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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el potencial inhibitorio de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa, asi como la inhibicion de la
difusion de la glucosa, por los polisacaridos aislados de Nostoc Sphaericum Vaucher ex Bornet & Flahault tratados
mediante digestion gastrointestinal simulada a nivel in vitro.

Materiales y métodos: Los polisacaridos obtenidos de microalga fueron purificados y tratados mediante digestibilidad
gastrointestinal in vitro, con la finalidad de simular su digestion.

Se evalud la actividad hipoglucemiante mediante los métodos de inhibicion de la a-glucosidasa, a-amilasa y la
difusion de la glucosa de los polisacaridos digeridos, comparados con el medicamento acarbosa.

Resultados: Los resultados mostraron que la concentracion de 50 mg/mL de polisacaridos digeridos disminuye en un
85,26 % la difusion de la glucosa a nivel in vitro. La concentracion inhibitoria (Cl ;) de la enzima a-glucosidasa fue
de 314,23 + 4,87 mg/mL y la enzima a-amilasa 113,59 + 3,10 mg/mL.

Conclusiones: Los polisacaridos de Nostoc sphaericum tratados mediante digestion gastrointestinal in vitro,
mostraron capacidad de inhibir las enzimas a-amilasa, a-glucosidasa y la difusion de glucosa; motivo por el cual la
especie seria considerado promisoria para un posible tratamiento coadyuvante de la diabetes tipo 2.

Palabras clave: Diabetes mellitus tipo 2; Alfa-amilasas; Alfa-glucosidasas; Glucosa (Fuente: DeCS BIREME).

Invitrohypoglycemic activity of polysaccharides digested from Nostoc sphaericum
Vaucher ex Bornet & Flahault (cushuro)

ABSTRACT

Objective: To evaluate the inhibitory potential of the a-amylase and a-glucosidase enzymes, as well as the inhibition
of glucose diffusion, using polysaccharides isolated from Nostoc sphaericum Vaucher ex Bornet & Flahault and
treated by in vitro simulated gastrointestinal digestion.

Materials and methods: The polysaccharides obtained from the microalga were purified and treated through in vitro
gastrointestinal digestibility in order to simulate digestion. The hypoglycemic activity was evaluated by methods
such as the inhibition of a-glucosidase and a-amylase, and glucose diffusion of the digested polysaccharides, and
compared with the medication acarbose.

Results: The results showed that the concentration of 50 mg/mL of digested polysaccharides decreases by 85.26 %
the spread of in vitro glucose. The inhibitory concentration (IC,)) of the a-glucosidase enzyme was 314.23 + 4.87
mg/mL and that of the a-amylase enzyme was 113.59 + 3.10 mg/mL.

Conclusions: Nostoc sphaericum polysaccharides treated by in vitro gastrointestinal digestion showed the ability to
inhibit the a-amylase and a-glucosidase enzymes, and glucose diffusion. Therefore, this species would be considered
promising for a possible adjuvant treatment of type 2 diabetes.
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INTRODUCCION

La diabetes mellitus comprende un grupo de trastornos
metabolicos frecuentes que comparten el fenotipo
de la hiperglucemia. La diabetes tipo 2 es un grupo
heterogéneo de trastornos que se caracterizan por grados
variables de resistencia a la insulina, menor secrecion
de dicha hormona y una mayor produccion de glucosa.
La diabetes mellitus tipo 2 es precedida por un periodo
de homeostasis anormal de la glucosa clasificado como
intolerancia a la glucosa en ayuno o intolerancia a la
glucosa ™. Por lo tanto, un enfoque terapéutico para el
tratamiento de la diabetes es disminuir la hiperglucemia
@; esto se puede lograr por la inhibicion de las
enzimas que hidrolizan los hidratos de carbono como la
a-glucosidasa y a-amilasa, asi como la inhibicion de la
difusion de la glucosa en la digestion gastrointestinal ©).
La a-amilasa esta involucrada con la descomposicion de
los hidratos de carbono de cadena larga y la a-glucosidasa
en la descomposicion del almidon y disacaridos en
glucosa. Los inhibidores de la a-amilasa y a-glucosidasa
son el objetivo para el desarrollo de compuestos para
el tratamiento de la diabetes. Los inhibidores de
a-glucosidasa se utilizan como medicamentos orales para
tratar la diabetes mellitus tipo 2, actian como inhibidores
competitivos de la enzima a-glucosidasa necesaria para
digerir los carbohidratos “®; sin embargo, los farmacos
inhibidores de las enzimas utilizadas actualmente causan
efectos secundarios gastrointestinales como la diarrea,
flatulencia, distension abdominal, etc ©. Los inhibidores
de a-glucosidasa y a-amilasa obtenidos de origen
vegetal pueden ser utilizados como una terapia eficaz
y alternativa para el tratamiento de la hiperglucemia
postprandial, con efectos secundarios minimos o nulos 79,
Los polisacaridos no amilaceos llamados fibras dietéticas

