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ACTIVIDAD INHIBITORIA in vitro DE LOS EXTRACTOS
ACUOSOS DE LOS FRUTOS DE Hylocereus megalanthus Y Passiflora
tripartita var. mollisima SOBRE LAS ENZIMAS a-AMILASAY
a-GLUCOSIDASA

Erick Ratil Coral Caycho™, Maria Rosario Calixto Cotos®,
Maria Mercedes Soberon Lozano®

RESUMEN

La pitahaya amarilla (Hylocereus megalanthus) y el tumbo serrano (Passiflora tripartita
var. mollisima) son frutos cultivados en Pert. El objetivo de este estudio fue evaluar la
propiedad hipoglicemiante de estos frutos mediante la inhibicion in vifro de las enzimas
a-amilasa y a-glucosidasa. Los frutos fueron despulpados y liofilizados, y luego de preparar
los respectivos extractos acuosos, se determiné el contenido de polifenoles totales (TPC)
mediante el método de Folin-Ciocalteu. La actividad inhibitoria se determind mediante el
IC,, y se evalu¢ el tipo de inhibicion utilizando 0,25-2 mg/mL y 0,02-0,28 mg/mL del extracto
del tumbo serrano sobre la a-amilasa y a-glucosidasa, respectivamente. Para la pitahaya se
empled 4-64 mg/ml y 0,8-25,6 mg/mL sobre la a-amilasa y a-glucosidasa, respectivamente.
Los TPC para el tumbo serrano y pitahaya amarilla fueron de 614,67 y 16,17 mg/100 g de
muestra, respectivamente, expresados en equivalente de acido galico. El extracto acuoso de
tumbo serrano inhibid a las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa (tipo no competitiva mixta)
conun IC, de 1719,18 y 77,68 ng/Ml, respectivamente, mientras que la pitahaya amarilla
solo inhibi6 a la enzima a-glucosidasa con un IC, de 8692,4 pg/mL (tipo competitiva).

Palabras clave: Hylocereus megalanthus, Passiflora tripartita var. mollisima, inhibicion
enzimatica, a-amilasa, a-glucosidasa.
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In vitro INHIBITORY ACTIVITY OF AQUEOUS EXTRACTS OF
FRUITS OF Hylocereus megalanthus AND Passiflora tripartita var.
mollisima ON 0-AMYLASE AND o-GLUCOSIDASE ENZYMES

ABSTRACT

“Pitahaya amarilla” (Hylocereus megalanthus) and “tumbo serrano” (Passiflora tripartita
var. mollisima) two fruits that grow in Peru. The aim of this study was to evaluate the
hypoglycemic activity by in vitro inhibition of a-amylase and a-glucosidase enzymes. The
fruits were pulped and lyophilized, and after the obtaining of aqueous extracts, the total
phenolic content (TPC) was determined by the Folin-Ciocalteu method. Inhibitory activity
was determined by IC_, and the type of inhibition was evaluated using 0,25-2 mg/mL
and 0,02-0,28 mg/mL of the extract of tumbo serrano for a-amylase and a-glucosidase,
respectively. For pitahaya amarilla, 4-64 mg/mL and 0,8-25,6 mg/mL were used for each
enzyme, respectively. The TPC for the tumbo serrano and pitahaya amarilla were 614,67 and
16,17 mg/100 g of sample, respectively, expressed as gallic acid equivalents. The aqueous
extract of tumbo serrano inhibited the a-amylase and a-glucosidase (mixed non-competitive
type) with an IC,  of 1719,18 and 77,68 pg/mL for each enzyme, respectively, while pitahaya
amarilla only inhibited the a-glucosidase with an IC50 of 8692,4 ng/mL (competitive type).

Key words: Hylocereus megalanthus, Passiflora tripartita var. mollisima, enzymatic
inhibition, a- amylase, a- glucosidase.

INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabolica que se caracteriza por presentar
niveles altos de glucosa, originando como consecuencia de ellos transtornos en el metabolito
de carbohidratos, grasas y proteinas'. Hasta el afio 2014, en el Pert, existia una prevalencia
de 6,7% de personas, de 18 afos de edad a mas, con DM, de los cuales el tipo II es el mas
frecuente, constituyendo el 90 al 95% de los diabéticos. En este tipo de diabetes se observa
un defecto progresivo en la produccion de la insulina, asi como una insulinorresistencia
principalmente en higado y musculo lo que conlleva a niveles altos de glucosa en sangre’.
Estos niveles altos ocasionan un dafio oxidativo en varios tejidos y 6rganos del cuerpo debido
a la ruptura del equilibrio entre las especies reactivas de oxigeno (EROS) y los sistemas de
defensa antioxidante®.

En el Perti existe una gran variedad de plantas, a las cuales se les atribuyen distintas
propiedades, que son empleadas por los pobladores para tratar distintas enfermedades. Entre
ellas estan el tumbo serrano (Passiflora tripartita var. mollisima) y la pitahaya amarilla
(Hylocereus megalanthus) que crecen entre los 1100 a 3500 msnm. A ellas se les designan
propiedades antiinflamatoria, antioxidante e hipoglicemiante, lo cual podria ser explicado
por el contenido de compuestos fenolicos®.
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Loizzo et al.®, en el 2019, identificaron los compuestos fendlicos presentes en el fruto del
tumbo serrano, encontrando valores altos de catequinas y acido sinapinico. De igual manera,
la presencia de antioxidantes naturales, como las betalainas, han sido encontrados en la
cascara y pulpa de frutos de distintas especies de Hylocereus®.

Se han reportado estudios donde los compuestos fenolicos (por ejemplo el acido cafeico y
acido p-cumarico), presentes en algunas plantas, poseen efecto hipoglicemiante al inhibir
enzimas que participan en la digestion de carbohidratos, como por ejemplo la a-amilasa y
a-glucosidasa que juegan un papel importante en la digestion y que estan relacionadas con
el aumento de glucosa en el estado postprandial’. El tumbo serrano y la pitahaya amarilla,
que segun referencias contienen una considerable cantidad de polifenoles, podrian ser
considerados alimentos con provecho terapéutico para los pacientes con diabetes.

Teniendo en cuenta la importancia de los compuestos fenodlicos presentes en las plantas, el
proposito de este estudio fue observar la posible actividad y modo inhibitorio de los extractos
acuosos de los frutos mencionados sobre las enzimas a-amilasa y a-lucosidasa con el fin de
verificar su posible uso como tratamiento adyuvante a los farmacos usados en la DM.

PARTE EXPERIMENTAL

Reactivos

Los reactivos a-glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae, a-amilasa de pancreas porcino,
4-nitrofenil a-D-glucopiranodsido (pNPG), acido 3,5 dinitrosalicilico, acarbosa y la D-(+)-
Maltosa monohidratada fueron adquiridos de Sigma - Aldrich.

Material vegetal

Los frutos del Passiflora tripartita var. mollisima (tumbo serrano) fueron recolectados en la
provincia de Andahuaylas, departamento de Apurimac (2926 msnm), mientras los frutos de
la Hylocereus megalanthus (pitahaya amarilla) fueron recolectados en la provincia de San
Ignacio, departamento de Cajamarca (1324 msnm). Las dos plantas fueron identificadas en el
herbario del Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. El
tumbo serrano, con constancia N° 226-USM-2019, fue determinado por el Mg. Asuncion A.
Cano Echevarria y la pitahaya amarilla, con constancia N° 238-USM-2019, fue determinado
por la Dra. Monica Arakaki Makishi.

Preparacion de los extractos acuosos

2,5 kg de Passiflora tripartita var. mollisima e Hylocereus megalanthus fueron lavados con
agua bidestilada e hipoclorito de sodio al 5%. Se les retir6 la cascara, seguido de un despulpado
utilizando un colador de plastico para dejar la pulpa sin semillas quedandonos con 312 g de
P tripartita var. mollisima y 232 g de H. megalanthus. Las pulpas, asi obtenidas, fueron
liofilizadas en un equipo marca RIFICOR por 12 horas y almacenadas a -25°C, obteniendo
pesos finales de 71,23 g de P. tripartita var. mollisima y 53,33 g de H. megalanthus con
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rendimientos de 22,83 y 22,98%, respectivamente. Estas pulpas disueltas en agua bidestilada
constituyen la muestra experimental para los siguientes analisis.

