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Resumen

La presente investigacion aborda la determinacion del potencial antidiabesidad de extractos vegetales
obtenidos de 30 especies utilizadas en la medicina tradicional, mediante ensayos de tamizaje in vitro
de todos los extractos para la seleccion de los mas promisorios para continuar la caracterizacion
farmacologica y quimica mediante estudios in vivo en modelos de Drosophila melanogaster y un
perfilado metabdlico por HPLC-HRMS. Este trabajo se desarrolld con el objetivo de identificar y
caracterizar compuestos bioactivos que puedan contribuir al desarrollo de alternativas terapéuticas
para la diabetes tipo Il y la diabesidad, condiciones que constituyen una preocupacion creciente en la
salud publica global debido a su alta prevalencia y carga socioeconémica.

En el primer frente de trabajo, se evalud la capacidad de los extractos vegetales para inhibir tres
enzimas clave: a-glucosidasa, a-amilasa y lipasa pancredtica. Estas enzimas desempefian un papel
crucial en la fisiopatologia de la diabetes y la obesidad al mediar la digestion de carbohidratos y
lipidos, asi como en el incremento de los niveles de glucosa y triglicéridos en sangre. Los ensayos in
vitro permitieron determinar el potencial inhibitorio de cada extracto, identificando aquellos con
mayor potencial para disminuir la actividad enzimatica.

Posteriormente, los estudios in vivo se llevaron a cabo en un modelo de diabesidad en Drosophila
melanogaster. Este organismo, ampliamente utilizado en investigaciones biomédicas debido a su
homologia genética con humanos y su capacidad para simular procesos metabdlicos complejos,
permitié evaluar el potencial farmacoldgico de los extractos seleccionados en un sistema vivo. Los
ensayos incluyeron el monitoreo de la actividad locomotora y cuantificacion de lipidos y proteinas.
Los resultados evidenciaron diferencias significativas entre los grupos experimentales, destacandose
la capacidad de ciertos extractos para revertir o mitigar alteraciones metabdlicas inducidas por una
dieta rica en glucosa. Este enfoque proporciona evidencia preliminar de la eficacia y seguridad de los
compuestos bioactivos, complementando los hallazgos derivados de los estudios in vitro.

Como parte del tercer eje de investigacion, se realizd un perfilado metabolico del extracto mas
promisorio utilizando técnicas de cromatografia liquida de alta resolucion acoplado a espectrometria
de masas (LC-MS/MS). Este analisis permitiéo la anotacion preliminar de algunos metabolitos
secundarios presentes en el extracto mas activo. Los aportes del presente estudio estan determinados
por la generacion de nuevo conocimiento, ampliando y validando conocimiento etnobotanico con la
validacion de ensayos in vitro e in vivo, e incluso robustecer la caracterizacion fitoquimica de las
especies estudiadas, validado su uso tradicional y contribuyendo a la revalorizacion del conocimiento
etnofarmacologico. Por otro lado, los resultados resaltan la importancia de los productos naturales
como fuente de compuestos potencialmente bioactivos o matrices multicomponente relevantes en la
fitoterapéutica, en particular las especies estudiadas con un enfoque en enfermedades metabolicas. La
validacion de la actividad de los extractos vegetales y la identificacion tentativa de metabolitos
resultan necesarios para el desarrollo de sustancias bioactivas de origen natural que puedan ser
accesibles y efectivos en el manejo de la diabetes tipo 11 y la diabesidad. Ademas, fortalece el puente
entre la ciencia basica y la medicina aplicada, respondiendo desde la investigacion temprana a la
necesidad urgente de alternativas terapéuticas frente a enfermedades cronicas de alta prevalencia. El
presente trabajo también revalora la practica tradicional sin dejar de lado el papel latente de la
biodiversidad Colombiana en la bisqueda de soluciones que respondan a las necesidades sanitarias a
nivel mundial.
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1. Introduccion

En las ultimas décadas se ha evidenciado un incremento masivo de los casos de diabetes a nivel
mundial lo que ha llevado a que esta enfermedad sea considerada una "pandemia". Actualmente, se
estima que 425 millones de adultos (entre 20 y 79 afios) viven con diabetes, cifra que se prevé alcance
los 629 millones para el afio 2045. En 2009, la diabetes fue la causa directa de 1,5 millones de
muertes, y se estima que este nimero aumentara a 2,2 millones para el afio 2040. En las Américas, la
situacion no es menos preocupante, por ejemplo, de acuerdo con los reportes del Atlas de Diabetes
(novena edicion) se calcula que hoy en dia cerca de 62 millones de personas viven con diabetes tipo 2,
cifra que se ha triplicado desde 1980 y se espera que llegue a 109 millones para el afio 2040. Ademas,
diferentes estudios indican que la prevalencia de la enfermedad ha aumentado con mayor rapidez en
los paises de ingresos bajos y medianos que en los de ingresos altos (OMS, 2022).

En Colombia la diabetes tipo 2 se ha descontrolado en la ultima década asemejandose a una epidemia.
De hecho, la Federacién Colombiana de Diabetes (FCD) estima que mas de 5 millones de personas
viven con diabetes actualmente, de los cuales mas del 90% son de tipo 2. Ademas, cada afio se
diagnostican alrededor de 400.000 nuevos casos, siendo la tercera causa de muerte en el pais. La
diabetes tipo 2 es mas comun en adultos mayores, con un promedio de edad al diagnéstico de 57 afos.
Sin embargo, la prevalencia de la enfermedad ha venido aumentando en poblaciones mas jovenes, y
hoy en dia se estima que alrededor del 10% de los nuevos casos corresponden a personas menores de
40 afios. Y como si esto no fuera suficientemente preocupante, la diabetes tipo 2 es un factor de riesgo
para otras enfermedades graves, como las enfermedades cardiovasculares y renales (Federacion
Colombiana de diabetes, 2020). Por lo cual, es importante tomar medidas para prevenir y controlar la
diabetes, ya que es una enfermedad que puede tener graves consecuencias para la salud publica local y
mundial.

En la actualidad, los medicamentos utilizados en el tratamiento de la diabetes tipo 2 conllevan efectos
secundarios no deseados, como la hipoglucemia, el aumento de peso y problemas gastrointestinales.
Ademas, muchos de estos medicamentos, como la Metformina, presentan interacciones con otros
farmacos, lo que puede exacerbar estos efectos secundarios (Alaya, 2020). Por otro lado, farmacos
como la acarbosa muestran falta de eficacia en pacientes con insuficiencia renal, y su disponibilidad
se ve limitada por factores econdmicos y geograficos (Antonanzas, 2017). Pese a los constantes
avances en el tratamiento de esta enfermedad, ain existe una brecha terapéutica significativa, lo que
refuerza la importancia de emprender investigaciones enfocadas a la busqueda de nuevos agentes
terapéuticos mas efectivos y seguros que permitan mejorar la calidad de vida de los pacientes.

Por otro lado, la relevancia de desarrollar nuevas alternativas terapéuticas derivadas de productos
naturales para el tratamiento de la diabetes tipo 2 radica en la posibilidad de reducir posibles efectos
secundarios y ofrecer un perfil de seguridad mas favorable. Asi como, facilitar el acceso a
tratamientos mediante opciones econémicamente mas viables es especialmente relevante en paises
como Colombia, donde una parte significativa de la poblacion carece de acceso adecuado a servicios
médicos. Ademas, los tratamientos convencionales suelen ser de alto costo y de dificil alcance, lo que
agrava la problematica de atencion en salud. En este contexto, los productos naturales (PNs), en
particular los extractos vegetales, representan una opcion prometedora para el control de la diabetes
ofreciendo diferentes ventajas como una mayor disponibilidad, propiedades multidiana y un menor
riesgo de efectos adversos. Asimismo, el uso de especies medicinales, profundamente arraigado en la
cultura y tradicion, facilita su obtencion y cultivo, lo que podria, a su vez, impulsar la economia local
y fortalecer el vinculo entre la medicina tradicional y las necesidades actuales de salud.

Historicamente los productos naturales han desempefado un papel crucial en la obtencion de nuevos
farmacos constituyendo una fuente importante de nuevas entidades quimicas para la farmacologia y
terapéutica (Cragg, 2007). Dicha importancia se encuentra estrechamente relacionada con su funcion



bioldgica, ya que han sido biosintetizados, degradados y transformados por sistemas enzimaticos, lo
que les confiere una interaccion privilegiada con las biomoléculas diana (Newman, 2020). Ademas
considerando su naturaleza multitarget podrian presentar un mejor perfil terapéutico para
enfermedades complejas como es el caso de la diabetes.

Colombia, con una de las mayores floras del planeta, alberga un enorme potencial para la
investigacion etnobotanica. Se estima que el pais posee alrededor de 50.000 especies de plantas, de las
cuales cerca de 5.000 tienen usos medicinales documentados (Instituto Alexander von Humboldt,
2003). Los conocimientos ancestrales de las comunidades indigenas y afrodescendientes sobre las
propiedades curativas de las plantas son un tesoro invaluable para la investigacion etnobotanica. Estas
comunidades, a través de la observacion y la experiencia acumulada durante generaciones, han
desarrollado un profundo conocimiento sobre la flora local y sus aplicaciones medicinales. En este
contexto, la etnobotanica es una herramienta fundamental para identificar especies vegetales con
potencial antidiabético. Por ende, el estudio y corroboracion de las practicas medicinales ancestrales
es una pieza clave en la identificacion de especies que pueden ser empleadas en el tratamiento de la
diabetes tipo 2 o enfermedades cronicas relacionadas (Heinrich, 2018). Un ejemplo de esto es el
trabajo titulado “Estudio etnobotanico y bibliografico de las plantas comercializadas en plazas de
mercado de Cali — Colombia para tratar la Diabetes Mellitus” en el cual se estudiaron alrededor de 15
plantas con usos etnofarmacologicos relacionados a esta enfermedad, entre ellas Justicia secunda,
Marrubium vulgare y Momordica charantia. La especie J. secunda demostrd un alto porcentaje de
inhibicion en las enzimas de a-glucosidasa y a-lipasa pancreética (> 80%), lo cual respalda el valor de
los productos naturales para el tratamiento de la diabetes (Nazzaro, 2023).

Considerando que un alto porcentaje de las especies empleadas en la medicina folclorica de nuestro
pais no tienen estudios in vivo y/o in vitro que confirmen su potencial, resulta crucial llevar a cabo
investigaciones que abarquen estudios farmacoldgicos con el fin de corroborar las propiedades
antidiabesidad de estas. Asi como indagar los posibles mecanismos de accion y los posibles
metabolitos secundarios responsables de la actividad farmacolégica. En este contexto, este proyecto
buscod determinar el potencial de diferentes plantas reconocidas por sus usos etnobotanicos para el
tratamiento de la diabetes tipo 2 y la diabesidad, mediante estudios de actividad bioldgica in vitro en
modelos enzimaticos; asi como estudios farmacologicos preliminares in vivo usando modelos de
diabetes en Drosophila melanogaster y analisis metabodlicos de los extractos mas promisorios.

2. Marco teorico

2.1. Generalidades de la diabetes tipo 11

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) constituye una condicion clinica debilitante, degenerativa y
multifacética de alta prevalencia a nivel mundial. La diabetes mellitus (DM) es un grupo de
alteraciones metabdlicas que se caracteriza por hiperglucemia cronica, debida a un defecto en la
secrecion de la insulina, a un defecto en la accidn de ésta, o a ambas. Los factores determinantes de la
enfermedad son variados e interactuan entre si, influyen factores como, el estilo de vida del paciente,
el entorno fisico y sociocultural, asi como la genética y epigenética (Garcia, 2020). La DM
historicamente se ha dividido en DM1 y DM2, ambas con diferencias fundamentales en sus
mecanismos causales, siendo la DM1 una enfermedad principalmente autoinmune central donde se
destruyen selectivamente las células beta pancreaticas productoras de insulina generando un cese en
su produccion. Por otra parte, en la DM2 hay dos mecanismos patologicos fundamentales, la
resistencia a la insulina, asi como la posterior y progresiva disfuncion de la célula beta, en los cuales
interactan multiples vias de sefializacion de diferentes 6rganos (Alvarez-Rendon, 2018).

La resistencia a la insulina es una condicion en la que las células no responden adecuadamente a esta
hormona, lo que dificulta la absorcion de glucosa por parte del tejido muscular y adiposo. Esta
condicion puede deberse a mutaciones o modificaciones en el receptor de insulina, el sustrato del



receptor u otras moléculas en la via de sefalizacion (Rodelo, 2015). Cuando la insulina se une al
receptor, desencadena una serie de cambios conformacionales que activan cascadas de sefializacion
intracelular, como la via de la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K)/Akt, responsable de acciones
metabodlicas, y la via de las cinasas activadas por mitdgeno/Ras (MAPK/Ras), que regula la expresion
genética y los efectos mitogénicos (Shulman, 2016).

La sefializacion hepatica de insulina influye en la actividad gluconeogénica del higado,
principalmente a través de la inhibicion de la lipdlisis en el tejido adiposo. En el musculo esquelético,
la insulina activa Akt2, promoviendo el transporte de glucosa a la membrana celular y la sintesis de
glicogeno. Mecanismos independientes de la glucosa, como la contraccion muscular, también pueden
promover la captacion de glucosa, activando proteinas que regulan la translocacion de la proteina
transportadora de glucosa 4 (GLUT4) Las causas comunes de resistencia a la insulina incluyen
disminucién en el nimero y actividad del receptor de insulina, aumento de la fosforilacion de residuos
serina/treonina en el receptor, y defectos en la expresion y funcion de GLUT-4. El estrés del reticulo y
la disfuncion mitocondrial también se han asociado con la resistencia (Shulman, 2016). En personas
obesas, el tejido adiposo libera adipocinas como TNF-a, IL-6 y resistina, que contribuyen a la
patologia. Estas sustancias también estimulan la lip6lisis, aumentando la liberacion de acidos grasos
libres, que pueden inducir lipotoxicidad en el musculo y el higado, interfiriendo con la sefializacion de
la insulina (Perez, 2024).

