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Resumen

Hoy en día la obesidad es uno de los más grandes problemas de salud a 
nivel mundial y, a pesar de ello, no existen muchas opciones farmacológicas 
para el tratamiento de la obesidad. La tetrahidrolipstatina, conocida comer-
cialmente como Orlistat, es el único fármaco inhibidor de lipasas aprobado 
por la Administración de Alimentos y Medicamentos (fda) para la terapia 
a largo plazo de la obesidad. Debido a lo anterior diversas investigaciones 
se han enfocado en el desarrollo de fármacos antiobesidad, a partir de in-
hibidores de lipasas digestivas obtenidos principalmente de fuentes natura-
les, esto se debe a que algunos metabolitos secundarios de plantas, tales 
como los compuestos fenólicos, tienen la capacidad de inhibir la actividad 
de la lipasa pancreática. Este trabajo busca evaluar la producción de enzimas 
y las propiedades bioactivas del fruto de la pingüica (Ehretia tinifolia) para 
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verificar su capacidad inhibitoria, enzimas lipasas. Para esto, se cuantificó 
la concentración de proteínas solubles y azúcares reductores en los extractos 
del fruto, se cuantificó la actividad enzimática (proteasa y lipasa) de los 
mismos, y con extractos etanólicos extrajeron compuestos fenólicos para 
realizar ensayos de inhibición de lipasa pancreática porcina. Se logró tener 
porcentajes de inhibición 16.06 ± 3.06 % y 26.6 ± 2.1 % en los estadios de 
madurez y senescencia respectivamente.

Palabras clave: inhibición, pingüica, lipasas, compuestos fenólicos.

Introducción

La obesidad es uno de los principales problemas de salud a nivel mundial, 
un trastorno metabólico es caracterizado por el exceso de grasa corporal, se 
considera uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo de en-
fermedades cardiovasculares, como diabetes, entre otras afecciones (Ceba-
llos-Macías et al., 2018). Para el tratamiento de la obesidad se recomiendan 
dietas nutritivas, actividad física, tratamientos farmacológicos y opciones 
quirúrgicas (Rodrigo-Cano et al., 2017).

Uno de los principales focos de atención en el desarrollo de tratamien-
tos farmacológicos para la obesidad son los inhibidores de lipasas digestivas 
(Liu et al., 2020), al inhibir la hidrólisis de los triacilglicéridos por las lipa-
sas se puede disminuir la cantidad de grasa absorbida en el intestino (Kumar 
y Chauhan, 2021; Lowe, 1997; Winkler et al., 1990).

La tetrahidrolipastaina es un inhibidor irreversible de la lipasa pancreá-
tica, derivado de la lipstatina producida por Streptomyces toxytricini. Inhibe 
entre el 46.6 % y 91.4 % de la actividad enzimática y es el único inhibidor 
de lipasas aprobado por la fda para el tratamiento a largo plazo de la obe-
sidad. Sin embargo, su uso puede causar efectos secundarios como esteato-
rrea, incontinencia fecal y deficiencia de vitaminas liposolubles (Carrière 
et al., 2001; Heck et al., 2000; Zhang et al., 2008). Por lo tanto, una de las 
crecientes estrategias para el descubrimiento de medicamentos antiobesidad 
es la búsqueda de potentes inhibidores de lipasas en diferentes extractos de 
plantas, debido a que existen una variedad de compuestos bioactivos pre-
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sentes en las plantas que han presentado potencial para el tratamiento de 
distintas enfermedades metabólicas, incluidas la obesidad (Buchholz y 
Melzig, 2015). Otro de los inhibidores utilizados comúnmente para el estu-
dio de la inhibición de enzimas lipolíticas es el paraoxón (inhibidor irrever-
sible de colinesterasas); sin embargo, este no se encuentra aprobado por 
ningún organismo regulatorio para el consumo humano debido a su alta 
toxicidad, a pesar de esto, muchos estudios lo han utilizado en modelos in 
vitro, para demostrar inhibición de enzimas lipolíticas.

Debido a lo anterior, esta investigación busca evaluar la producción 
de enzimas y las propiedades bioactivas del fruto de la pingüica (Ehretia 
tinifolia) en diferentes estadios de madurez, por métodos y técnicas bio-
químicas para su potencial uso como inhibidor de enzimas lipolíticas 
digestivas.

Metodología

Introducción a la metodología

Las diferentes metodologías utilizadas en el presente estudio se enfocan en la 
cuantificación de la actividad lipolítica y proteolítica de los frutillos de la E. 
tinifolia, así como la cuantificación de los azúcares reductores presente en 
diferentes etapas del desarrollo.