Determinacion de polifenoles totales

La determinacion de polifenoles totales se realizo de acuerdo a la técnica descrita por Calixto
et al.® (2018). Las muestras liofilizadas fueron disueltas en agua bidestilada hasta obtener una
solucion stock (0,93 mg/mL y 32mg/mL para la P. tripartita var. mollisima e H. megalanthus,
respectivamente). Se mezcld 100 pL de la solucion stock con 150 puL del reactivo Folin-Ciocalteu
(diluido 1 en 3), luego de 5 minutos de reposo se afiadié 150 pL de carbonato de sodio al 20% y
600 pL de agua bidestilada, la mezcla final se dejo6 reposar en oscuridad por 30 minutos y luego
leida en espectrofotometro a 760 nm. Se realizo una curva de calibracion utilizando acido galico
como referencia a concentraciones de 1-7,5 pg/mL (y=0.0916x + 0.008, R*> =0.9995) y los
resultados fueron expresados en equivalentes de acido galico (EAG) en mg/100g de muestra
liofilizada.

Actividad inhibitoria de la enzima a-amilasa.

La inhibicion de la enzima se llevo a cabo siguiendo la técnica usada por Wang et al’
(2016) con ligeras modificaciones. Se prepar6 buffer fosfato de sodio 0,1 M (pH 6,9 con
NaCl 0,1 M) y almidon de papa al 1% (disuelto en buffer) como sustrato. Las muestras
fueron preparadas a distintas concentraciones, se mezclo 120 pL de la muestra con 30 pL de
almidon, 100 pL de buffer, 90 uL de agua bidestilada y 60 pL de enzima a-amilasa (3 Unid/
mL); después de 8 minutos de incubacion a 37 °C se detuvo la reaccion con 200 uL de acido
3,5 dinitrosalicilico y 900 uL de agua bidestilada, la mezcla se volvid a incubar pero esta vez
a 100 °C de temperatura durante 5 minutos y se enfri6é con agua helada. La absorbancia fue
determinada a 540 nm.

Para la preparacion del blanco se reemplazo la enzima por el buffer. El control fue preparado
reemplazando los extractos por agua bidestilada. Se utiliz6 como inhibidor estandar a la
acarbosa. El porcentaje de inhibicion de las muestras y acarbosa sobre la enzima o-amilasa
fueron calculados con la siguiente formula.

[nhibiCién (%) = ((ACDIUVOI _AHIMESU’I) /Amuextm) x 100

El valor de IC,  se defini6 como la concentracion necesaria para inhibir el 50% de la actividad
enzimatica. Este valor se obtuvo al graficar los valores de % de inhibicion versus los valores
de concentracion de los extractos.

Actividad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa

Se realizd con el método descrito por Wang et al.® (2016). Las muestras se prepararon a
distintas concentraciones. A 20 pL de la muestra se le adicioné 80 pL de buffer fosfato de
sodio 0,1 M (pH 6,8), 120 uL de pNPG 1 mM como sustrato, 170 pL. de agua bidestilada
y 10 puL de enzima a-glucosidasa (3 Unid/mL); después de 15 minutos de incubacion a
temperatura ambiente se detuvo la reaccion con 600 uL. de NaOH 1 M. La absorbancia fue
determinada a 405 nm.

Rev Soc Quim Peru. 86(2) 2020



Actividad inhibitoria in vitro de los extractos acuosos de los frutos de Hylocereus megalanthus y Passiflora... 97

El blanco fue preparado cambiando la enzima por el buffer, mientras para el control se
cambid los extractos por agua bidestilada. La acarbosa se utilizdo como inhibidor estandar.
El porcentaje de inhibicion de las muestras y acarbosa sobre la enzima a-glucosidasa fueron
calculados con la siguiente formula.

[nhibiCién (%) = ((ACDIUVOI _AHIMESU’I) /Amuextm) x 100

El valor de IC,  se defini6 como la concentracion necesaria para inhibir el 50% de la actividad
enzimatica. Este valor se obtuvo al graficar los valores de % de inhibicion versus los valores
de concentracion de los extractos.

