormente, la determinacion de la
actividad inhibidora de la amilasa se realizo
por dos métodos, el primero Cualitativo, que
consistio en depositar 50 mL de solucién bufter
de fosfato de pH 7.2 en una microplaca y se
realizé diluciones seriadas de 2 con 50 mL de
cadauno de los extractos, después se afiadié 50
mL de una solucién de almidén 1.0% en PBS,
se agitd y finalmente se afnadi6 una solucién
de la enzima de actividad estandarizada. En
una columna se dispuso de blancos para ir
monitoreandolareaccion, cada cinco minutos,
por la adicién de una solucion yodo yodurada
hasta que no hubiera coloracién azul-violacea;
cuando se comprobo la hidrolisis completa de
almidoén, se anadia a cada uno de los pozos de
reaccion la tintura de yodo y se observé en qué
pozos permanecio el almidon que indicaba la
inhibicion de la amilasa salival. Se us6 como
control positivo la acarbosa y se determiné

que el extracto metandlico de semilla era el
que resulté prometedor por lo cual se realizd
la determinacidn cuantitativa de la inhibicién.
Para la determinacién cuantitativa de
la inhibiciéon de la amilasa se realiz6 en
microplacas de la siguiente manera: se
deposité 50 mL de solucién bufter de fosfato
de pH 7.2 y a partir de esto realizar diluciones
seriadas de 2 con 50 mL del extracto del fruto
y se afiadié a cada pozo 50 mL del reactivo
para determinaciéon de amilasa que contiene
2-cloro-p-nitrofenilmaltotriésido que libera
el 2-cloro-p-nitrofenol de color amarillo, se
incubdé 10 minutos a 37°C y posteriormente
se anadi6 50 mL de la solucién de amilasa, se
program¢ el equipo de lector de microplacas
paraincubaciéona37°Cylecturaa405 nm cada
dos minutos con agitacion; se us6 un blanco
paradeterminarlaactividad enzimaticabasaly
acarbosa como control positivo. La inhibicion
de la actividad enzimatica se determind por
la diferencia porcentual de la actividad de la
amilasa del problema con respecto al blanco.

RESULTADOS

En el analisis cualitativo (tabla 1) se observé
que el extracto metanodlico de la semilla de
Coccoloba uvifera mostrd la mayor actividad
inhibitoria (CMI=10 ppm) comparado con el
resto de los extractos ensayados, el extracto
que ejercié menor actividad inhibitoria de la
amilasa fue el acetonico de la céscara.

Parte vegetal Disolven.te,: de Co.nce.nt.raci.én minima
extraccion inhibitoria (ppm)
Hoja Metanol 83
Hoja Acetona 166
Cascara Metanol 166
Céscara Acetona 333
Semilla Metanol 10
Semilla Acetona 83

Tabla 1. Concentraciones minimas inhibitorias de
la amilasa salival por los extractos de C. uvifera.
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En consecuencia, se realizd el ensayo
cuantitativo para el extracto metandlico de
la semilla de C. uvifera que consisti6é en una
curva dosis-respuesta y con ello se determiné
la concentracidon efectiva al 50% (CE50%).
Como se puede observar en la figura 1, la
CE50% del extracto metanolico de la semilla
fue de 1.6 £ 0.4 ppm, esto representa una buena
actividad inhibitoria de la amilasa salival y
permite sustentar estudios posteriores para
determinar el metabolito responsable de esta
actividad y para estudiar el tipo de inhibicién
que ejerce.
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Figura 1. Curva dosis respuesta del extracto de
C. uvifera.

DISCUSIONES

La uva de mar o Coccoloba uvifera es
una especie con abundancia de compuestos
polifenolicos y otros metabolitos de interés
como los triterpenos que ejercen una
diversidad de actividades biologicas5-9, por
ello se puede suponer que estos metabolitos
secundarios principales encontrados en los
extractos ejercen la actividad inhibidora de
la amilasa. La parte vegetal ensayada con
mayor capacidad de inhibicién de la amilsa
fue la semilla, esto coincide con estudios
realizado en diversas especies vegetales en
los que se reporta que las semillas contienen
constituyentes bioactivos, generalmente de
naturaleza liposoluble, que han mostrado
acciones antidiabéticas.'®'?