La presentacion clinica de la enfermedad incluye una serie de sintomas caracteristicos como poliuria,
polidipsia, polifagia, alteracion repentina del peso, cansancio extremo, falta de concentracion, vomitos
y dolor de estdomago, cosquilleo o adormecimiento de manos y pies, vision borrosa, infecciones
frecuentes y dificultad para curar heridas. Sin embargo, se reporta que en bastantes ocasiones es una
enfermedad asintomatica en sus primeras fases por esto la importancia la realizacion de examenes de
sangre constantes (Farmacéutica CIM del COFBIi, 2024).

Globalmente, seglin las estadisticas de la Federacion Internacional de Diabetes (FID) para el afio 2019
se habian reportado cerca de 340 a 536 millones de personas con DM, sin embargo se prevé que estas
cifras hayan superado los 600 millones de casos para el presente afio. Por tanto, segiin estimados, la
prevalencia mundial de la DM, que fue de 2,8 % en el afio 2000, aumentara a 10,4 % en el 2040. El
numero de personas con diabetes mellitus a nivel mundial se ha cuadruplicado en las ultimas tres
décadas y la diabetes mellitus es la novena causa principal de muerte (OMS, 2021). Ademas, segun el
Atlas de la Federacion Internacional de Diabetes Mellitus se prevé que para el afio 2035, 592 millones
de personas estan afectadas por algin tipo de diabetes (Figura 1). Para América Latina y el Caribe se
pronostica un incremento del 60 % de individuos afectados para el afio 2035. Tal como se observa en
la figura 1, los casos de DM han crecido de forma exponencial, lo cual también se ha asociado a un
incremento en las tasas de enfermedades cardiovasculares, dislipidemias, enfermedades renales entre
otras (IDF Diabetes Atlas10th edition, 2021). Ademas, cabe sefialar que el gasto total en salud
relacionado con la diabetes para el 2021 fue de cerca de 6 millones de dolares y se proyecta que
alcance los 18 millones de dodlares en el 2045, por lo tanto es considerada una enfermedad de alto
costo.
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Figura 1. Mapa porcentaje de incremento de nuevos casos en el mundo. Tomado de IDF
Diabetes Atlas 10th edition

Por su parte en Colombia, en el afio 2021 se reportaron 3 millones de personas con la enfermedad y se
espera que esta cifra alcance los 5 millones de casos para el afio 2045, lo que implicaria un aumento de
la prevalencia del 9,9%. También se evidencia que del 12% al 14% de los casos reporta una
enfermedad secundaria de nefropatia, arteriopatia coronaria, neuropatia entre otras (IDF Diabetes
Atlas 10 the edition, 2021).

2.2 Fisiopatologia

En relacion con la fisiopatologia de la enfermedad, cuando hay un desajuste en los circuitos de
retroalimentacion entre la accion y la secrecion de insulina, se pueden observar niveles anormalmente
elevados de glucosa en sangre. Cuando las células beta pancreaticas funcionan incorrectamente, la
produccion de insulina se ve reducida, lo que limita la capacidad del organismo para regular los
niveles normales de glucosa en sangre. Por otro lado, la resistencia a la insulina contribuye a un
aumento en la produccion de glucosa por el higado y a una disminucion en la captacion de glucosa
tanto por parte del misculo como del higado y del tejido adiposo (Stumvoll, 2020). Aunque ambos
procesos ocurren en las etapas tempranas de la enfermedad y contribuyen a su desarrollo, la
disfuncion de las células beta suele ser mas significativa que la resistencia a la insulina. Sin embargo,
cuando ambos factores estan presentes, tanto la disfuncion de las células beta como la resistencia a la
insulina, la hiperglucemia se ve exacerbada, lo que conduce a la progresion de la diabetes tipo I1.

Las células beta pancreaticas son responsables de producir insulina, que se almacena en granulos y se
libera en respuesta a altos niveles de glucosa en sangre. La glucosa es absorbida por las células beta a
través del transportador GLUT2, lo que desencadena una seriec de eventos que culminan en la
exocitosis de insulina. Ademas de la glucosa, otros factores como aminoacidos, acidos grasos y
hormonas también pueden inducir la liberacion de insulina. La sefializacion de calcio juega un papel
crucial en este proceso, amplificando la sefial que desencadena la exocitosis. Se ha observado que el
AMPc y el ATP extracelular también contribuyen a regular la funcion de las células beta y la
liberacion de insulina, a través de la movilizacion de vesiculas secretoras y la activacion de receptores
purinérgicos respectivamente (Cerf, 2013).

La disfuncion de las células beta en la DM2 es el resultado de una interaccién compleja entre factores
exogenos, diversas vias moleculares y la concomitancia con otras patologias de base. Por ejemplo, en

o

68%

+ increase

Y Jf



personas con obesidad la hiperglucemia e hiperlipidemia favorecen la resistencia a la insulina y la
inflamacion cronica. Estas condiciones ejercen presion sobre las células beta, induciendo estrés en el
reticulo endoplasmico a través de la via de la proteina desplegada (Manrique, 2016). El exceso de
acidos grasos libres y la hiperglucemia desencadenan este estrés en el reticulo endoplasmatico,
contribuyendo a la disfuncion de las células beta. Ademas, la acumulacién de proinsulina mal plegada
y polipéptidos amiloides de los islotes debido a niveles elevados de glucosa aumenta la produccion de
especies reactivas de oxigeno, promoviendo sefales proapoptodticas y la inflamacion local de los
islotes (Christensen, 2019). Dicha disfuncién celular afecta la liberacion de insulina y glucagon, lo
que conduce a la exacerbacién de la hiperglucemia. Los defectos en la sintesis de insulina y la
alteracion en los mecanismos de secrecion contribuyen a la insuficiencia de las células beta y son
fundamentales en el desarrollo de esta patologia (Fernandez, 2021).

2.3 Blancos moleculares

En el desarrollo de agentes terapéuticos para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo II, la
identificacion y comprension de blancos moleculares resulta esencial para disefar estrategias que
aborden los mecanismos subyacentes de esta enfermedad metabdlica. Entre los principales blancos
moleculares involucrados destacan la a-glucosidasa, la a-amilasa y la lipasa pancreatica, enzimas que
desempefian roles fundamentales en la digestion y absorcion de carbohidratos y lipidos,
contribuyendo de manera directa al control de los niveles de glucosa y lipidos en sangre. La inhibicion
selectiva de estas enzimas ha demostrado ser una estrategia efectiva para retrasar la absorcion de
carbohidratos y reducir la carga glucémica posprandial, lo que convierte a estos objetivos en pilares
fundamentales en el disefio de nuevas terapias. A continuacién, se analizaran sus funciones
especificas y su importancia como dianas terapéuticas en el manejo integral de esta patologia cronica.

2.3.1. Enzima a-glucosidasa

Las glucdsido hidrolasas, también conocidas como glucosidasas, son enzimas que facilitan la ruptura
de enlaces glucosidicos, generando glicidos mas simples. Son enzimas ampliamente distribuidas en la
naturaleza y desempefian diversas funciones vitales, incluida los mecanismos de patogénesis en la
DM2 y la regulacion celular normal. Adicionalmente, la a-glucosidasa participa en un sistema de
control de calidad de glicoproteinas presente en el reticulo endoplasmatico, en donde los glicopéptidos
mal plegados son transportados al compartimento citoplasmatico y degradados por el proteosoma
(Cerf, 2013).

En humanos, existen dos isoformas de a-Glucosidasa, codificadas por el gen GAA en el cromosoma
17925. Estas enzimas hidrolizan enlaces o-1,4 y a-1,6 de oligosacaridos y disacaridos, liberando
unidades de a-D-glucosa. La isoforma EC 3.2.1.3 se encuentra en todas las células, participando en
funciones catabolicas como la biosintesis de glicoconjugados en lisosomas. Por otro lado, la isoforma
EC 3.2.1.20 esta presente en las vellosidades del intestino delgado y tiene funciones anabolicas, como
la degradacion final de carbohidratos durante la digestion, siendo una de las enzimas responsables de
la degradacion completa del almidon (Lysek, 2016). También se clasifican con el numero EC 3.2.1
como enzimas que catalizan la hidrélisis de glucosidos O o S.

Las glucosidasas pueden catalizar la hidrdlisis de enlaces glucosidicos mediante dos mecanismos:
retencion e inversion, como se observa en la figura 2. En ambos mecanismos participan residuos
cataliticos acidos, como Asp o Glu. En el mecanismo de inversion, la hidrdlisis ocurre en una sola
etapa, donde el carbono anomérico del azicar liberado puede retener o invertir su configuracion con
respecto al sustrato. Por otro lado, en el mecanismo de retencion, la hidrolisis ocurre en dos etapas,
con la formacién de un ion oxocarbenio en cada una, donde un residuo actia como nucledfilo y el otro
como catalizador acido/base (Nakamura, 2021)
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Figura 2. Mecanismo de hidrolisis de a-glucosidasa. Tomado de Davies and Henrissat 2015

El principal efecto de los inhibidores de las enzimas a-glucosidasas se basa en el retraso de la
digestion de carbohidratos resultando en una disminucion de la hiperglucemia postprandial. Su
mecanismo se basa en la inhibicién competitiva de las enzimas a-glucosidasas intestinales ubicadas en
el borde del cepillo de los enterocitos, por lo que impiden que estas enzimas escindan sus substratos
(oligosacaridos y disacaridos) en monosacaridos para su posterior absorcion (Gong, 2016).

2.3.2. Enzima a-amilasa

Durante el catabolismo de los azicares los carbohidratos complejos deben descomponerse en
monosacaridos para ser absorbidos. En este proceso estan involucradas varias enzimas, como las
o-amilasas presentes en la saliva y en los jugos pancreaticos; las cuales hidrolizan los carbohidratos
complejos en oligosacaridos. Asi como otras enzimas localizadas en el borde en cepillo del intestino
delgado, que convierten los oligosacaridos en monosacaridos, para que puedan atravesar la pared
intestinal y pasar al torrente sanguineo (Fox, 2018).

La o-amilasa es responsable de la mayor parte de la hidrolisis que sufren los carbohidratos mediante
la ruptura de enlaces glucosidicos de las cadenas de los polisacaridos, liberando unidades de
oligosacaridos, disacaridos y monosacaridos como se muestra en la figura 3. Las amilasas también
pueden hidrolizar las uniones glucosidicas internas de los polisacaridos (endo-amilasas) y las que se
encuentran en las extremidades de las cadenas (exo-amilasas). Siendo las terminales mas faciles de
degradar para las amilasas que las interiores (Payan, 2014).
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La inhibicion de la enzima alfa-amilasa en el tratamiento de la diabetes tipo 2 se basa en su papel en la
digestion de los carbohidratos. En pacientes con diabetes tipo 2, la respuesta glucémica posprandial
puede ser exagerada debido a una absorcion rapida de glucosa. Los inhibidores de la alfa-amilasa
actian bloqueando la actividad de esta enzima, lo que ralentiza la descomposicion de los
carbohidratos y, por lo tanto, la liberacion de glucosa en el torrente sanguineo. Como resultado, se
reduce el aumento rapido de los niveles de glucosa en sangre después de las comidas, lo que ayuda a
mantener los niveles de glucosa en un rango mas saludable (Rodelo, 2015).

2.3.3. Enzima lipasa pancreatica

Las enzimas lipoliticas, tienen como funcion principal catalizar la hidrolisis de los triglicéridos,
liberando monoglicéridos y diglicéridos (Figura 4). Estas tienen una estereoespecificidad, que se
refiere a la capacidad de distinguir e hidrolizar de forma especifica cada una de las uniones éster del
acido graso con el glicerol (Sastre, 2024). La lipasa pancreatica es una enzima secretada por el
pancreas exocrino cuya funcion principal es la hidrdlisis de triglicéridos en el intestino delgado,
transformandolos en acidos grasos libres y monoglicéridos para facilitar su absorcion. Esta enzima
desempefia un papel crucial en el metabolismo de las grasas, ya que regula la cantidad de lipidos
disponibles para ser almacenados o utilizados como fuente de energia (Neu, 2022.) . En el contexto de
la diabetes tipo II y la obesidad, la lipasa pancreatica adquiere relevancia como blanco terapéutico,
dado que su inhibicion puede reducir la digestion y absorcion de grasas dietéticas, 1o que contribuye a
una disminucion del peso corporal y a una mejora en los perfiles metabolicos asociados a estas
patologias. Ademas, la modulacién de esta enzima ayuda a controlar la resistencia a la insulina y la
inflamaciéon cronica, factores clave en el desarrollo y progresion de la diabetes tipo II y sus
complicaciones (Cotten, 2020). Por tanto, el estudio de la lipasa pancreatica y su regulacion
representa una estrategia prometedora para el disefio de intervenciones terapéuticas dirigidas a estas
condiciones metabolicas.
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Para que la lipasa sea plenamente activa requiere de la denominada activacion de interfase con la
colipasa, formando un complejo de anclaje en la interfase hidrofobica/hidrofilica, en presencia de
sales biliares. La colipasa es una glucoproteina hidrofoba formada a partir de la procolipasa de la
secrecion pancreatica por accion de la tripsina (Sastre, 2024). Estructuralmente las lipasas presentan
un dominio canodnico compuesto por ocho cadenas f que forman una hoja B, estas cadenas estan
conectadas por hélices o, que quedan empaquetadas a ambos lados de la hoja 8. Este nucleo central es
el responsable directo de la actividad catalitica y define el plegamiento o/B-hidrolasa, comun para
muchas hidrolasas de origen filogenético y funciones cataliticas diferentes (Lunagariya, 2014).