Comportamiento de inhibicion de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa

Para analizar el comportamiento inhibitorio que ejercen los extractos acuosos sobre las
enzimas se utilizo el diagrama de Lineweaver—Burk. Se utiliz6 el mismo procedimiento
antes descrito para la determinacion de actividad de las enzimas, el sustrato de cada enzima
fue preparado a distintas concentraciones y se mantuvo constante la concentracion de las
muestras. La acarbosa también fue utilizada para comparar el modo de inhibicion de los
frutos estudiados sobre las enzimas.

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media y la desviacion estandar de tres réplicas de
ensayo. Para el test de normalidad se us6 la prueba de Shapiro Wilk seguido de la prueba
paramétrica de ANOVA de comparaciones multiple con post Hoc de Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION

Contenido de polifenoles totales

Los resultados muestran que el extracto acuoso de la Passiflora tripartita var. mollisima
present6 una cantidad 38 veces mayor de polifenoles que la Hylocereus megalanthus (tabla
1), este valor obtenido en la P. tripartita var. mollisima fue semejante al encontrado por
Contreras et al.'® (2011) donde el extracto metandlico de la pulpa report6 un valor de 635 +
2,71 mg EAG/100g, cuyo valor fue cercano a nuestro estudio; en tanto Rojano ez al." (2012)
reportaron una cantidad de polifenoles mayor en el extracto acuoso de la pulpa de P, tripartita
var. mollisima 5012,8 + 68,2 mg EAG/100g de muestra, esta diferencia de valores podria
explicarse debido a la manera como se obtuvo el extracto con el uso de un homogeneizador
y un agitador por un tiempo de 16 horas.

Otros frutos del género Passiflora, conocidos por su buena capacidad antioxidante, son la
granadillay la maracuya. Carvajal e al.'* (2011) trabajaron estos frutos, también bajo la forma
de extractos acuosos, reportando valores totales de polifenoles de 204,54 mg EAG/100g para
la granadilla y 282,16 mg EAG/100g para maracuya. Siendo valores menores a los obtenidos
en el presente estudio.
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Tabla 1. Cantidad de polifenoles totales en los extractos acuosos de P. tripartita
var. mollisima e H. megalanthus.

Cantidad de polifenoles totales*
Passiflora tripartita var. mollisima 614,67 + 5,03
Hylocereus megalanthus 16,17+ 0,32
* Resultados expresados mg EAG/ 100g de extracto £ DS

Los valores de polifenoles totales para la pitahaya amarilla (Hylocereus megalanthus)
obtenidas en el presente trabajo, son mas bajos que el valor reportado por el tumbo serrano
(P. tripartita var. mollisima) (tabla 1). Sin embargo no estan tan lejos a los obtenidos por
De Lima et al.'* (2013) quienes trabajaron con la pulpa de varias especies de pitahaya (H.
megalanthus, H. undatus, H. costaricencis e H. setaceus). Para ello, realizaron una primera
extraccion con metanol y luego el residuo fue extraido con acetona, para finalmente juntar los
sobrenadantes obtenidos. Sus resultados mostraron que la pitahaya ptrpura (H. costaricencis)
tuvo una mayor cantidad de polifenoles (24,71 mg EAG/100g de muestra) mientras que la
pitahaya roja (H. undatus) y la pitahaya amarilla (H. megalanthus), obtenidas de un banco
de germoplasma mostraron los niveles mas bajos (11,45 y 11,94 mg EAG/100g de muestra,
respectivamente).

Otro estudio de pitahaya amarilla (Hylocereus megalanthus) mostrd que el extracto etanolico
de la pulpa poseia una cantidad de 150 mg EAG/100g de muestra'*. El extracto etanolico
de la pulpa de pitahaya roja, otra especie del género Hylocereus, tuvo un valor de 28,65 mg
EAG/100g de muestra'.

Esta diferencia de valores podria explicarse por el tipo de solvente utilizado para la
preparacion del extracto, lo que supondria que los polifenoles presentes en los mencionados
frutos no son unicamente polares.