solubles presentan una funcionalidad para reducir riesgos
en enfermedades cardiometabdlicas, debido a su viscosidad,
excelente retencion de agua para retrasar el vaciado gastrico
y absorcion de glucosa en el tracto gastrointestinal 9. La
especie Nostoc sphaericum denominado “cushuro” es un tipo
de microalga verde azulada que se encuentra ampliamente
distribuida en lagunas, lagos, arroyos y zonas himedas de
la Region Puna del Pert, entre 3850 y 4500 m s.n. m. Esta
microalga es consumida por los pobladores de la zona, en
diferentes potajes y en su régimen dietético.

Diversos estudios han caracterizado e identificado
polisacaridos en el género Nostoc (""", Por ello, el objetivo
del estudio fue evaluar el potencial inhibitorio de las
enzimas a-amilasa y a-glucosidasa, asi como la inhibicion
de la difusion de la glucosa, por los polisacaridos aislados
de Nostoc sphaericum y tratados mediante digestion
gastrointestinal simulada a nivel in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Se realizd un estudio analitico, experimental y
longitudinal en el Centro de Investigacion de Bioquimica
y Nutricion (CIBN) de la Facultad de Medicina Humana
de la Universidad de San Martin de Porres (FMH-USMP)
y el Laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos. El alga cianoficea Nostoc sphaericum fue
colectada en la laguna Conococha en Chiquian (Huaraz)
a 3400 m s. n. m. en el departamento de Ancash, Per
(Figura 1) y se depositd en el Museo de Historia Natural
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (Voucher
USM 297250).

Figura 1. Recoleccion de Nostoc sphaericum en la laguna de Conococha, Huaraz, Perud
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La extraccion y purificacion de polisacaridos, se realizo
segln la metodologia desarrollada por Wang et al. "
y Jurado et al. @, Las muestras seleccionadas fueron
almacenadas de 0 a 3 °C hasta su deshidratacion parcial.
Luego de la deshidratacion, se descongelaron en bafo
maria de 30 °C y se licuaron con agua destilada para
mejorar la ruptura de las capas de polisacaridos. Se
sometio a calentamiento durante 30 minutos a 80 °C, se
enfrio y filtré en filtro organdi lo que genera un liquido
viscoso (fraccion A) y un residuo (fraccion B). La fraccion
A se concentr6 a la mitad de su volumen y se mezcld
con etanol 96 ° en proporcion de 1:3 respectivamente,
y se obtuvo un precipitado blanco en forma de fléculo,
separado para su estabilizacion. Se repitié el proceso de
extraccion con la fraccion B. Los precipitados obtenidos
se secaron a 40 °C por 24 horas y se purificaron con
lavados continuos con etanol 96 °, y se obtuvieron los
polisacaridos del alga. El rendimiento de extraccion fue
de 16,47 gramos de polisacaridos por cada 100 gramos
de alga.