Para el tratamiento de la obesidad se tiene como objetivo importante el desarrollo de inhibidores de la
digestion y absorcion de nutrientes; al ser los triglicéridos la mayor parte de la ingesta de las grasas en
la dieta. La inhibicion de la lipasa pancreatica es una estrategia terapéutica clave en el tratamiento de
la diabetes tipo II y la obesidad, debido a su papel fundamental en la digestion y absorcion de grasas
dietéticas. Al bloquear la actividad de esta enzima, se reduce la conversion de triglicéridos en acidos
grasos y monoglicéridos, lo que limita la cantidad de lipidos absorbidos por el organismo. Esto no
solo contribuye a una disminucién en la acumulacion de grasa corporal, sino que también mejora el
perfil metabolico al reducir la resistencia a la insulina, un factor central en la fisiopatologia de la
diabetes tipo II (Shulman, 2016). Ademas, la inhibicion de la lipasa pancreatica ha demostrado efectos
positivos en el control del peso, la disminucion de la inflamacion sistémica y la mejora de los niveles
de lipidos en sangre, lo que a su vez reduce el riesgo de complicaciones cardiovasculares asociadas a
estas enfermedades (Cotten, 2020).

2.4 Modelos alternativos in vivo para la busqueda de agentes antidiabéticos

La investigacion de alternativas terapéuticas para la diabetes mellitus, especialmente en su variante
tipo II, ha recurrido tradicionalmente a modelos in vivo como roedores, debido a su similitud
metabolica y fisioldgica con los seres humanos. Estos modelos permiten el estudio detallado de las
complejas interacciones moleculares y metabdlicas subyacentes a la enfermedad, asi como la
evaluacion de la eficacia y seguridad de agentes terapéuticos (Alvarez-Rendon, 2018). Sin embargo,
su uso presenta limitaciones importantes, como el elevado costo, tiempos prolongados para las fases
de investigacion, asi como restricciones éticas; lo que ha impulsado la busqueda de modelos
alternativos mas eficientes y éticamente viables.

En este contexto, Drosophila melanogaster ha emergido como un modelo alternativo relevante debido
a su simplicidad genética, bajo costo de mantenimiento y ciclo de vida corto, lo que permite realizar
experimentos de manera mas rapida y accesible. A pesar de ser un organismo invertebrado, D.
melanogaster comparte vias metabolicas altamente conservadas con los mamiferos, incluyendo
aquellas implicadas en el metabolismo de los carbohidratos, lipidos y la sefializacién de insulina
(Thummel, 2017). Ademas, este modelo presenta caracteristicas fisioldgicas similares a la resistencia
a la insulina y la hiperglucemia cuando se somete a dietas ricas en azucar o grasas, reproduciendo
condiciones clave de la diabetes tipo II (Léopold, 2022).



2.4.1. Drosophila Melanogaster

Drosophila melanogaster, conocida popularmente como la mosca de la fruta o del vinagre, es
ampliamente utilizada como organismo modelo en diversas disciplinas, que abarcan desde la genética
fundamental hasta el estudio del desarrollo de tejidos y 6rganos. Su genoma comparte un 60 % de
homologia con el genoma humano, y aproximadamente el 75 % de los genes asociados a
enfermedades humanas tienen homodlogos en este organismo (Ugur, 2016). Estas caracteristicas,
combinadas con su corto ciclo de vida, bajos costos de mantenimiento y facil modificacion genética,
la convierten en un modelo ideal para investigar vias bioldgicas complejas de relevancia en la
investigacion biomédica y estudios de farmacologia en busqueda de activos, incluyendo patologias
como la diabetes.

Ademas, su pequeiio tamafio y facilidad de mantenimiento en grandes cantidades en el laboratorio
permiten realizar estudios a gran escala y en etapas preliminares en la busqueda de moléculas activas
de manera eficiente. Considerando que su ciclo de vida es corto (10 a 12 dias) en comparacién con
otros organismos se favorece la obtencion de resultados experimentales (Coral G, 2018). La estructura
genética de Drosophila, que incluye solo cuatro cromosomas y herramientas genéticas avanzadas
como UAS-GAL4, LexA-lexAop y QR-QUAS, facilita manipulaciones precisas para el estudio de
vias metabdlicas complejas.

A nivel metabolico, la mosca comparte una regulacion altamente conservada de la homeostasis de la
glucosa con los humanos (Worthman, 2020). Al alimentarse, los azucares ingeridos se convierten en
trehalosa, el principal disacarido de su sistema circulatorio. Este compuesto se transporta a través de
la hemolinfa (equivalente a la sangre en insectos) y el exceso de azlcares se almacena como
glucogeno o triglicéridos en el cuerpo graso y los musculos (Miao, 2022). El cuerpo graso de
Drosophila funciona de manera analoga al higado y al tejido adiposo en mamiferos, regulando el
metabolismo energético del organismo. Asimismo, las células neuroendocrinas productoras de
péptidos similares a la insulina (DILP) desempefian un papel similar al de las células B-pancreaticas
en humanos, reduciendo los niveles de glucosa en la hemolinfa. Complementariamente, la hormona
adipocinética (AKH), homdloga al glucagdén en humanos, regula de manera positiva los niveles de
glucosa. La interaccion antagonista entre los DILP y el AKH asegura el equilibrio en la homeostasis
de la glucosa, destacando a la mosca de la fruta como un modelo valioso y versatil para explorar
mecanismos metabolicos y enfermedades como la diabetes (Sendergaard, 2023).

Por otro lado, la sefalizacién de insulina en D. melanogaster se ha conservado a lo largo de la
evolucion, lo que permite modelar tanto la diabetes tipo 1 como la diabetes tipo 2 en este organismo.
Por ejemplo, la reduccion o supresion casi total de la expresion de los péptidos similares a la insulina
(ILP) en la mosca puede simular un estado equivalente a la diabetes tipo 1 (Broughton, 2016).
Mientras que, la diabetes tipo 2 puede reproducirse mediante diversas manipulaciones experimentales,
como mutaciones en los componentes de la via de sefializacion de la insulina que actian aguas abajo
de los ILP, asi como a través de modificaciones dietéticas que provocan obesidad, desequilibrio
metabolico e hiperglucemia (Grifoni, 2018). Proporcionar dietas con alto o bajo contenido de
nutrientes a D. melanogaster provoca una desregulacion significativa de su metabolismo y de la
sefalizacion de insulina. Las dietas ricas en azlicar o proteinas inducen un aumento en la expresion de
los péptidos similares a la insulina (Musselman, 2021). Este incremento inicial en la expresion de
péptidos similares a la insulina es consistente con lo observado en vertebrados durante el desarrollo de
resistencia a la insulina, donde el organismo intenta compensar el exceso de nutrientes mediante un
aumento en la produccion de insulina. Sin embargo, en los vertebrados, la compensacion inicial suele
fallar debido al deterioro progresivo de las células beta pancreaticas (Varman, 2016).

De manera similar, en Drosophila con una alimentacion rica en glucosa y carbohidratos, el tejido
adiposo (cuerpo graso) reduce secundariamente su respuesta a los niveles elevados de péptidos
similares a la insulina circulantes. Con el tiempo, esta respuesta disminuye de forma marcada a
medida que las moscas envejecen, volviéndose completamente resistentes a la insulina en etapas
avanzadas de vida (Morris, 2022). Estos hallazgos indican que una dieta alta en grasas inicialmente



aumenta los niveles de ILP, lo que permite, en una primera etapa, mitigar los efectos de la
sobrealimentacion mediante un estado de hiperinsulinemia. No obstante, este aumento en la
sefalizacion de insulina, junto con la hiperglucemia, conduce a efectos metabolicos adversos, como
un incremento de acidos grasos libres debido a una lipdlisis inadecuada, lo que finalmente genera
resistencia a la insulina, particularmente en el cuerpo graso (Armstrong, 2020). Lo anterior demuestra
que la manipulacion de la dieta en Drosophila puede utilizarse como un modelo para inducir estados
diabéticos similares a la diabetes tipo 2 en las moscas.

2.5 Agentes terapéuticos actuales

Es crucial impulsar la investigacion y el desarrollo de nuevas fuentes terapéuticas para el tratamiento
de la diabetes tipo 2, dada la complejidad y la creciente prevalencia de esta enfermedad a nivel
mundial. Si bien los medicamentos actuales, como la metformina, la acarbosa, la bexagliflozina y la
exenatida, han demostrado ser eficaces en el control de la glucosa en sangre, también estan asociados
con una serie de efectos adversos significativos como se muestra en la tabla 1. Por ejemplo, la
metformina puede causar intolerancia gastrointestinal, como dolor abdominal y diarrea, mientras que
la acarbosa esta vinculada a flatulencia, distension abdominal y diarrea. Ademas, la bexagliflozina
puede aumentar el riesgo de infecciones genitourinarias, y la exenatida puede provocar hipoglucemia,
nauseas, vomitos, diarrea y cefalea, entre otros efectos secundarios.

Los tratamientos estratégicos para combatir la obesidad se basan en enfoques periféricos y centrales,
centrandose en mecanismos clave para la homeostasis energética. Los enfoques centrales regulan la
ingesta de alimentos, mientras que los periféricos afectan la absorcion de grasa de la dieta, el
almacenamiento y metabolismo de la grasa, y/o aumentan la termogénesis derivada de la grasa
dietética (Lunagariya et al., 2014). Si una adecuada glucemia no se logra mediante la dieta, la
metformina se utiliza como terapia de primera linea. Ademads, existen otras terapias, como las
sulfonilureas orales, los inhibidores de la dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4), los agonistas del receptor del
péptido similar al glucagon-1 (GLP-1), los inhibidores del cotransportador de sodio-glucosa-2
(SGLT2) y la insulina (Silva & Diaz, 2023).

Tabla 1. Farmacos aprobados para el tratamiento de la diabetes tipo 2: estructura, mecanismo de
accion y efectos secundarios.

Agente Estructura Caracteristicas Efectos adversos
terapéutico
Metformina NH NH Actta principalmente reduciendo la | El efecto adverso mas comun es la
(Biguanida) - )L )k produccion hepatica de glucosa al | intolerancia gastrointestinal,
ITJ H NH; disminuir la gluconeogénesis | especialmente diarrea dependiente

(Saenz, 2015).

de la dosis, mientras que el mas
grave, aunque raro, es la acidosis
lactica, lo que contraindica su uso en
insuficiencia renal, cardiaca y
condiciones predisponentes (Mata,
2024).




Acarbosa

La acarbosa, un tetrasacarido no
absorbible de origen microbiano,
actia inhibiendo las
alfa-glucosidasas intestinales,
reduciendo la degradacion de
carbohidratos complejos y, con ello,
el aumento posprandial de glucemia
e insulina endogena (Benavides,

Los principales efectos secundarios
de la acarbosa incluyen flatulencia,
meteorismo, distension abdominal y
diarrea, estando contraindicada en
casos de hipersensibilidad, diabetes
insulinodependiente,  cetoacidosis
diabética, cirrosis, enfermedades
intestinales graves, menores de 18

™1 2024). afilos, embarazo y lactancia
(Benavides, 2024).

Bexagliflozina La bexagliflozina, un inhibidor del | Los efectos secundarios mas
SGLT2, reduce la reabsorcion de | comunes de los inhibidores de
glucosa en el tabulo proximal, | SGLT2 incluyen infecciones
disminuye el umbral renal de [ genitourinarias asociadas a la
glucosa y aumenta la glucosuria | glucosuria, como orina frecuente,
(Lopez, 2017). dolor al orinar, cambios en el color

de la orina, dolor pélvico o de
espalda, infecciones por hongos con
sintomas especificos en genitales
masculinos y  femeninos, y
erupciones o secreciones malolientes
(Peréz, 2020).

Exenatida La exenatida es un polipéptido | Se reportan efectos adversos como
\rs,/‘; 2 0y incretin-mimético que, al unirse a los | hipoglucemia (con sulfonilurea o
’ ;’T{;*ffg\,x\;,\ | receptores de GLP-1, ejerce un |insulina), disminucion del apetito;
W FE Q\z 7 | efecto antihiperglucemiante  al | cefalea, mareos; nauseas, vomitos,
incrementar la secrecion de insulina | diarrea, dispepsia, dolor abdominal,
de manera glucosa-dependiente, | ERGE,  distension  abdominal,
suprimir la secrecién anormal de | estrefiimiento, flatulencia; prurito y/o
glucagodn, resistir la degradacion por | urticaria. Ademas, para las formas de
DPP-4 y ralentizar el wvaciado | liberacion inmediata: hiperhidrosis,
gastrico, favoreciendo el control de | prurito, eritema y erupciéon en el
la glucosa en la DM2 (Centro de |lugar de inyeccion, fatiga, astenia
informacion farmacoterapéutico, | (Centro de informacion

2018). farmacoterapéutico, 2018)
Sitagliptina }FF Los inhibidores de la DPP-4, como | Los efectos adversos més comunes
i (\/NL&N la sitagliptina, bloquean la enzima | de la sitagliptina incluyen nauseas,

dipeptidil peptidasa-4, evitando la
degradacion de las incretinas GLP-1
y GIP, lo que aumenta sus niveles en
sangre, estimula la produccion de
insulina, reduce la glucosa en sangre
y puede administrarse como
monoterapia o en combinaciéon con
otros  antidiabéticos  (Carretero,
2024).

diarrea, dolor de <cabeza e
infecciones respiratorias altas (hasta
1 de cada 10 personas), mientras que
los menos frecuentes comprenden
rinitis, sinusitis, dolor de espalda y

fatiga (hasta 1 de cada 100
personas);  los  raros, como
reacciones alérgicas graves y

pancreatitis, afectan hasta 1 de cada
1.000 personas (Bo Ahrén, 2009).