Inhibicion de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa

La inhibicion de estas enzimas es uno de los principales objetivos de los farmacos utilizados
en el tratamiento de la DM. El valor de IC,; del tumbo serrano (Passiflora tripartita var.
mollisima) como parametro de inhibicion para la a-glucosidasa mostr6 valores cercanos a los
obtenidos al de la acarbosa que es un farmaco utilizado para el tratamiento de DM tipo II (tabla
2). Sin embargo, con la muestra de pitahaya amarilla el valor de IC, fue mayor. Por otro lado,
el IC, del tumbo serrano (P. tripartita var. mollisima) mostr6é un valor muy alto de inhibicion
para la a-amilasa. No se observo efecto inhibitorio de la pitahaya amarilla sobre esta enzima.
Rey et al.'* (2015) reportaron valores de IC de la acarbosa muy elevados para las enzimas
a-glucosidasa y a-amilasa (773,2 y 229,6 ug/mL, respectivamente). El IC,  obtenido en
nuestro estudio reporté valores muy elevados comparados con otras investigaciones debido a
que el extracto acuoso obtenido consiguié mayormente la extracciéon de metabolitos polares,
mientras que extractos obtenidos con solventes apolares y medianamente polares liberan otro
tipo de metabolitos. La explicacion a todos estos resultados del trabajo se deberia también a
la composicion y tipos de polifenoles que tendria cada fruto en el extracto acuoso’.
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Estudios reportan que el efecto hipoglicemiante de los frutos de la familia Hylocereus no
es debido a la capacidad de inhibir a las enzimas digestivas, sino a su capacidad de mejorar
la resistencia a la insulina e incrementar los niveles de expresion de genes de los receptores
del factor de crecimiento fibroblastico 21 (FGF21), el cual participa en la regulacion del
metabolismo de lipidos y glucosa, donde este FGF21 se encuentra elevado en pacientes
diabéticos tipo I1".

Tabla 2. Valores de IC, de extractos acuosos y control.

ICso (ug/mlL)
P. trtpar:t{ta var. Hylocereus Acarbosa
mollisima megalanthus
a-amilasa 1719,18 + 134,38 ND 15,59 £ 0,86
o-glucosidasa 77,68 + 8,27 8692,4 + 128,20 68,04 + 1,17

Resultados expresados en media + desviacion estandar
b diferencia significativa con p-valor < 0,05
ND: no detectado

Otra investigacion llevada a cabo con la pulpa del fruto de la Passiflora subpeltata,
denominada “granada de zorra”, fue sometida a extraccion con diferentes solventes (éter,
cloroformo, acetona y metanol) mostrando actividad inhibitoria sobre las enzimas a-amilasa
y o-glucosidasa cuyos menores valores de IC,; fueron obtenidos con la acetona (21,85 y
46,35, respectivamente)'®. Esto demuestra que el tipo de solvente influye en la extraccion
de los metabolitos inhibitorios presentes en la pulpa, lo que se refleja en los valores de IC, .
Das et al.' (2012) trabajaron con el extracto acuoso de la pulpa de 22 especies diferentes
de frutas, donde las especies Phoenix sylvestris y a la Achras sapota tuvieron las mejores
actividades inhibitorias con valores de IC, de 5y 53 ng/mL, respectivamente para la enzima
a-amilasa y valores de IC,; 9 y 56 ng/mL, respectivamente sobre la enzima a-glucosidasa.
Un aspecto interesante de este trabajo es que los extractos de ambos frutos mostraron niveles
bajos de polifenoles totales (6,9 y 1,5 mg EAG/100g de muestra, respectivamente), con lo
que los autores concluyeron que los componentes no fendlicos presentes en los frutos podrian
ser los responsables de la actividad inhibitoria enzimatica.

La propiedad inhibitoria in vitro sobre las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa también
fue estudiada con extractos no acuosos (metanol, acetato de etilo y diclorometano) con
diferentes partes de la especie Annona muricata (fruta, hoja, corteza de tallo y de raiz), donde
se reportaron valores de IC,| que variaron entre 1 a 27 pg/mL. Asimismo, esos extractos
mostraron una inhibicioén de tipo acompetitiva sobre dichas enzimas. Por otra parte, en el
mismo estudio, la acetogenina aislada de la pulpa resulto ser un mejor inhibidor de esas
enzimas que la metformina (farmaco utilizado en el tratamiento de la diabetes tipo II), por lo
que los autores concluyeron que la acetogenina seria el posible responsable de la actividad
inhibitoria sobre las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa.