Para el tratamiento de polisacaridos mediante
digestibilidad in vitro, se utilizo la metodologia de Fassler
et al. . La muestra consiste en polisacaridos obtenidos
con un 5 % de humedad. Para simular la digestion, se
suspendieron 10 gramos de polisacaridos en 167 mL de
buffer fosfato 20 mM, pH 6,9 (Na,HPO, 1,42 g/L, KH,PO,
1,36 g/L, NaCl 0,58 g/L) y se procedi6 a incubarlos en
una solucion de a-amilasa salival humana (Sigma A1031-
1KU, 10 mg/mL, en CaCl2 1 mM), durante 15 minutos.
Para simular la digestion gastrica, se disminuyd hasta
pH 2 con HCL 0,5 N, y se agregd en una suspension de
pepsina porcina (Sigma P7000-25G, 1 mg/mL en NaCl
9 g/L) durante 30 minutos. Para simular la digestion
intestinal en la primera fraccion del intestino delgado,
se ajusto hasta pH 6,9 con NaOH y se agrego pancreatina
porcina (Sigma P7545-25G, 0,5 mg/mL, en CaCl2 25
mM) durante 3 horas en presencia de bilis bovina (Sigma
B8381-10G), a 37 °C. El producto de la digestion fue
separado y congelado a 0 °C para las pruebas posteriores.
Previamente, se comprobo la actividad enzimatica de las
enzimas participantes de la digestibilidad.

Ensayo de inhibicién in vitro de la difusién de la glucosa

El método fue adaptado de Khaleel et al. ™. Luego
del tratamiento de los polisacaridos en el modelo de
simulacion de la digestion gastrointestinal, se mezclaron
1 mL de las concentraciones de 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 25,0
y 50,0 mg/mL de polisacaridos con 2 mL de una solucion
de glucosa 0,22 M y cloruro de sodio 0,15 M, en tubos de
membrana de dialisis (1 kD). El tubo se sellé6 por ambos
lados y se colocod en un beaker con 45 mL de cloruro de
sodio 0,15 M, en un agitador orbital (150 RPM) a 25 °C y se
midié la concentracion de la glucosa con un kit de glucosa
oxidasa en 1, 3, 5, 24 y 27 horas.
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Ensayo de inhibicion in vitro de la enzima a-glucosidasa

La deteccion de la inhibicion del a-glucosidasa se realizo
mediante la técnica propuesta por Matsui et al. (®,
Una unidad de a-glucosidasa libera 1 pmol de D-glucosa
o p-nitrofenil (PNP) a partir de p-nitrofenil a-D-
glucopirandsido (PNP-G) (Sigma N1377-1G) por minuto
a pH 6,8 y 37 °C. La solucién enzimatica fue preparada
con 5,7 U de a-glucosidasa (Sigma G5003-100U) en
un volumen de 3,22 mL de agua desionizada fria. Para
realizar la reaccion se utilizaron tubos de 5 mL en el cual
se adiciona 35 pL de solucion enzimatica se mezcld con
los polisacaridos digeridos a varias concentraciones (25,
50, 75, 150, 250 y 500 mg/mL) y se mantuvo a 37 °C
por 5 minutos, en bafio maria para alcanzar el equilibrio.
La reaccion se inicio al agregar 930 uL de PNP-G (0,914
mM en 2500 pL de tampon fosfato salino 67 mM (NaCl
81 %, KCl 2 %, Na,PO, 15 %, KH,PO, 2 %) y toda la mezcla
fue incubada a 37 °C durante 15 minutos. Transcurrido
el tiempo de incubacién se adicion6 a cada tubo 1 mL
de solucion TRIS (0,5 M) para detener completamente la
reaccion, y se obtiene un color amarillo y un volumen
final 2 mL. Luego se mezclo por inversion y se realizo la
lectura en espectrofotometro UV-VIS a 400 nm.