Glibenclamida woy ¥ 0 La glibenclamida se une a los | Puede causar efectos secundarios
@*N@ n receptores SURI en las células beta [ como hipoglucemia, sudoracion,
(Sulfonilureas) c. pancreaticas, cerrando los canales de | palpitaciones, mareos, reacciones
potasio ATP-dependientes, lo que | alérgicas, problemas
despolariza la membrana celular y | gastrointestinales, y efectos
activa canales de calcio; el aumento | hematologicos raros (leucopenia,
de calcio intracelular induce Ia | trombocitopenia).  También  se
liberacion de insulina preformada, | pueden presentar reacciones
que reduce la glucosa en sangre al | cutdneas, alteraciones hepaticas y un
promover su captacion por tejidos | aumento del riesgo de eventos
periféricos (Surendiran, 2014). cardiovasculares (Villarruel, 2018).

Los efectos adversos presentados por estos farmacos pueden afectar negativamente la calidad de vida
de los pacientes y limitar su adherencia al tratamiento, lo que respalda la necesidad de la bisqueda de
nuevas opciones terapéuticas que sean mas seguras, efectivas y mejor toleradas.

2.6 Productos naturales con potencial (antidiabético)

Desde tiempos ancestrales, los productos naturales (PN) han sido una fuente primordial de
tratamientos, y hoy en dia siguen desempefiando un papel crucial en el descubrimiento de nuevos
farmacos en el ambito farmacéutico global. Se reveld que el 46% de los farmacos recetados en
Estados Unidos ese afio se derivaron de compuestos naturales (Newman, 2020). Recientes
investigaciones han destacado que los PN no solo han sido la génesis de muchos medicamentos en el
pasado, sino que también contintan siendo una fuente abundante de moléculas activas para el
desarrollo de nuevos farmacos (Irache, 2008). Su importancia radica en su interaccion biologica, al ser
metabolizados y transformados por sistemas enzimaticos, lo que les confiere una afinidad especial con
las moléculas diana (Jimenez, 2018).

Un ejemplo de productos naturales con potencial antidiabético fue la galega (Galega officinalis L,
Fabaceae) de la cual se aislo la amina galegina (Figura 5). Este compuesto es conocido como el
primer antidiabético de origen natural, que posteriormente dio origen a las biguanidas (metformina).
Si bien el alcaloide galegina se conocia desde tiempos antiguos su mecanismo de accion fue elucidado
recientemente (Rios, 2016).

NH
X H)LNHQ

Figura 5. Estructura compuesto galegina

2.6.1. Especies vegetales con potencial antidiabético: un enfoque etnobotanico

Actualmente, existe una amplia gama de literatura que documenta el uso etnobotanico de diversas
especies vegetales en el manejo de afecciones relacionadas al metabolismo de la glucosa. Entre estas
investigaciones, se destaca por ejemplo el estudio realizado por Yepes y colaboradores (Yepes, 2023)
en el cual se estudiaron diferentes plantas comercializadas en plazas de mercado de Cali — Colombia
para tratar la Diabetes Mellitus. Segin el estudio realizado por Yepes Benavides en 2023, se
identificaron multiples plantas medicinales comercializadas en las plazas de mercado de Cali,
Colombia, que son empleadas tradicionalmente para el tratamiento de la diabetes mellitus. Mediante
un enfoque etnobotanico, se recolectaron testimonios de vendedores y consumidores locales,




documentandose un total de 42 especies vegetales pertenecientes a 27 familias botanicas. Entre las
especies mas citadas se encuentran Cymbopogon citratus (limoncillo), Momordica charantia
(balsamina) y Aloe vera (sabila), las cuales poseen una amplia aceptacion debido a sus propiedades
hipoglucemiantes percibidas. Este estudio ademas revel6 que las preparaciones mas comunes incluyen
infusiones, decocciones y jugos, destacandose el uso de hojas y raices como las partes vegetales
preferidas. Ademas, se observé que los vendedores de estas plantas transmiten conocimientos
tradicionales que han sido heredados de generaciones anteriores, lo que refleja la fuerte conexion
entre la cultura local y el uso de la medicina natural. Esto es especialmente importante para garantizar
su eficacia y seguridad, asi como para fomentar su integraciéon en estrategias de tratamiento
complementarias y sustentadas por evidencia farmacologica (Yepes, 2023) .

Por otro lado, en el semillero de investigacion Naturetech de la Fundacion Universitaria Salesiana en
el afio 2023 se llevd a cabo una encuesta etnobotanica en regiones cercanas a Bogotid, como
Mosquera, La mesa, Tena, entre otros; principalmente visitando las principales plazas de mercado de
cada pueblo a fin de identificar y clasificar las especies vegetales més usadas a nivel de la medicinal
tradicional de la region. Mediante este estudio se logré identificar un total de 104 plantas comtiinmente
utilizadas por para el tratamiento de la diabetes mellitus y la obesidad, lo que representa un potencial
etnofarmacolégico importante para emprender estudios de laboratorio que permitan validar dicho
conocimiento. En la tabla 2 se evidencian las familias con mayor nimero de plantas reportadas para el
tratamiento de la diabetes tipo II y la obesidad.

Tabla 2. Plantas medicinales con reportes etnofarmacologia para el tratamiento de la diabetes mellitus
tipo Il y obesidad.

Ejemplo de especie Especies
Familia representativa Nombre comiin reportadas
Actinidiaceae Actinidia chinensis Kiwi 5
Anacardiaceae Mangifera indica Mago 4
Apiaceae Apium graveolens Apio 4
Asteraceae Achyrocline satureioides Vira Vira 10
Brassicaceae Brassica oleracea Col rizada 4
Caricaceae Carica papaya Papaya 4
Commelinaceae Tradescantia zebrina Panameiia 4
Equisetaceae Equisetum bogotense Cola de caballo 4
Fabaceae Bauhinia forficata Pata de vaca 6
Ginkgoaceae Ginkgo biloba Ginkgo biloba 4
Juglandaceae Juglans neotropica Nogal 4
Lamiaceae Origanum vulgare Orégano 4
Lauraceae Persea americana Aguacate 5
Myrtaceae Psidium guajava Hoja de guayaba 5
Plantaginaceae Digitalis purpurea Deldera 4
Sapindaceae Melicoccus bijugatus Mamoncillo 4
Tropaeolaceae Tropaeolum Cubio 4
Verbenaceae Stachytarpheta cayennensis Verbena 4




2.6.2. Potencial antidiabético de extractos, fracciones y metabolitos de origen vegetal

A continuaciéon se muestran algunos ejemplos representativos de estudios en donde se evalua la
actividad antidiabética promisoria de extractos tanto en modelos in vivo como in vitro. Entre las
familias botanicas relevantes destacan Fabaceae, Lauraceac y Myrtaceae, mientras que especies como
Bauhinia forficata (pata de vaca), Persea americana (aguacate) y Psidium guajava (hoja de guayaba)
se encuentran entre las mas representativas. Toda la informacion recopilada sobre estas plantas,
incluyendo sus nombres comunes, familias, partes utilizadas y propiedades terapéuticas y mecanismo
de accion se encuentra resumida en la Tabla 3, proporcionando una vision integral sobre su potencial
antidiabético y su relevancia dentro de la medicina tradicional.

Tabla 3. Seleccion de plantas medicinales con actividad antidiabética.

Familia Nombre Parte usada Resultado Referencia
L tractos d ja inhibi la actividad de 1
Fabaceae Glicine max Toda la planta o5 extlactos de soja TubIeron fa actividad de fa (Oboh, 2021)
alfa-amilasa y alfa-glucosidasa.
El extracto de canela de Ceilan inhibi6 la actividad de
la a-amilasa, con una concentracion minima
Cinnamon inhibitoria baja. La administracion del extracto en| (Mohun,
Lauraceae . Toda la planta . ., .
zeylanicum ratas condujo a una menor elevacion de los niveles de 2014)
glucosa en sangre después de la carga de almidon, lo
que indica una mejor tolerancia al mismo.
. Moringa . El estudio en.co.ntr’(').que el e.:xtr.acto .de hojas produjo (Villarruel,
Moringaceae ) Hojas efectos antidiabéticos significativos en ratas
oleifera . . . 2018)
diabéticas inducidas por estreptozotocina.
Los extractos inhibieron significativamente la
actividlad de las enzimas alfa-amilasa y (von
Sorbus alfa-glucosidasa. El extracto con mayor actividad
Rosaceae ; Fruto L - Kempelen,
norvegica inhibidora fue el extracto etanolico, con una ICs, de 2019
150 pg/mL para la alfa-amilasa y 200 pug/mL para la )
alfa-glucosidasa.

Por otro lado, en la tabla 4, se pueden observar compuestos puros derivados de productos naturales
que poseen actividad antidiabética por medio de la inhibicion de a-glucosidasa, a-amilasa y lipasa
pancreatica. La revision de literatura realizada se centré en las dianas moleculares de interés para el
proyecto de investigacion como la a-glucosidasa y la a-amilasa. Los inhibidores de estas enzimas,
ampliamente presentes en la naturaleza, se caracterizan por su alta afinidad de unidén. Ademas, la
literatura cientifica respalda de manera consistente la actividad inhibidora de a-glucosidasa y
a-amilasa en extractos de plantas tradicionalmente utilizadas para el tratamiento de la diabetes. Estos
efectos se atribuyen a una amplia gama de compuestos naturales, incluidos flavonoides, acidos
fenolicos, antocianinas, saponinas, carotenoides, terpenos, azucares, proteinas, capsaicinoides, acidos
grasos y alcaloides. Entre ellos, los flavonoides y los terpenos destacan como los mas efectivos en el
tratamiento de esta patologia. (Dineshkumar, 2023).

Tabla 4. Compuestos de origen natural con potencial antidiabético: modelos de evaluacion y efectos
reportados

Compuesto

Estructura

Tipo

Modelo

Efecto/ mecanismo de accion

Referencia




Orlistat @ Analogos de | In vivo El orlistat, un compuesto similar a un | (Rubino,
Q ! _| triglicéridos triglicérido, se une de forma covalente al | 2022)
o sitio activo de la lipasa pancreatica, para su
inhibicion.
Voglibose o Monosacarid | In vivo Inhibicion competitiva de las enzimas | (Chunhong
0 a-glucosidasas intestinales y pancreaticas. | Shi, 2019)
. También puede inhibir la actividad de la
Son enzima amilasa.
Timoquinona o) Quinona In vitro El IC 50 frente a alfa-glucosidasa fue de 20 y | (Demir,
40 pg/mL. E1 IC 50 frente a la enzima NF-xkB 2019)
de 10 pg/mL.
o]
Asperchalasina [ Macrdélido Invitro | Estudios en animales han demostrado que | (Qiu, 2019)
marinos puede mejorar el control de la glucosa y la
sensibilidad a la insulina. La inflamacion
cronica contribuye a la resistencia a la
insulina. Tiene una IC 50 de 15.7 mM para a
-glucosidasa.
7-Deoxy-7,14-D Macrolido In vitro Protege las células del dafio causado por el | (Qiu, 2019)
ideh ‘ marinos estrés oxidativo, mejorando potencialmente
ydrosydonol Y la salud celular general en individuos
g diabéticos. Tiene una IC 5o N a-glucosidasa
( ’ de 7.5 mM.
Sulfatos de Macrolido In vitro Activa AMPK, lo que podria mejorar la | (Qiu, 2019)
penarolida Al marino sensibilidad a la insulina y la captacion de
glucosa en las células. Ademas inhibe la o
-glucosidasa con una IC 5o SN de 1.2
ug/mL.
_ Terpeno In vivo El Ginsenoside Rb2 fue activo en ratas | (Jeong Kim,
Protopanaxadiol diabéticas inducidas por estreptozotocina | 2014)
disminuyendo el nivel de glucosa en sangre.
Quercetina I o Flavonoide Invitro/ | La quercetina inhibe de manera importante | (Kumar,
" S In vivo a o-amilasa en experimentos tanto in vitro | 2024)
LI COmo in vivo.
Kaempferol O o [ Flavonoide Invivo/ | Estudios in vitro e in vivo han demostrado la | (Kumar,
" O ) In vitro capacidad del kaempferol para inhibir tanto | 2024)

la a-glucosidasa como la a-amilasa. En ratas
diabéticas se encontrd6 que el kaempferol
redujo significativamente la actividad de
a-glucosidasa intestinal y mejoro la
tolerancia a la glucosa.




HO 09 oxidacién de las lipoproteinas de baja | Li,

radicales libres.

Conofilina Alcaloide In vivo Responsable de cambiar las células | (Umezawa,
originarias del pancreas en células | 2015)
productoras de insulina. Administrada por
via oral aumentd del nivel de insulina en
ratas Sprague-Dawley normales y diabéticas
inducidas por estreptozotocina.

Mahanimbina . Alcaloide In vivo Es activo como antidiabético contra la | (B.

swea diabetes asociada con anomalias en los | Dineshkuar
e perfiles de lipidos. ,2023)

2.7 Especies seleccionadas

Para la seleccion de las especies medicinales con potencial antidiabético, se disefid una estrategia
metodologica basada en la integracion de informacidén etnobotanica y su validacion mediante una
revision bibliografica exhaustiva en bases de datos cientificas especializadas. La recoleccion de la
informacion etnofarmacologica se llevo a cabo a través de visitas sistematicas y la realizacion de
encuestas estructuradas, las cuales incluyeron aproximadamente 300 entrevistas en mercados
tradicionales de plantas medicinales ubicados en la sabana de Bogota. Este enfoque permiti6 recopilar
un conjunto significativo de datos que reflejan el conocimiento ancestral y local sobre las plantas
utilizadas para el manejo de afecciones relacionadas con la diabetes y otros trastornos metabdlicos.