Nuestro interés fue investigar el efecto inhibitorio que tienen las pulpas de los frutos tumbo
serrano (Passiflora tripartita var. mollisima) y pitahaya amarilla (Hylocereus megalanthus)
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en su condicion acuosa, ya que son usualmente consumidas por la poblaciéon peruana en
forma fresca y/o en jugos y a las que se les atribuye una accion hipoglicemiante. El IC,
del extracto acuoso del tumbo serrano y de la acarbosa obtenidos, fueron cercanos, lo cual
corroboraria que este fruto asi consumido por la poblacion tiene un efecto hipoglicemiante.

Comportamiento de inhibicion de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa

Seglin el grafico de Lineweaver-Burk el extracto acuoso de tumbo serrano mostré una
inhibicion de tipo no competitiva mixta y el extracto acuoso de pitahaya amarilla exhibié un
comportamiento de tipo competitiva sobre la a-glucosidasa (figuras 1b y 1c). Con respecto
a la o-amilasa solo se observé inhibicion de tipo no competitiva mixta por parte del tumbo
serrano (figura la).

Trabajos realizados con HPLC mostraron la presencia de flavonoides tipo orientin, vitexin,
vicenin y schaftoside y otros en la pulpa del tumbo serrano®'. Estos mismos flavonoides
purificados de Phyllostachyz edulis han mostrado tener actividad inhibitoria sobre ambas
enzimas de modo competitivo como es el caso del orientin y vitexin*2. En nuestro caso el tipo
de comportamiento inhibitorio no competitiva mixta se deberia a la accion sinérgica de todos
los metabolitos secundarios presentes en la P. tripartita var. mollisima.

El extracto acuoso de la Hylocereus megalanthus no present6 una buena actividad inhibitoria
sobre las enzimas, logrando solo inhibir competitivamente a la enzima a- glucosidasa, lo que
podria deberse a la presencia de acido gallico en la pulpa, el cual ha manifestado en otros
estudios la capacidad de inhibir a la enzima en mencion®.
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Figura 1. Analisis de diagramas de Lineweavere-Burk. (a) tumbo serrano (P. tripartita
var. mollisima) frente a-amilasa. (b) tumbo serrano (P. tripartita var. mollisima) frente
a-glucosidasa. (¢) pitahaya amarilla (H. megalanthus) frente a-glucosidasa.

La acarbosa, por su parte, mostro en este estudio un tipo de inhibicién competitiva frente a la
a-glucosidasa y un tipo de inhibicién no competitiva mixta frente a la a-amilasa, resultados

que son coincidentes con lo reportado por Kim et al.?*.
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Tabla 3. Parametros cinéticos y modo de inhibicion de los extractos acuosos sobre
las enzimas o-amilasa y a-glucosidasa

a- glucosidasa a- amilasa
P. tripartita var. 0 0,04 0,08 0 0,26 0,52
mollisima (mg/mL)
Km 0,30 0,16 0,13 0,19 0,16 0,12
Vimax. 14,14 5,6 3,96 0,92 0,64 0,41
Tipo de inhibicién No competitiva mixta No competitiva mixta
H. megalanthus (mg/mL) 0 0,8 1,6
Km 0,16 0,24 0,31 ND
Vmax. 5,5 55 5,5
Tipo de inhibicién Competitiva

ND: no detectado

Los parametros de Km y V . de los extractos acuosos de tumbo serrano y pitahaya se
muestran en la tabla 3.

CONCLUSIONES

En el presente estudio el extracto acuoso del fruto tumbo serrano (P. tripartita var. mollisima)
evidencié mayor capacidad inhibitoria sobre las enzimas a-amilasa y a- glucosidasa que la
pitahaya amarilla (H. megalanthus). Nuestros resultados podrian contribuir al tratamiento
complementario en pacientes con diabetes mellitus tipo II y también ser de interés en la
industria alimentaria.
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