Los metabolitos extraidos de la semilla de
C. uvifera presentan una actividad inhibitoria

buena segun los datos que se reportan en
semillas cuyos valores de CE50% son menores
al 10 ppm, Ting y cols. (2021) atribuyen la
inhibicion de a amilasa principalmente a los
polifenoles '*'¢; algunos estudios han descritos
que compuestos fenolicos como el édcido
cafeico, clorogénico y ferulico son inhibidores
potenciales de las enzimas degradadoras
de carbohidratos como la amilasa y la
glucosidasas'7*®.  Igualmente, flavonoides
como la quercetina y el kaempferol también
inhiben la alfa amilasa®*.

Ademas los taninos son metabolitos
secundarios que tienden a precipitar proteinas
y afecta la biodisponibilidad de nutrientes
y otros metabolitos secundarios, por ello
aumentaria la actividad inhibidora; asimismo,
la actividad de los taninos se ejerce en los
diferentes tipos de amilasa, tanto en la salival
como en la pancredtica y Kato y cols. (2017)
observaron que los taninos hidrosolubles
son mas efectivos para inhibir que los
condensados **. Las protoantocianinas y los
elegitaninos estdn ampliamente distribuidos
en especies vegetales, la interaccion de estos
compuestos con las proteinas se debe a que
poseen numerosos grupos hidroxilos que
pueden producir asociaciones hidrofébicas y
generar la precipitacion, esta acciéon permite
una inhibicién inespecifica de enzimas como
la alfa amilasa **?'. Actualmente se continua
con el estudio precipitando los taninos
con albumina y evaluando la actividad del
sobrenadante y la inhibicién persiste, esto
indica que existen metabolitos que inhiben a
la enzima por otro mecanismo de accion.

Aunque este trabajo se centr6 solamente
en la accién inhibidora de la amilasa, es
importante sefialar que los metabolitos
secundarios que actian sobre esta enzima
igualmente pueden ejercen una actividad
inhibitoria sobre otras enzimas de interes
clinico en la terapia antidiabética por esto es
recomendable ensayar otros posibles blancos




biolégicos como la alfa glucosidasa y la
glucoamilasa, también conviene experimentar
su efecto in vivo sobre la absorcion de
polisacaridos complejos como el almidén y su
impacto sobre el indice glucémico.**

En cuanto al disolvente utilizado para la
obtencion del extracto, el metanol fue mas
efectivo para extraer metabolitos inhibidores,
en particular el metanol es un buen disolvente
de metabolitos secundarios polares como
los polifenoles que son compuestos
antioxidantes, el metanol también es un buen
disolvente para la extraccion de flavonoides,
saponinas y alcaloides, se ha observado que
todos estos compuestos pueden inhibir a la
amilasa.***

La accién inhibitoria de la amilasa salival
es util para evitar los picos de glucemia
postprandial que afectan a los pacientes con
resistencia a la insulina y diabéticos, por ello
se podria emplear el extracto en alimentos
para disminuir su indice glucémico y
contribuir al mejoramiento de la salud de los
pacientes con estas afecciones, la inhibicién
de la alfa amilasa facilita el mantenimiento
de los niveles de glucosa circulante porque
disminuye la absorciéon de carbohidratos;
igualmente se puede continuar con el estudio
de los extractos de la semilla para identificar
si existe otros metabolitos diferentes a los
ya conocidos que resulte prometedor como
principio activo inhibidor de la amilasa.?>?*-3

CONCLUSION

En el presente trabajo se demostré que
los extractos metandlicos de Coccoloba
uvifera inhibieron fuertemente la actividad
enzimdtica de la amilasa, el extracto
metanolico de la semilla fue el que ejercid
una mayor inhibicién enzimatica con una
actividad similar a la acarbosa, por ello resulta
prometedor farmacolégicamente para el
desarrollo de medicamentos que disminuyan
la glucosa postprandial.
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