A partir de esta primera etapa, se gener6 un listado inicial de especies medicinales, el cual fue
sometido a un riguroso proceso de priorizacion utilizando la metodologia PRISMA (Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses), una herramienta ampliamente
reconocida y aplicada en revisiones sistematicas para organizar y clasificar informacion de manera
objetiva y reproducible (Matthew J. Page et al., 2021). Los criterios de inclusion empleados en este
analisis fueron cuidadosamente seleccionados para garantizar la relevancia y aplicabilidad de las
especies. Entre los criterios clave se consideraron los siguientes:

Reportes etnobotanicos: El primer criterio de exclusion se basdé en los reportes etnobotanicos
proporcionados por la comunidad estudiada. En este contexto, se excluyeron todas las plantas que no
tuvieran usos asociados o relacionados a las patologias seleccionadas (Diabetes y obesidad). Para ello
se seleccionaron aquellas especies a las cuales se les reportaron usos asociados a las siguientes
palabras clave: "pérdida de peso", "Bajar el azicar" y "diabetes".

Reportes bibliograficos: Las plantas que superaron el primer criterio de priorizacion fueron
sometidas a una revision bibliografica exhaustiva , usando bases de datos como PubMed
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/), ScienceDirect (https://www.sciencedirect.com/) y Google Scholar
(https://scholar.google.co/), consultados en el afio 2023. Ademas, se dio prioridad a aquellas plantas
que no habian sido sometidas a estudios in vitro especificos relacionados con la inhibicion de enzimas
clave en el metabolismo de carbohidratos y lipidos, como la a-amilasa, la a-glucosidasa y la lipasa
pancreatica y que no se contaran con estudios in vivo. Con estos datos se seleccionaron las 30 especies
utilizadas para el estudio como se presenta en la tabla 5.

Tabla S. Listado de especies seleccionadas para el estudio

OH Polifenol In vitro Concentraciones bajas (1-5 mM) inhiben la | (Hanbing

~ = densidad (LDL) inducida por metales y | 2017)



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.sciencedirect.com/
https://scholar.google.co/

Nombre comiin Nombre cientifico (Familia) Parte usada Nativa o cultivada
Marrubio Marrubium vulgare (Lamiaceae) Hojas Cultivada
Algarrobo Hymenaea courbaril (Fabaceae) Fruto Nativa
Perejil liso Petroselinum crispum (Apiaceas) Hojas Cultivada
Venturosa Lantana camara (Verbenaceae) Hojas Nativa
Nispero Manilkara zapota (Sapotaceae) Hojas Cultivada
Altamisa Ambrosia peruviana (Asteraceae) Hojas Nativa
Casco de vaca Bauhinia sp. (Fabaceae) Hojas Nativa
Nogal Juglans neotropica (Yuglandaceas) Hojas Nativa
Mamoncillo Melicoccus bijugatus (Sapindaceas) Hojas Nativa
Yacon Smallanthus sonchifolius (Asteraceae) Hojas Nativa
Cola de caballo Equisetum bogotense (Equisetaceas) Hojas Nativa
Sauco Sambucus nigra (Adoxaceas) Hojas Cultivada
Vira vira Achyrocline satureioides (Asteraceas) Hojas Nativa
Arrayan Mpyrcia fallax (Mirtaceas) Hojas Nativa
Amor seco Desmodium adscendens (Fabaceae) Hojas Nativa
Romero Rosmarinus officinalis (Lamiaceae) Hojas Cultivada
Morena Morus alba (Moraceae) Hojas Cultivada
Achiote Bixa orellana (Bixaceae) Fruto Nativa
Almizclillo Abelmoschus moschatus (Malvaceae) Hojas Cultivada
Hoja de pan Gunnera antioquensis (Gunneraceae) Hojas Nativa
Apio de monte Eryngium foetidum (Apiaceae) Hojas Nativa
Col rizada Brassica oleracea (Brassicaceae) Hojas Cultivada
Verbena Verbena litoralis (Verbenaceae) Hojas Nativa
Siempre viva Gomphrena globosa (Amaranthaceae) Hojas Cultivada
Eucalipto Eucalyptus globulus (Myrtaceae) Hojas Cultivada
Laurel Laurus nobilis (Lauraceae) Hojas Cultivada
Panamertia Tradescantia zebrina (Commelinaceae) Hojas Cultivada
Contra gavilana Neurolaena lobata (Asteraceae) Hojas Nativa
Nopal Opuntia ficus-indica (Cactaceae) Hojas Cultivada
Anamu Petiveria alliacea (Phytolaccaceae) Hojas Nativo

3. Objetivos
Objetivo General: Evaluar el potencial antidiabético de 30 plantas medicinales mediante ensayos de
inhibicidon enzimatica in vitro y modelos in vivo en Drosophila melanogaster, con el fin de contribuir

al desarrollo de alternativas terapéuticas para el control de la diabesidad.

Objetivos especificos




1. Obtener y seleccionar los extractos con mayor el potencial antidiabesidad por medio de un
tamizaje de actividad inhibitoria enzimatica in vitro frente a a-glucosidasa, a-amilasa y lipasa
pancreatica.

2. Evaluar los efectos antidiabéticos del extracto mas promisorio en los ensayos in vitro
empleando modelos de diabetes in vivo en Drosophila melanogaster (mosca de la fruta).

3. Hacer una aproximacion de la composicion quimica del extracto mas promisorio por medio
de un perfilado metabodlico usando cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a
espectrometria de masas de alta resolucion (HPLC-HRMS).

4. Metodologia

Para alcanzar el objetivo general de este proyecto, se disefid una metodologia estructurada en tres
fases relacionadas con los diferentes objetivos especificos, las cuales se describen a continuacion:

4.1. Obtener y seleccionar los extractos con mayor el potencial antidiabesidad por
medio de un tamizaje de actividad inhibitoria enzimatica in vitro frente a a-glucosidasa,
o-amilasa y lipasa pancreatica

4.1.1 Obtencion del material vegetal y de los extractos

El material vegetal de las especies seleccionadas se adquiri6 en la plaza de Paloquemao de Bogota en
el mes de Mayo del afio 2024. Para la obtencion de los extractos se realizo la seleccion, y limpieza de
cada uno de los organos de las 30 plantas. Posteriormente, se realiz6 el secado en horno a una
temperatura de 35°C durante aproximadamente 2 dias. El material seco se molid, peso y se extrajo con
etanol del 80% por maceracion asistida por ultrasonido. Para ello el material se extrajo durante 10
min a 20 °C en un bafio de ultrasonido. Este proceso se llevd a cabo por minimo triplicado renovando
el solvente. Los extractos obtenidos se rotacvaporaron a temperaturas menores a 40°C (para evitar la
degradacion de metabolitos termolabiles) y el extracto resultante se seco en la cabina y se almacend6 a
temperatura ambiente hasta la evaluacion de actividad biologica.

4.1.2 Tamizaje de actividad inhibitoria in vitro de los extractos a las concentraciones de 50 y 500
ppm

Los extractos obtenidos fueron evaluados a dos concentraciones (500 y 50 ppm) mediante ensayos in
vitro disefiados para determinar su capacidad inhibitoria frente a tres enzimas clave implicadas en el
metabolismo de carbohidratos y lipidos: a-glucosidasa, a-amilasa y lipasa pancreatica. Para el ensayo
de a-glucosidasa, se utilizd la isoforma 3.2.1.20 de Saccharomyces cerevisiae (CAS: 9001-42-7) como
fuente enzimatica, empleando 4-nitrophenyl-oa-D-glucopyranoside (CAS: 3767-28-0) como sustrato.
Este compuesto permite la cuantificacion de la actividad enzimatica mediante la liberacion de
p-nitrofenol, un producto detectable colorimétricamente.

En el caso de la o-amilasa, se utilizo la isoforma 3.3.1.1 de Saccharomyces cerevisiae (CAS:
9000-90-2), y el almidon de maiz (CAS: 9005-94-9) fue seleccionado como sustrato. Para la deteccion
de los productos generados por la reaccion enzimatica, se empled acido 3,5-dinitrosalicilico (CAS:
609-99-4) como revelador cromogénico. La preparacion de la enzima y el sustrato se realizé en un
buffer fosfato (0,1 M, pH 7,2), lo que garantiz6 las condiciones 0ptimas para la actividad enzimatica.

Finalmente, para el ensayo de inhibicién de lipasa pancredatica, se utilizo la isoforma 3.3.1.3 de
Saccharomyces cerevisiae (CAS: 9000-62-1) con nitrophenyl dodecanoate (CAS: 1956-11-2) como
sustrato. Este ensayo se realizo en un buffer Tris (0,1 M, pH 8,4) suplementado con Triton X-100 al
0,01% (CAS: 9036-19-5), optimizando las condiciones para la actividad de la enzima.



Estas metodologias estandarizadas con la metodologia que se observa a continuacion permitieron
evaluar de manera precisa el potencial inhibitorio de los extractos frente a las enzimas seleccionadas,
proporcionando una base so6lida para identificar compuestos bioactivos con aplicaciones terapéuticas
potenciales en el tratamiento de enfermedades metabolicas como la diabetes tipo I y la obesidad

Ensayo de inhibicién de a- glucosidasa: Para el ensayo de actividad inhibitoria frente a la
a-glucosidasa, se utilizdé un método colorimétrico directo basado en el sustrato
4-nitrofenil-a-D-glucopiranésido (PNPG), siguiendo metodologias previamente reportadas con
algunas modificaciones (Bharadwaj, 2018).

En placas de 96 pozos se dispusieron 50 pL de cada muestra de extracto a las concentraciones del
tamizaje (500, 50 pg/mL en buffer fosfato y DMSO 1%), 50 pL de enzima a-glucosidasa a una
concentracién de 0,15U/ml y la placa se incubd a una temperatura constante de 37 °C durante 30
minutos. Posteriormente, se adicionaron 50 ul del sustrato PNPG (100mM) para iniciar la reaccion
enzimatica. La cinética de la reaccion se monitored espectrofotométricamente a 405 nm durante un
periodo de 30 minutos. Como control positivo se us6 acarbosa (500 y 50 pug/mL) y como control
negativo DMSO (1% en buffer fosfato). En el ensayo se incluyeron blancos espectrofotométricos para
los extractos, empleando 50 pL de extracto a las dos concentraciones evaluadas y 100 pL de buffer
fosfatos. Todos los ensayos se llevaron a cabo por triplicado en tres experimentos independientes
(Bharadwaj, 2018).

Ensayo de inhibicion de o- amilasa: En el ensayo de inhibicion de a- amilasa se us6é un método
colorimétrico con acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) de acuerdo con metodologias previamente
reportadas (Nair et al., 2013).

De forma semejante, en placas de 96 pozos se agregaron 50 uL. de cada extracto a (500, 50 pg/mL en
buffer fosfatos 0,1 M pH 7,2) y 50 pL de enzima a-amilasa a una concentracion 3U/ml; los cuales se
incubaron una temperatura constante de 37 °C durante 30 minutos. Tras esta etapa, se incorporaron 50
ul de sustrato (almidon soluble al 5%), la mezcla de reaccion se incubd bajo las mismas condiciones
durante 30 minutos mas. Posteriormente, se afiadieron 50 pl de acido 3,5-dinitrosalicilico (10 mM)
seguido de un tratamiento térmico a 100 °C durante 15 minutos. Al finalizar este paso la absorbancia
fue medida a 540 nm. Como control positivo nuevamente se uso acarbosa y como control negativo
buffer fosfatos. Todos los ensayos fueron realizados por triplicado en tres experimentos
independientes (Nair et al., 2013).

Ensayo de inhibicion lipasa pancreatica: La inhibicion de la lipasa se determiné mediante el ensayo
colorimétrico directo con p-nitrofenil-laurato (pNPL) empleando metodologias previamente
reportadas con modificaciones (Nair et al., 2013).

Igual que en los ensayos anteriores 50 pL de los extractos o muestras de prueba fueron incubadas con
50 uL de enzima lipasa pancreatica (10 mg/mL) a 37 °C durante 30 minutos. Posteriormente, se
afiadieron 50 pL del sustrato p-nitrofenil-laurato (0,5 mg/ml) y la mezcla se incubd bajo las mismas
condiciones. Al finalizar la reaccion se midio6 la absorbancia a una longitud de onda de 405 nm. Como
control control negativo buffer fosfatos. Todas las mediciones se realizaron por triplicado y en tres
experimentos independientes.

Cilculos de porcentajes de inhibicién y seleccion de los extractos para continuar el estudio

Para todos ensayos del tamizaje se calcularon los porcentajes de inhibicion de acuerdo con la
siguiente formula.

Absorbancia del control negativo — Absorbancia de la muestra 100

0 e es —
% Inhibicion Absorbancia del control negativo

Los datos fueron normalizados y graficados con el software GraphPad Prism 9 y se expresaron como
el promedio del porcentaje & desviacion estandar.