Diseño del estudio

Las metodologías empleadas en este estudio fueron de carácter cuantita-
tivo, ya que se calcularon los promedios, desviaciones estándar y el coe-
ficiente de variación de los datos obtenidos con una de coeficiente de 
variación menor al 5 %. Asimismo, todos los ensayos se realizaron por 
triplicado.
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Métodos utilizados

Obtención de extractos de E. tinifolia, cuantificación  
de proteínas y azúcares reductores

Los frutos de E. tinifolia fueron recolectados y clasificados en seis diferentes 
estadios de maduración: inmadurez, desarrollo, madurez, sobremadurez, 
ablandamiento y senescencia. Se realizaron extractos acuosos de estadios 
de maduración en relación 1:1 (frutillo: agua destilada) para posteriormen-
te realizar un macerado y centrifugar a 10 000 g durante 10 minutos a 4 °C, 
para así obtener el sobrenadante con actividad enzimática (extracto enzi-
mático). La concentración de proteínas se realizó según el método de Bra-
dford (1976). Se utilizó albumina sérica bovina (bsa) como estándar. Los 
azúcares se cuantificaron mediante el método de Miller (1959).

Cuantificación de actividad proteolítica

La actividad proteasa de las muestras se determinó a partir del método 
modificado de García-Carreño y Haard (1993). La actividad enzimática fue 
representada en unidades por mililitro (u/ml) y fue determinada por las 
siguientes ecuaciones:

Unidades de absorbancia = Am − Ab � (1)

Donde Am representa la absorbancia de la muestra, y Ab representa la 
absorbancia del blanco.

Actividad proteasa (u/ml) = Abs/min
ml

 � (2)

Donde Abs representa unidades de absorbancia, min representa el tiem-
po de la reacción en minutos y ml representa el volumen total de la reacción 
en mililitros.
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Cuantificación de actividad lipolítica y zimogramas  
de actividad

Para la cuantificación de actividad lipasa se utilizó 4-nitrofenil laurato en 
terbutanol (10 mM) como sustrato, y se registró la absorbancia mediante 
cinética de 15 minutos, obteniendo lecturas cada 30 s, a una temperatura 
controlada de 30 °C y a una longitud de onda de 410 nm. La actividad li
pasa se expresó en unidades por mililitros (u/ml). El perfil de proteínas 
de las muestras se realizó a partir del protocolo de Laemmli (1970). Se 
realizó en un gel de poliacrilamida sds-page al 12 %. La separación de pro-
teínas se realizó a 15 mA y a una temperatura de 4 °C. Posteriormente, el 
gel se lavó con agua ultrapura y se incubó en 50 ml de buffer Na2HPO4/
NaH2PO4 (50 mM, pH 5.8) y 0.5 ml de tritón x-100 durante 30 min con 
agitación suave. A continuación, se incubó en 50 ml de buffer Na2HPO4/
NaH2PO4 (50 mM, pH 5.8) y 0.5 ml de 4-metilumbeliferil butirato (100 µM) 
en dmso durante 10 min, con agitación suave y protegido de la luz; poste-
riormente se observaron las bandas con actividad lipolítica por fluorescen-
cia bajo luz uv.

Obtención de extractos etanólicos del fruto de E. tinifolia

La extracción etanólica de compuestos fenólicos de E. tinifolia se realizó 
como se describe a continuación. Se pesaron 10 g del fruto y maceraron 
para posteriormente ser mezclados con 50 ml de etanol 96 %. La mezcla se 
almaceno a 4 °C durante 12 h y protegida de la luz, posterior a esto, se cen-
trifugó a 10 000 g durante 10 minutos, se recuperó la fase liquida, la cual fue 
colocada en un rotavapor, para eliminar el etanol. Los compuestos obtenidos 
sin alcohol liofilizaron y almacenaron a 20 °C hasta posterior uso.

Inhibición de la lipasa pancreática porcina

Para analizar el efecto inhibitorio se incubó una solución de lipasa pancreá-
tica porcina (8.8 mg/ml) con exceso de colipasa, se utilizó el liofilizado de 
compuestos fenólicos disueltos en dimetil sulfoxido (dmso; 1 mg/ml) en 
presencia del inhibidor paraoxón (1.376 mg/ml). La mezcla de lipasa pan-
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creática porcina y moléculas inhibitorias se incubaron durante 1 h a tem-
peratura ambiente (25 °C), posteriormente, se cuantificó la actividad lipasa 
de acuerdo a la metodología de cuantificación de actividad lipasa con el 
método descrito por Mateos-Díaz et al. (2012). El porcentaje de inhibición 
fue determinada por la siguiente ecuación:

% de inhibición = (Alc) − (Alm − Alc)
Alc

 ∙ 100 � (3)

Donde Alc representa la actividad lipasa del control y Alm, la actividad 
lipasa de la muestra. Los resultados fueron presentados el porcentaje de 
actividad relativa.