Ensayo de inhibicién in vitro de la enzima a-amilasa

La deteccion de inhibicion de a amilasa se realizod
mediante la técnica propuesta por Tsujita et al. . Una
unidad de a-amilasa libera 1 mg de maltosa en 3 minutos a
pH 6,9 (20 °C). La solucion enzimatica fue preparada con
39,56 U (Sigma A3176-1MU) en 20 mL de agua desionizada
fria. Se llevo a ebullicion 125 pL de almidon 1 % en 20 mM
de buffer fosfato (NaCl 81 %, KCL 2 %, Na,PO, 15 %, KH,PO,
2 %) por 15 minutos. Luego se mezclo con 125 pL del
polisacarido digerido a varias concentraciones (10, 50,
100, 500 y 1000 pg/mL) a 20 °C por 5 minutos. Se agregd
125 pL de la solucion enzimatica y se incubd a 20 °C por 3
minutos. La reaccion fue detenida por adicion de 125 pL
de una solucion DNS (96 mM de acido 3,5-dinitrosalicilico
(Sigma D0550-10G)) y tartrato de sodio y potasio en NaOH
2M). Luego la muestra se llevd a un bano maria a 80 °C
por 15 minutos. Finalmente, la solucion fue enfriada a 0
°C por 5 minutos y se agregd 2 mL de agua desionizada,
con lo que se consigue un color anaranjado rojizo y un
volumen final de 2,5 mL, se mezcld por inversion y se
realizo la lectura de las absorbancias a 540 nm.

Calculos del porcentaje de inhibicion de las enzimas
a-glucosidasa y a-amilasa

El porcentaje de inhibicion para las enzimas fue expresado
mediante la siguiente ecuacion:

% Inhibicién = (1 - [(B - D) / (A - C]) x 100
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Donde B fue la absorbancia de la muestra, D la
absorbancia del blanco, A la absorbancia del control 1
(sin polisacarido) y C la absorbancia del control 2 (sin
polisacarido y sin solucién enzimatica). La Cl, se define
como la concentracion de a-glucosidasa o a-amilasa
requerida para inhibir el 50 % de la actividad de estas,
bajo las condiciones del ensayo.

Andlisis estadistico
Los ensayos se presentan como % Inhibicion + DS. Se

realizo la comparacion estadistica entre grupos mediante
el analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey para

el analisis post hoc con p<0,05, mediante el software
SPSS 21.

RESULTADOS
Ensayo de inhibicion in vitro de la difusién de la glucosa

En la tabla 1 se observa que los niveles de glucosa en
la solucion externa del tubo de membrana de dialisis
disminuyen gradualmente segin la concentracion de
polisacaridos digeridos presentes en la solucion. Se
obtuvo como Cl, el valor de 7,44 + 0,61 mg/mL.

Tabla 1. Efecto de los polisacaridos digeridos en la difusion de glucosa a través de una membrana de didlisis

Concentracion de glucosa en el tiempo (mg/mL - HORA)

m:;fm:lr.a) 1 3 24 27 Inhi(t:/iot):ién
Control 67,40 + 0,92 81,57 + 2,81 98,60+320 166,57 £374  170,7+217 -
0,5 56,20 + 2,61 68,00 + 4,75 83,47 +4,85 112,17 + 3,91 118,8 + 6,31 30,41
1,0 47,20 + 3,15 53,17 + 4,30 71,80 + 2,07 99,13 + 4,71 102,50 + 3,82 39,94
5,0 47,60 + 1,32 52,30 + 0,46 62,23 + 1,68 82,30 + 2,16 86,70 + 2,94 49,18
10,0 32,97 + 0,38 36,10 + 2,43 43,40 + 1,14 49,93 + 1,52 54,30 + 3,57 68,16
25,0 26,80 + 4,14 33,83 + 3,51 35,53 +2,18 42,37 + 1,40 47,40 + 2,46 72,24
50,0 11,37 £1,16 13,80 + 1,15 17,07 + 1,57 22,63 + 2,40 25,20 + 3,14 85,26

*IC50 = 7,44 + 0,61 mg/mL

Ensayo de inhibicion in vitro de la enzima a-glucosidasa
y a-amilasa

Los resultados de la evaluacion de la actividad inhibitoria
de las enzimas a-glucosidasa y a-amilasa se resumen en

la tabla 2 y 3, respectivamente. Los polisacaridos aislados
y tratados en la digestion gastrointestinal mostraron una
inhibicion dependiente de la concentracion de la enzima,
con un CI50 de 314,23 mg/mL para inhibir el a-glucosidasa
y de 113,59 mg/mL para inhibir el a-amilasa.