Los resultados del tamizaje de los extractos a concentraciones de 50 ppm fueron usados como criterio
de seleccion de los extractos con mayor potencial antidiabesidad. Se establecieron criterios de
priorizacion para seleccionar los extractos mas promisorios en funcion de su capacidad inhibitoria
frente a tres enzimas clave. Para ello, se definieron puntos de corte especificos: en el caso de la
a-glucosidasa, se seleccionaron los extractos con porcentajes de inhibicion superiores al 80%; para la
a-amilasa, se eligieron aquellos con porcentajes de inhibiciéon mayores al 90%; y, finalmente, para la
lipasa pancreatica, se consideraron los extractos con porcentajes de inhibicion superiores al 50%. A
partir de esta evaluacion, se seleccionaron los extractos mas destacados para continuar con la
determinacion de las concentraciones inhibitorias ICs,, lo que permitio priorizar 14 de los 30 extractos
iniciales. Estos extractos cumplieron con la mayoria de los criterios establecidos y fueron
seleccionados para avanzar en los ensayos posteriores de inhibicion enzimatica.

4.1.2.1 Determinacion de las concentraciones inhibitorias I1Cjs,

Las concentraciones inhibitorias frente a a-glucosidasa, a-amilasa y lipasa pancreatica determinaron
con las metodologias anteriormente descritas (Affini et al., 2018; Ramsay and Tipton, 2017; Xue et
al., 2017). Para la determinacion de la ICs,, se utilizaron minimo 8 concentraciones del extracto, las
cuales fueron obtenidas por diluciones seriadas en una escala logaritmica en el rango de 0,001 a 300
ppm. Todos los ensayos se realizaron en tres experimentos independientes y en cada uno se incluyeron
como minimo tres réplicas. Los valores de las IC, fueron calculados con las curvas de dosis-respuesta
usando la regresion no lineal (log [I] vs respuesta) en el software estadistico GraphPad Prism 9 y son
expresados como el valor promedio de la concentracion inhibitoria mas o menos el error estandar.

4.2. Evaluar los efectos antidiabéticos del extracto mas promisorio en los ensayos in vitro
empleando modelos de diabetes in vivo en Drosophila melanogaster

4.2.1 Seleccion del extracto mas promisorio

Para seleccionar uno de los extractos para continuar con los ensayos in vivo a partir de las 14 especies
promisorios detectadas en la fase 1, se disefid una matriz de priorizacion en la que se asignod un
puntaje de 0 a 1 a cada planta (Ver anexo 4). Un puntaje de 0 representa plantas menos estudiadas y
con valores mas bajos de ICs,, mientras que un puntaje de 1 correspondia a plantas de las cuales se
tenian mayor niimero de reportes en literatura y valores de ICsy mayores. Los parametros evaluados
incluyeron: valores de ICs, en las tres enzimas, reportes quimicos y/o farmacoldgicos previos (es
decir, la existencia de estudios sobre los metabolitos secundarios de la planta y estudios in vivo), asi
como reportes sobre compuestos purificados asociados al control de la diabetes y estudios de estos in
vitro con las enzimas evaluadas. Finalmente, con esta matriz de seleccion se calcul6 el promedio de
los puntajes para cada extracto y se construyd una grafica de puntuacion, seleccionando aquella con
un valor mas cercano a cero.

4.2.2 Establecer un modelo de diabetes en Drosophila melanogaster

Para los estudios de in vivo se emplearon moscas adultas (2 a 3 dias de edad) de ambos sexos
mantenidas en medio estandar de Drosophila (cornmeal) bajo condiciones controladas (25 °C, 60% de
humedad relativa, fotoperiodo de 12h luz/12h oscuridad) en el Laboratorio de investigacion de la
Fundacion Universitaria Salesiana.

Inicialmente se evaluaron los efectos de la exposicion de las moscas a dietas solidas hipercaloricas
(sacarosa 32%, peptona 20%, extracto de levadura 17%, agar 5% y levadura 30%) con el objetivo de
inducir el modelo metabolico de diabetes tipo II en comparacion con el control negativo (dieta
estandar) siguiendo las metodologias reportadas previamente (Alvarez-Rendon, 2018). Para esto,
grupos de aproximadamente 50 individuos fueron expuestos a la dieta so6lida estandar (control
negativo) durante 72 horas. Una vez completado este periodo, se realizaron ensayos
comportamentales en los cuales se evalud la actividad locomotora y exploratoria usando el
experimento de arenas como se describe a continuacion.



4.2.3 Ensayos comportamentales

Para evaluar la capacidad exploratoria de Drosophila melanogaster, se disefid un ensayo conductual
en un sistema de arena controlada, donde se cuantifico la distancia recorrida por los individuos en
funcion de la cantidad de cuadros atravesados por minuto. Este método permitio evaluar de manera
precisa la actividad locomotora y la exploracion espontanea de las moscas, lo cual es un indicador
relevante de la funcionalidad neuronal y la respuesta metabolica frente a diferentes condiciones
experimentales. Para garantizar la fiabilidad y reproducibilidad de los resultados, se realizaron
mediciones en duplicado para cada individuo, es decir, se repiti6 el ensayo en dos oportunidades
independientes, con el fin de minimizar la variabilidad inherente al comportamiento individual.

Ademas con el propdsito de caracterizar las alteraciones metabolicas derivadas del modelo de diabetes
inducido, al finalizar los estudios comportamentales, las moscas de cada grupo fueron conservadas a
-20°C para posteriores analisis bioquimicos ex vivo. Para los analisis se obtuvo un extracto de 50 mg a
parte de los individuos decapitados y se analizaron de forma preliminar los cambios en biomoléculas
clave como se describe a continuacion.

4.2.4 Ensayos ex vivo

Se pes6 una cantidad determinada de individuos previamente decapitados para cada grupo
experimental, a fin de garantizar una comparacion adecuada entre tratamientos y se llevo a cabo un
proceso de extraccion con buffer fosfato (pH 7,2; 0,1 M) suplementado con 0,01% de Triton X-100.
La proporcion utilizada fue de aproximadamente 20 pulL de buffer por mg de peso de moscas. Para
asegurar una eficiente extraccion de las biomoléculas, se realizaron tres ciclos de sonicacion de 1
minuto cada uno. Posteriormente, el homogeneizado resultante fue sometido a una filtracion para
remover particulas solidas para obtener un extracto crudo (F1).

Posteriormente, el extracto F1 fue sometido a un fraccionamiento inicial utilizando n-hexano en una
proporcién aproximada de 10 uL. de n-hexano (3 veces) por mg de peso de las moscas procesadas. La
fraccion lipidica (Fraccion F2), contenida en la fase hexano, fue recolectada y almacenada a -20 °C
para su posterior analisis. La fraccién no hexanica restante (Fraccion F3), tras la extraccion de lipidos,
fue sometida a un procedimiento de precipitacion de proteinas mediante la adicion de una mezcla 1:1
de metanol y cloroformo en una proporcion de 30 puL de la mezcla por mg de peso de moscas
procesadas, posteriormente las proteinas fueron separadas por centrifugacion durante 1 hora a alta
velocidad. Las proteinas precipitadas (Fraccion F4) fueron cuidadosamente recolectadas y
almacenadas a -20 °C. Adicionalmente, la fraccion sobrenadante resultante, que contenia compuestos
no precipitables como metabolitos solubles y pequefias moléculas (Fraccion F5), también fue
recolectada y almacenada bajo las mismas condiciones para futuros analisis.

Este protocolo de fraccionamiento permitié la obtencion de fracciones enriquecidas en diferentes
biomoléculas, asegurando asi un enfoque sistematico para la evaluacion de lipidos, proteinas y
metabolitos solubles, facilitando una caracterizacion exhaustiva de los cambios bioquimicos asociados
al modelo experimental de diabetes tipo Il en Drosophila melanogaster. Posteriormente se realizaron
ensayos para la cuantificacion de proteinas y estudios preliminares en TLC para la deteccion de
cambios en el perfil de lipidos como se describe a continuacion:

Cuantificacion de proteinas: Se empled el método colorimétrico del acido bicinconinico (BCA)
siguiendo metodologias previamente reportadas (Cortes, 2020). Para asegurar la precision y
reproducibilidad de los resultados, se elaboraron curvas de calibracion independientes por triplicado
para cada muestra analizada en los diferentes experimentos (Resultados en el Anexo 5). Como
estdindar de referencia, se utilizo albumina sérica bovina (BSA), preparada en un rango de
concentraciones que abarco desde 0,1 ug/mL hasta 650 ug/mL.

El procedimiento comenzd con la adicion de 25 pL. de las muestras de proteinas o de los estandares de
BSA en las placas de microtitulacion, seguidos de 200 pL del reactivo de BCA, previamente



preparado de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Este reactivo, compuesto por
bicinconinato de sodio y sulfato cuprico, permite la formacion de un complejo plrpura entre los iones
cupricos reducidos (Cu’) y las proteinas, cuya intensidad es directamente proporcional a la
concentracion proteica. Las placas fueron incubadas en condiciones controladas a 37 °C durante 30
minutos, asegurando una reaccion completa. Una vez concluida la incubacion, la absorbancia de cada
pozo se midi6 a una longitud de onda de 562 nm utilizando un lector de microplacas. Los valores de
absorbancia obtenidos para las muestras experimentales se interpolaron posteriormente en las curvas
de calibracion generadas a partir de las muestras estindar de BSA, permitiendo calcular la
concentracion proteica de cada muestra.

4.2.5 Evaluacion del efecto antidiabesidad del extracto mas promisorio

Para este ensayo se disefié un protocolo experimental para evaluar el potencial terapéutico del extracto
a una concentracion final de 1000 ppm. En este experimento, moscas adultas de ambos sexos (2 a 3
dias de edad) fueron divididas en 3 grupos de 50 individuos cada uno asi: 1 tratamiento con el
extracto, 2 moscas control negativo (induccion de diabetes) y 3 moscas control sin tratamiento de
diabetes (estado basal). Los grupos 1 y 2 fueron sometidos a una dieta sélida hipercalérica durante un
periodo de 72 horas, mientras que el grupo 3 fue mantenido en dieta estandar durante todo el
experimento. Tras este periodo, el grupo 2 fue transferido a un vial con dieta estandar (cornmeal) y el
grupo 1 a un vial con dieta normal complementada con el extracto a una concentracion final de 1000
ppm. Todos los grupos fueron mantenidos bajo estas condiciones durante 72 horas, al finalizar este
periodo de tiempo se realizaron los estudios comportamentales descritos anteriormente.
Posteriormente, los individuos de cada grupo fueron sacrificados y mantenidos a -20 °C para realizar
los ensayos ex vivo de cuantificacion de proteinas como se describio en el apartado 4.2.4 y un analisis
de cuantificacion de lipidos empleando cromatografia de gases de acuerdo con la siguiente
metodologia.

Cuantificacion de lipidos: para la cuantificacion de lipidos totales y perfil de acidos grasos, se
empled la técnica de cromatografia de gases (GC), utilizando la fraccion lipidica (F2) obtenida
previamente. Inicialmente, la fraccion F2 fue sometida a un proceso de secado y se pesaron los lipidos
totales para determinar cambios en la fraccion lipidica entre los diferentes tratamientos.

Para el andlisis por GC, se realizd una derivatizacion quimica mediante la formacion de ésteres
metilicos por reaccion con trifluoruro de boro en metanol (BF:/MeOH al 14%) en una proporcion de 1
mL de reactivo por cada 10 mg de lipidos secos. La mezcla reactiva se transfirié a tubos de tapa rosca
de vidrio, los cuales se incubaron en un bafio maria a una temperatura controlada de 85 °C durante 60
minutos, permitiendo la completa transesterificacion de los triglicéridos y otros lipidos complejos en
sus correspondientes FAMEs. Posteriormente los ésteres metilicos se extrajeron con 3 mL de una
mezcla 1:0.5 de n-heptano y tetradecano (Kennish, 2015)

Para el analisis cromatografico se empled un cromatdgrafo de gases equipado con un detector de
ionizacion de llama (GC-FID) y una columna capilar polar DB-23. El método cromatografico incluy6
un programa de temperatura que comenz6 con un rango inicial de 150 °C, incrementandose a 230 °C
a una tasa de 10 °C/min para garantizar la resolucion dptima de los compuestos. Las condiciones del
puerto de inyeccion Split/Splitless incluyeron una temperatura de 250 °C, con un volumen de
inyeccion de 1 uL en modo Split con una relacion de division de 10:1. La identificacion de los acidos
grasos presentes en las muestras se realizd comparando los tiempos de retencion obtenidos con
estandares certificados de FAMEs, mientras que la cuantificacion se llevdo a cabo mediante
normalizacion de areas, considerando el area total de todos los picos detectados en el cromatograma.
Este enfoque permitio determinar con precision la proporcion relativa de cada acido graso en la
fraccion lipidica analizada.

Una vez establecido y corroborado el modelo de diabetes inducido se procedioé a evaluar el potencial
terapéutico del extracto seleccionado en la primera fase del estudio como se describe a continuacion.



4.2.6. Hacer una aproximacion de la composicion quimica del extracto mas promisorio por
medio de un perfilado metabélico usando cromatografia liquida acoplada de alta eficiencia a
espectrometria de masas de alta resolucion (HPLC-HRMS).

En esta investigacion, se llevd a cabo la aproximacion de la composicion quimica del extracto mas
promisorio mediante un perfilado utilizando cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a
espectrometria de masas de alta resolucion (UHPLC-HRMS). Para ello, se empled un equipo de
espectrometria de masas Bruker Impact II acoplado a un sistema de cromatografia liquida UHPLC
Bruker Elute. El analisis cromatografico se realizo utilizando una columna Bruker Intensity Solo 2
C18 (100 x 2.1 mm, i.d.) con una fase movil compuesta por dos solventes: A (agua con acetato de
amonio 10 mM) y B (acetonitrilo). El método incluydé un gradiente lineal de 5% a 95% de B en un
tiempo total de 10 minutos, manteniendo la columna a una temperatura constante de 30 °C. El
volumen de inyeccion fue de 10 pL.