Resultados y discusión

Cuantificación de proteína y azúcares reductores

Se observa un bajo contenido proteico y un aumento de la concentración 
de azúcares reductores a medida que el frutillo madura. Estos hallazgos 
son consistentes con lo reportado por Pío-León et al. (2012), quienes seña-
lan que los frutos de E. tinifolia tienen un contenido de proteína del 16.5 % 
y un 65 % de carbohidratos en base seca figura 5.1a. Alqarni y Bazzi (2019) 
analizaron el aumento de proteína soluble, azúcares, actividades enzimáticas 
y polifenoles durante la maduración de los frutos de dátiles de la especie 
Phoenix dactylifera L. (variedad Hilwa). Los resultados presentados para la 
cantidad de proteína soluble muestran un comportamiento similar a los 
obtenidos en este trabajo para el fruto de E. tinifolia. Se reporta una baja 
cantidad de proteína durante los primeros estadios de maduración del fru-
to, alcanzan su máximo en la senescencia del fruto y disminuyen tras la 
madurez. En cuanto a los azúcares reductores, se evidencia un aumento 
progresivo durante la maduración, mostrando una disminución en el esta-
dio de ablandamiento, comportamiento que coincide con los resultados del 
fruto de E. tinifolia.

En la figura 5.1b se muestra la actividad proteolítica en los extractos 
analizados, destacando que el estado de senescencia presentó la mayor ac-
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tividad proteolítica junto con una baja concentración de proteínas. Este 
comportamiento se explica porque la degradación de proteínas durante la 
maduración de un fruto requiere la síntesis de enzimas hidrolíticas como 
las proteasas (Martínez-González et al., 2017).

Figura 5.1. Análisis de extractos enzimáticos de Ehretia tinifolia

Notas: A = relación entre la concentración de proteínas y azúcares reductores en los distintos estadios del 
fruto de Ehretia tinifolia; B = relación entre la concentración de proteínas y actividad proteasa en los 
distintos estadios; C = relación entre la concentración de proteínas y actividad lipasa en los distin-
tos estadios de frutillos de Ehretia tinifolia; D = zimograma de actividad lipasa; (1) inmadurez 
(4.65 µg); (2) desarrollo (3.95 µg); (3) madurez (3.49 µg); (4) sobremadurez (3.44 µg); (5) ablanda-
miento (7.74 µg); (6) senescencia (2.83).

Fuente: elaboración propia.
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Actividad lipasa y zimogramas

En la figura 5.1c se muestra la relación entre concentración de proteínas y 
actividad lipasa durante los estadios de madurez del fruto. Los resultados 
se comparan con el estudio de Henderson y Osborne (1991), quienes ana-
lizaron la actividad lipasa en Elaeis guineensis utilizando como sustrato gli-
cerol tri[1-14C]oleato. En ambos estudios, se observa un aumento de la 
actividad lipasa al inicio de la madurez, que continúa aumentando a medi-
da que el fruto madura. De igual manera, se menciona que este aumento 
puede estar correlacionado con la síntesis de carotenoides. Mientras que en 
la figura 5.1d se observa una banda de actividad lipolítica en el carril 3, lo 
cual coincide con los resultados obtenidos en el ensayo in vitro, sin embar-
go, el carril 6 que corresponde al estadio de senescencia no presenta ningún 
resultado visible en el zimograma, al ser el estadio que mayor actividad li-
pasa tuvo en los ensayos in vitro.

Inhibición de enzimas lipasas

Figura 5.2. Efecto de inhibición de los diferentes estadios del fruto de Ehretia tinifolia  
y del dietil 4-nitrofenil fosfato sobre la lipasa pancreática porcina
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Nota: se utilizó 4-nitrofenil laurato como sustrato.
Fuente: Elaboración propia.



	 E VA L U A C I Ó N  D E  L A  A C T I V I D A D  E N Z I M ÁT I C A  D U R A N T E  L A  M A D U R E Z  D E L  F R U T O  D E  P I N G Ü I C A � 91

La figura 5.2 muestra que únicamente el estadio de madurez y el de senes-
cencia del fruto E. tinifolia presentaron una inhibición significante sobre la 
lipasa pancreática porcina. Este efecto pudiera atribuirse a la presencia áci-
do rosmarínico (IC50: 347.5 µM) (Buchholz y Melzig, 2015; Sergent et al., 
2012) y al posible aumento de compuestos antioxidantes en el estadio de 
senescencia del fruto (Martínez-González et al., 2017). En el estudio de Dzib 
Guerra (2015), E. tinifolia mostró una capacidad de inhibición de la lipasa 
pancreática de 41 ± 1.8 %, 35 ± 0.8 %, 12 ± 0.4 % para los extractos fenólicos 
extraídos con etanol (0.25 mg/ml) de hojas, tallos y raíces respectivamente.

Conclusiones

Durante la senescencia de los frutos se presenta una disminución en pro-
teínas solubles, aumenta la cantidad de azúcares reductores y de igual ma-
nera, hay un aumento de actividad de proteasas y lipasas. Los extractos 
fenólicos del fruto de E. tinifolia de los estadios de madurez y senescencia 
inhibieron en un 16.06 ± 3.06 % y 26.6 ± 2.1 % la actividad de la lipasa pan-
creática porcina, respectivamente. Esto sugiere que los extractos del frutillo 
de E. tinifolia tienen la capacidad de inhibir la lipasa pancreática porcina. 
Mas ensayos son necesarios para conocer si estos también pueden tener un 
efecto significativo sobre las enzimas lipolíticas humanas.
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