Tabla 2. Efecto de los polisacaridos digeridos en la inhibicién de la enzima a-glucosidasa

Muestra % Inhibicion de la
(mg/mL) enzima
25 4,83+0,75
50 10,65 £ 0,88
75 16,44 + 0,91
150 2517 +1,13
250 52,03 + 0,81
500 72,45+ 0,86

Cl,, (mg/mL) 314,23 £ 4,87
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Control % Inhibicién de

(GLUCOBAY, ug/mL) la enzima
10 2,07 £ 0,65

50 10,46 + 0,00

100 16,67 £ 12,59

500 30,80 + 16,63

1000 41,92 + 15,20

2000 59,58 + 17,65

Cl,, (ug/mL) 1178,24 + 18,45
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Tabla 3. Efecto de los polisacaridos digeridos en la inhibicion de la enzima a-amilasa

Muestra (mg/mL)

25
50
75
100
150
250

% Inhibicion de la enzima P

23,34+ 1,21
28,90 + 3,01
37,66 + 1,03
47,91+ 1,05
63,28 + 2,04
89,43 + 0,63

IC 50 = 113,59 * 3,10 mg/mL

DISCUSION

Diversos estudios relacionan la accion positiva de los
polisacaridos, mucilagos y gomas sobre la inhibicion de
la difusion de la glucosa e inhibicion de la a-glucosidasa
(20-26) | os mecanismos por los cuales las plantas pueden
disminuir la glucosa implican la viscosidad de diferentes
fibras o polisacaridos para obstaculizar la difusion de la
glucosa y el enlentecimiento de la absorcion y digestion
de hidratos de carbono. En este trabajo se utilizaron
polisacaridos de Nostoc sphaericum para investigar
el mecanismo de reduccion de la glucosa in vitro. Los
resultados muestran que disminuyen la difusion de la
glucosa; sin embargo, el modelo de difusion no puede
reflejar el movimiento real del intestino. Por otra parte,
el periodo del tiempo de estudio (27 horas) considerado
por el modelo de Khaleel et al. '”); no es consistente con
el momento de la absorcion de la glucosa en la mucosa
intestinal. Los resultados pueden justificarse por diversas
hipétesis. Una de ellas, es que los polisacaridos aumentan
la viscosidad y obstaculizan la difusion de glucosa; otra
es que disminuyen el transporte de glucosa a través de
la membrana. Aunque los mecanismos exactos por los
que el polisacarido ejerce su actividad hipoglucemiante
se desconocen. Sin embargo, su capacidad para retardar
la absorcion sin duda tiene una influencia importante en
el metabolismo de los hidratos de carbono. Al evaluar
la actividad inhibitoria de las enzimas, el polisacarido
aislado y tratado en el modelo de digestion parece
ser menos potente para inhibir a la a-glucosidasa en
comparacion de la acarbosa. Esto puede deberse a que
la enzima es mas sensible al farmaco purificado y que
el polisacarido tiene una posible accion de aglomeracion
para retardar la accion de la enzima.

En conclusion, el presente trabajo demuestra la
capacidad del polisacarido de Nostoc sphaericum para
inhibir la difusion de la glucosa, la a-amilasa intestinal
y a-glucosidasa al utilizar modelos in vitro. Por lo tanto,
los polisacaridos de Nostoc sphaericum representan un
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potencial suplemento de la dieta en pacientes diabéticos
tipo 2. Se requieren mas estudios para aclarar si los
efectos in vitro representan un potencial terapéutico a
nivel de ensayo clinico.

Los polisacaridos de Nostoc sphaericum tratados
mediante digestion gastrointestinal in vitro, mostraron
capacidad de inhibir las enzimas a-amilasa, a-glucosidasa
y la difusion de glucosa; motivo por el cual la especie
seria considerada promisoria para un posible tratamiento
coadyuvante de la diabetes tipo 2; sin embargo, se
requiere los estudios preclinicos in vivo y clinicos para
validar su uso medicinal.
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