Para el analisis de espectrometria de masas, se utilizé una fuente de ionizacion por electrospray (ESI)
en modo de ionizacion negativa. El sistema oper6 en modo de escaneo automatico MS/MS, cubriendo
un rango de masas de 100 a 5000 m/z con una velocidad de escaneo de 6 Hz. Los parametros
especificos de operacion incluyeron un voltaje de offset en la placa final de 400 V, voltaje en la capilar
de 4500 V, presion del nebulizador de 29 psi, flujo de gas seco de 9.0 L/min y una temperatura de gas
seco de 200 °C. Esta metodologia permitio la caracterizacion preliminar de los compuestos presentes
en el extracto seleccionado mediante dereplicacion manual usando bases de datos.

5. Resultados y discusion

5.1 Rendimiento de extraccion

Los rendimientos de extraccion asistida por ultrasonido para las especies vegetales (Tabla 6)
mostraron variaciones significativas dependiendo de la planta y la parte utilizada. Los valores
oscilaron entre un rendimiento minimo de 5,0% para Petiveria alliacea (Anamil) y un maximo de
10,1% para Juglans neotropica (Nogal), siendo esta Gltima la especie con el mayor porcentaje de
extraccion, reflejando una alta eficiencia en la recuperacion de compuestos bioactivos de las hojas.

Otras especies destacadas en términos de rendimiento incluyen Morus alba (Morera) con 9,7%,
Desmodium adscendens (Amor seco) con 9,6% y Manilkara zapota (Nispero) con 9,1%, las cuales
también superaron el umbral del 9,0%. En contraste, especies como Hymenaea courbaril (Algarrobo)
y Eucalyptus globulus (Eucalipto) presentaron rendimientos mas bajos, con 5,7% y 6,2%,
respectivamente, posiblemente debido a caracteristicas estructurales de sus frutos y hojas que limitan
la liberacion de metabolitos bajo las condiciones de ultrasonido empleadas.

Especies de interés como Rosmarinus officinalis (Romero) y Lantana camara (Venturosa) tuvieron
rendimientos moderados, con 7,5% y 7,2%, mientras que plantas como Smallanthus sonchifolius
(Yacon) y Gumnera antioquensis (Hoja de pan) alcanzaron valores mas altos de 8,4% y 8,9%,
respectivamente, destacando por su capacidad de liberacion de compuestos bajo las condiciones de
extraccion aplicadas.

Tabla 6. Porcentajes de rendimiento de extraccion en la obtencion de los extractos empleando
maceracion asistida por ultrasonido

Nombre comin ID Nombre cientifico (Familia) Parte usada %
Rendimiento
Marrubio Marrubium vulgare (Lamiaceae) Hojas 8,5
Algarrobo Hymenaea courbaril (Fabaceae) Fruto 5,7
Perejil liso Petroselinum crispum (Apiaceas) Hojas 6,8




Venturosa 4 Lantana camara (Verbenaceae) Hojas 7,2
Nispero 5 Manilkara zapota (Sapotaceae) Hojas 9,1
Altamisa 6 Ambrosia peruviana (Asteraceae) Hojas 6,2
Casco de vaca 7 Bauhinia sp. (Fabaceae) Hojas 7,4
Nogal 8 Juglans neotropica (Yuglandaceas) Hojas 10,1
Mamongcillo 9 Melicoccus bijugatus (Sapindaceas) Hojas 5,8
Yacon 10 Smallanthus sonchifolius (Asteraceae) Hojas 8,4
Cola de caballo 11 Equisetum bogotense (Equisetaceas) Hojas 6,9
Sauco 12 Sambucus nigra (Adoxaceas) Hojas 7.8
Vira vira 13 Achyrocline satureioides (Asteraceas) Hojas 8,3
Arrayan 14 Mpyrcia fallax (Mirtaceas) Hojas 7,9
Amor seco 15 Desmodium adscendens (Fabaceae) Hojas 9,6
Romero 16 Rosmarinus officinalis (Lamiaceae) Hojas 7,5
Morena 17 Morus alba (Moraceae) Hojas 9,7
Achiote 18 Bixa orellana (Bixaceae) Fruto 8,2
Almizclillo 19 Abelmoschus moschatus (Malvaceae) Hojas 7,1
Hoja de pan 20 Gunnera antioquensis (Gunneraceae) Hojas 8,9
Apio de monte 21 Eryngium foetidum (Apiaceae) Hojas 7,3
Col rizada 22 Brassica oleracea (Brassicaceae) Hojas 6,4
Verbena 23 Verbena litoralis (Verbenaceae) Hojas 7,2
Siempre viva 24 Gomphrena globosa (Amaranthaceae) Hojas 7,8
Eucalipto 25 Eucalyptus globulus (Myrtaceae) Hojas 6,2
Laurel 26 Laurus nobilis (Lauraceae) Hojas 6,9
Panamefa 27 Tradescantia zebrina (Commelinaceac) Hojas 7,5
Contra gavilana 28 Neurolaena lobata (Asteraceae) Hojas 8,5
Nopal 29 Opuntia ficus-indica (Cactaceae) Hojas 6,7
Anamu 30 Petiveria alliacea (Phytolaccaceae) Hojas 5,0

Los resultados reflejan que el método de extraccidon asistida por ultrasonido es altamente eficiente
para especies como Juglans neotropica (10,1%) y Morus alba (9,7%), debido probablemente a su alto
contenido de metabolitos secundarios de polaridad alta, solubles en Etanol. Por otro lado, los bajos
rendimientos observados en especies como Petiveria alliacea (5,0%) y Hymenaea courbaril (5,7%)
podrian deberse a su composicion quimica o a una mayor resistencia de sus tejidos vegetales. Las
especies con rendimientos intermedios, como Rosmarinus officinalis y Lantana camara, reflejan una
liberacion moderada de compuestos. Los resultados del estudio muestran que la extraccion asistida
por ultrasonido (EAU) presenta rendimientos variables segun la especie vegetal, con valores
generalmente comparables o superiores a los obtenidos por métodos tradicionales como maceracion o
Soxhlet. Por ejemplo, especies como Juglans neotropica y Morus alba lograron rendimientos
superiores al 9%, destacandose frente a reportes previos donde estos métodos alcanzan entre 6-8%
bajo condiciones similares. Esto refuerza la capacidad del ultrasonido para mejorar la extraccion al
romper eficazmente las paredes celulares y facilitar la liberacion de metabolitos bioactivos (Chemat et
al., 2017). Por otro lado, en especies como Petiveria alliacea y Hymenaea courbaril, 1os rendimientos
obtenidos por ultrasonido no difirieron significativamente de los valores reportados en la literatura
para métodos convencionales (4-6%), lo que sugiere que las caracteristicas quimicas y estructurales de



estas plantas pueden limitar la eficiencia de extraccion independientemente del método utilizado
(Zhang et al., 2020).

En términos generales, la EAU ofrece ventajas significativas en términos de tiempo y reduccion en el
uso de solventes, especialmente en especies con tejidos vegetales menos resistentes. Sin embargo, la
eficacia del ultrasonido puede variar considerablemente segin la composicion quimica de la planta y
los compuestos de interés, lo que subraya la importancia de optimizar las condiciones experimentales
para cada especie (Martins et al., 2019). Estos resultados confirman que el ultrasonido es una
herramienta versatil y eficiente para la extraccion de compuestos bioactivos en una amplia gama de
plantas, destacindose como una alternativa prometedora a las metodologias convencionales. Sin
embargo, se recomienda una evaluacion individualizada de cada especie para maximizar los
rendimientos y aprovechar al maximo sus propiedades quimicas unicas.

5.2 Tamizaje de actividad inhibitoria enzimatica in vitro frente a a-glucosidasa,
a-amilasa y lipasa pancreatica

5.2.1 Actividad Inhibitoria frente a a-glucosidasa

La evaluacion de la actividad inhibitoria de los 30 extractos frente a la enzima a-glucosidasa (Figura
6, Tabla 8 del anexo 1) permitié observar variaciones en los porcentajes de inhibicion en funcion de
la concentracion evaluada (50 ppm y 500 ppm); siendo mayores a la concentracion mas alta y
disminuyendo significativamente a 50 ppm para la mayoria de las especies.

En términos generales la mayoria de los extractos presentaron porcentajes de inhibicion mayores que
el control positivo (acarbosa) a las dos concentraciones evaluadas. De hecho, cinco especies
demostraron marcada actividad inhibitoria frente a la enzima, con porcentajes superiores al 90% en
ambas concentraciones: M. zapota (99,29%), J. neotropica (98,02%), M. fallax (98,37%), R.
officinalis (87,72%) y M. alba (82,84%). Ademas, especies como G. antioquensis (98,30%), Bauhinia
sp. (97,65%) y M. fallax (97,83%) mostraron inhibiciones superiores al 90% a 500 ppm, y aunque la
actividad disminuy6 considerablemente a 50 ppm siguieron siendo mas activas que el control. Por
otro lado, especies como R. officinalis (87,72%) y M. alba (82,84%) demostraron una actividad
significativa, aunque inferior en comparacion con las especies mas promisorias. En contraste, P,
crispum (16,31%) y B. oleracea ( 27,29%) fueron unas de las pocas especies con actividad
significativamente mas baja que el control acarbosa.
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Figura 6. Grafica de porcentajes de inhibicion frente a a-glucosidasa a dos concentraciones (500 y 50
pp) con punto de corte del 80%.



Los resultados del tamizaje preliminar de los extractos frente a la enzima a-glucosidasa resaltan la
importancia de hacer una aproximacion preliminar de la actividad inhibitoria a diferentes
concentraciones. Puesto que este enfoque permitid descartar especies con baja actividad y concentrar
los estudios posteriores en aquellas con mayor actividad a 50 ppm. En particular, las especies M.
zapota, J. neotropica, M. fallax, R. officinalis y M. alba mostraron porcentajes de inhibicion
superiores al 60-70% a esta concentracion, posicionandolas como candidatas con alto potencial
inhibitorio. Ademas, el comportamiento dosis-respuesta de estas especies sugiere que las ICs, de estas
especies podrian estar por debajo de 50 ppm, lo que las convierte en prometedoras para estudios mas
detallados de caracterizacion farmacoldgica y quimica.

De acuerdo con la quimiotaxonomia de las familias a las que pertenecen las especies mas
prometedoras en la inhibicion de esta enzima, es posible especular que los compuestos bioactivos
responsables incluyen flavonoides, taninos, alcaloides y saponinas (Moelands, 2018). Considerando
que este tipo de compuestos bioactivos son reconocidos por su capacidad para inhibir enzimas clave
en el metabolismo de carbohidratos, lo que las convierte en objetivos prioritarios para estudios de
caracterizacion fitoquimica (Assefa, 2019).

Por otro lado, la actividad de R. officinalis podria estar relacionada con su contenido de acido
carndsico y rosmarinico compuestos con propiedades antioxidantes e inhibidoras de enzimas (Yan,
2020). Mientras que en el caso de M. alba ha sido previamente asociada con flavonoides activos como
la rutina y la quercetina, que podrian desempeiar un papel en su accidn inhibitoria. Asi como también
el alcaloide 1-Deoxynojirimicina (DNJ) presente en las hojas de esta especie reconocido por su
capacidad para inhibir la glucosidasa, lo que puede ayudar a reducir la glucemia postprandial.
(Hansawasdi, 2019).

Con todo lo anterior es posible concluir que cinco especies, M. zapota, J. neotropica, M. fallax, R.
officinalis y M. alba, mostraron una actividad inhibitoria frente a la a-glucosidasa, superando el 80%
a 50 ppm, posicionandose como los extractos mas prometedores para futuras investigaciones.

5.2.2 Actividad Inhibitoria frente a a-amilasa

Los resultados frente a la enzima a-amilasa revelaron una tendencia de inhibicion similar a la
observada en a-glucosidasa, aunque con porcentajes de inhibicion notablemente mayores. Es
importante destacar que todos los extractos analizados fueron significativamente mas activos que el
control positivo (acarbosa) en ambas concentraciones evaluadas como se muestra en la Tabla 9
(Anexo 2) y la Figura 7. En términos generales la mayoria de los extractos presentaron porcentajes
cercanos o superiores al 90% a la concentracion mas alta (500 ppm). A la concentracion de 50 ppm,
cuatro extractos mantuvieron inhibiciones superiores al 90%, mientras que las demdas especies
presentaron porcentajes de inhibicion superiores al 60%. Estos resultados resaltan el potencial de los
extractos estudiados como inhibidores efectivos de a-amilasa y justifican su exploracion en estudios
adicionales.
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Figura 7. Grafica de porcentajes de inhibicion frente a a-amilasa a 500 y 50 ppm con punto de corte
del 90%.

De forma semejante a lo observado frente a la enzima a-glucosidasa, las especies M. alba y J.
neotropica sobresalieron nuevamente con los valores mas altos de inhibicion frente a la enzima
a-amilasa con porcentajes de 96,59% y 96,48%, respectivamente a 50 ppm. Ademas, otras especies
como D. adscendens (94,73%), M. fallax (87,79%) y E. globulus (88,97%) también mostraron
porcentajes de inhibicion significativos a esta concentracion, consolidandose como alternativas
prometedoras para inhibir esta enzima clave en el metabolismo de carbohidratos.

Es de destacar que M. alba y J. neotropica podrian tener un potencial inhibitorio dual frente a las
enzimas o-glucosidasa y a-amilasa, lo que les otorgaria un valor adicional al presentar un perfil de
actividad mas completo en el metabolismo de los carbohidratos. Este doble efecto inhibitorio sugiere
que estas especies podrian regular de manera mas eficiente la degradacion de polisacaridos y
disacaridos en distintas etapas del metabolismo, ofreciendo una estrategia integral para el control de la
glucosa postprandial. Se podria inferir que metabolitos secundarios de tipo fendlico y flavonoide
presentes en estas especies favorecen la inhibicién enzimatica mediante interacciones directas con los
sitios cataliticos o alostéricos de las enzimas, tal como lo han reportado estudios previos (Yuan, 2024;
Nakamura, 2021). Ademads, la complejidad quimica de los extractos vegetales podria permitir
interacciones sinérgicas entre multiples compuestos, aumentando su afinidad y eficacia en la
inhibicion de diferentes regiones de las enzimas (Tang, 2018). Este enfoque sinérgico no solo
maximiza el efecto inhibitorio, sino que también resalta el potencial de estas especies como fuentes
prometedoras para el desarrollo de tratamientos alternativos en el manejo de la diabetes tipo II.

Finalmente, los hallazgos del tamizaje frente a la enzima a-amilasa permitieron identificar al menos
cinco extractos promisorios con altos porcentajes de inhibicion a 50 ppm, constituyendo un punto de
partida so6lido para continuar con los estudios de caracterizacion farmacolégica y quimica.

5.2.3 Actividad Inhibitoria en lipasa pancreatica

Con base en los resultados obtenidos previamente, se decidio realizar el ensayo de inhibicion de lipasa
pancreatica unicamente con los 14 extractos que mostraron mayor actividad frente a las enzimas
a-glucosidasa y a-amilasa. Esto con el objetivo de enfocar el estudio en extractos con potencial
antidiabesidad (multimodal). Los resultados de la Figura 8 (Tabla 10 Anexo 3) muestran los
porcentajes de inhibicion de la enzima lipasa pancredtica a las concentraciones del tamizaje. A una
concentracién baja (50 ppm), los resultados evidencian una actividad inhibitoria moderada en la



mayoria de las especies, con excepciones destacadas como J. neotropica (50,61 + 0,14%), D.
adscendens (39,78 + 0,99%) y T. zebrina (31,25 + 0,34%). Estas especies demostraron la mayor
capacidad para inhibir la o-lipasa a esta concentracion, lo que sugiere la presencia de compuestos
bioactivos con alta afinidad hacia esta enzima clave en el metabolismo lipidico.

A una concentracion mas alta (500 ppm), se observé un aumento general en los porcentajes de
inhibicion siendo Marrubium vulgare (45,15 + 0,63%), Hymenaea courbaril (44,84 = 0,85%) y
Desmodium adscendens (43,61 £ 0,33%) las especies con mayor actividad inhibitoria a esta
concentracion. Sin embargo, algunas especies como Petroselinum crispum 'y E. globulus mantuvieron
niveles de inhibicion bajos incluso a 500 ppm (16,31 = 0,81% y 17,39 £ 0,72%, respectivamente), lo
que podria indicar una menor densidad de compuestos activos en sus extractos o una afinidad limitada
hacia la enzima.

% Inhibicién lipasa pancretica

1007 [ Extractos 50 ppm

- Extractos 500
:5 80 g Extractos ppm
L 60— I
2
L
£ 40
=S

204

RIERLIRLRRRGR

1 1 1 1 1 1 1

1 1 1 1 1 1
R N I T - T T Y- B — S~ ST R
- v v v = N &N &N ™

Extracto

Figura 8. Grafica de porcentajes de inhibicion frente a lipasa pancreatica a dos concentraciones (500
y 50 pp) con punto de corte del 50%.

Al comparar los resultados de la figura 9, frente a la obtenidos en glucosidasa y amilasa, se puede
observar que los extractos resultaron ser mucho menos activos en la inhibicion de la lipasa pancreatica
lo que podria relacionarse con la composicion quimica de estos de naturaleza mas polar y la estructura
de la enzima. Se ha reportado que la inhibicion de la lipasa pancreatica puede estar influenciada por
diversos factores, incluyendo la estructura del sitio activo de la enzima, el medio del ensayo,
limitantes en la solubilidad por parte de los metabolitos polares entre otros. Esto considerando que la
lipasa es una enzima serin-proteasa que cataliza la hidrolisis de triglicéridos en acidos grasos y
glicerol, cuyo sitio activo estd compuesto por una triada catalitica clasica (Ser-His-Asp) con una
region hidrofébica circundante que interactia especificamente con sustratos lipidicos. Lo anterior
implica que los metabolitos secundarios con caracteristicas hidrofobicas y afinidad por las
interacciones no covalentes, como los terpenoides, pueden unirse eficazmente al sitio activo e inhibir
su funcion (Yan, 2020). Asi, la variabilidad observada entre los extractos podria también estar
relacionada con las diferencias en la biodisponibilidad de los metabolitos en el medio de reaccion.
Algunos compuestos activos presentes en los extractos pueden tener una polaridad que no favorece su
interaccion con el entorno hidrofobico del sitio activo de la lipasa pancreatica.

Considerando que los porcentajes de inhibicion obtenidos fueron inferiores al 50% en ambas
concentraciones evaluadas y debido a limitaciones de solubilidad en el ensayo, que impidieron probar
concentraciones mads altas, no se procedid a determinar las concentraciones inhibitorias cincuenta
(ICs) frente a esta enzima.



5.2.3. Concentraciones inhibitorias cincuenta de los extractos mas activos

Para la determinacion de las concentraciones inhibitorias medias (ICs0) frente a la enzima
a-glucosidasa, se establecid como criterio de seleccion aquellos extractos que presentaron un
porcentaje de inhibicion superior al 80% en al menos una de las dos concentraciones evaluadas (50 y
500 ppm). Bajo este criterio, se seleccionaron un total de 13 especies vegetales.En el caso de la
a-amilasa, se utilizd6 como punto de corte un porcentaje de inhibicion superior al 90% a una
concentracion de 50 ppm, lo que resulto en la seleccion de 9 especies vegetales.La determinacion de
las ICso se realizo evaluando diferentes concentraciones de cada extracto, siguiendo un modelo de
respuesta dosis-dependiente. Dicho modelo se ilustra en la Figura 9, en la cual se presentan
unicamente los resultados correspondientes a los extractos mas prometedores. Los valores de ICso
obtenidos para cada extracto y enzima analizada se resumen en la Tabla 13.
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Figura 9. Modelo dosis dependiente para determinar ICs, en a-glucosidasa y a-amilasa

Si bien no existe una escala universalmente aceptada para clasificar las concentraciones inhibitorias
medias (ICso) frente a las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa, diversos estudios sugieren ciertos rangos
para evaluar la efectividad de los inhibidores. De acuerdo con la literatura, se considera una inhibicion
altamente efectiva cuando los valores de ICso son inferiores a 100 ppm, moderada para valores entre
100 y 500 ppm, y baja cuando las ICso superan los 500 ppm (Kim, Y. et al., 2011; Zhang, L. et al,,
2018). En este contexto, los extractos evaluados en el presente estudio fueron seleccionados y
analizados con base en estos criterios. A continuacion, se detallan los resultados obtenidos para las
ICso frente a la a-glucosidasa y la a-amilasa, asi como los puntos de corte empleados para la seleccion
de extractos altamente promisorios.En términos generales, los extractos con mayor potencial
inhibitorio a-glucosidasa fueron los de E. globulus, con un ICs, de 5,97 + 0,16 ug/mL, seguido de J.
neotropica (6,64 + 0,19 pg/mL), y M. fallax con un valor de 8,95 + 0,25 pg/mL. Ademads, cuatro
extractos mas mostraron un alto potencial inhibitorio con concentraciones menores a 20 pg/mL (Tabla
13). En contraste, tres extractos M. bijugatus, A. peruviana y G. brephogea mostraron menor
actividad con ICs, superiores a 100 pg/mL, mientras que los restantes exhiben potencial inhibitorio
moderado con valores de ICs, cercanos a 50 pg/mL.



Tabla 7. Concentraciones inhibitorias cincuenta (ICs,) de los extractos mas promisorios frente a las
enzimas a-glucosidasa y a-amilasa

IC5, Glucosidasa IC5, Amilasa

Nombre cientifico Nombre comin (ppm) (ppm)
Morus alba Morena 11,49 £ 0,31 12,88 + 1,03
Melicoccus bijugatus Hoja de mamoncillo |117,47 £2,39 34,67+ 1,88
Gunnera antioquensis Hoja de pan 124,17 £4,36 30,78 £ 1,34
Manilkara zapota Nispero 13,99 + 0,557 34,88 +£ 0,10
Ambrosia peruviana Altamisa 143,6 + 5,70 ND
Bixa orellana Achiote 20,37 + 0,08 ND
Rosmarinus officinalis Romero 30,16 £ 0,66 22,14 £ 0,05
Eucalyptus globulus Eucalipto 5,97+0,16 ND
Bauhinia variegata Casco de vaca 50,66 + 0,26 26,52 + 1,28

Gomphrena globosa Siempre viva 56,16 £ 3,76 ND

Juglans neotropica Nogal 6,64 +0,19 20,8 £ 0,03

Tradescantia zebrina Panameiia 63,73 £2,13 14,34 £2,04

Mpyrcia fallax Arrayan 8,95+0,25 ND

Bidens pilosa Amor seco ND 20,8 + 0,03

Acarbosa 880* 970%**

{;?psli\égh%res de ICs, se presentan como el promedio + SEM de tres experimentos independiente realizados por

ND= No determinado
*Tomado de: Nakamura, 2021 ** tomado de: Dirir, 2022

En comparacién con la inhibicion de la a-glucosidasa, ninguno de los extractos evaluados frente a la
a-amilasa mostr6 concentraciones inhibitorias menores a 10 ppm. Sin embargo, los extractos mas
prometedores presentaron valores de ICs, menores o iguales a 20 ppm. Por ejemplo, M. alba, mostro
el mayor potencial inhibitorio con una ICs, de 12,88 + 1,03 ug/mL, seguido de T. zebrina (14,34 +
2,04 ng/mL) y J. neotropica (20,8 = 0,03 pg/mL). Por otro lado, los extractos de M. zapota y M.
bijugatus mostraron valores de ICs, un poco mas altos (34,88 = 0,10 pg/mL y 34,67 + 1,88 pg/mL,
respectivamente) pero inferiores a 50 ppm, lo que indica una eficacia moderada en la inhibicion de la
enzima.

Entre los extractos con mayor potencial debido a su actividad dual frente a las enzimas se encuentra
M. alba (morena) que presento valores de ICs, de 11,49 + 0,31 pg/mL para o-glucosidasa y 12,88 +
1,03 pg/mL para a-amilasa. La notable actividad de M. alba y puede atribuirse a la presencia de
compuestos como flavonoides (quercetina y rutina) y 1-Deoxynojirimicina (DNJ) que como se
mencioné anteriormente ha demostrado actividad inhibitoria frente a a-glucosidasa y o-amilasa in
vitro, de acuerdo con reportes previos (Hansawasdi, 2019).

Es relevante mencionar que incluso extractos con ICs altas para nuestro estudio como G. brephogea 'y
A. peruviana mostraron mayor potencial inhibitorio que la acarbosa, con diferencias de hasta 6 veces
en sus valores de 1Cs,. Esto sugiere que, aunque menos efectivos que M. alba o J. neotropica, siguen
siendo alternativas prometedoras que podrian explorarse en combinacidon con otros extractos para
maximizar la eficacia terapéutica. En este contexto, nuestros resultados permiten suponer que los
extractos vegetales podrian inhibir mas efectivamente a las enzimas de estudio en comparacion con la
acarbosa, lo que podria estar relacionado con su alta complejidad al ser una mezcla de diferentes
metabolitos (Hansawasdi, 2019). De hecho, algunos estudios previos respaldan la hipotesis del posible



sinergismo en los extractos completos totales, por ejemplo, extractos ricos en flavonoides, como los
de Camellia sinensis (t¢ verde), han reportado ICs, de aproximadamente 10-20 ppm, mientras que
compuestos aislados como EGCG alcanzan 1Cs, de 50 ppm (Chemat et al., 2017). Esto sugiere que la
complejidad quimica de los extractos integrales puede potenciar su actividad inhibitoria. Ademas, el
perfil quimico diverso de estos extractos podria ofrecer una actividad multitarget lo que podria
resultar beneficioso considerando que la diabetes tipo II es un desorden metabdlico complejo.

En el caso de M. zapota, su alta actividad inhibitoria podria atribuirse a la presencia de taninos y
compuestos fendlicos, como catequinas y epicatequinas, que han mostrado actividad frente a la
a-glucosidasa en otros estudios (Assefa, 2019). Asimismo, los estudios quimicos de esta especie han
permitido identificar otros compuestos activos como acido galico y flavonoides, que también podrian
contribuir a su actividad. Por ejemplo, se ha reportado que las catequinas que contienen multiples
grupos hidroxilo pueden interactuar directamente con los residuos activos de la a-glucosidasa,
bloqueando su actividad (Assefa, 2019).

Por otro lado, las naftoquinonas, como la juglona, son compuestos caracteristicos de la familia
Juglandaceae, a la cual pertenece Juglans neotropica. En particular el género Juglans es conocido por
producir metabolitos secundarios como naftoquinonas, flavonoides y taninos. Estudios previos han
demostrado que la juglona y sus derivados poseen una notable capacidad inhibitoria hacia la enzima
a-glucosidasa, con valores de concentracion inhibitoria en el rango de 15-25 ppm (Yan et al., 2020).
La juglona, gracias a su estructura biciclica, ntiicleo aromatico y grupos carbonilo, puede interactuar
eficazmente con los sitios activos de la a-glucosidasa mediante la formacion de enlaces de hidrogeno
y la generacion de interacciones m-n con residuos aromaticos de la enzima.

Los extractos de M. alba, M. zapota, y J. neotropica se destacaron por su notable actividad inhibitoria
frente a la a-glucosidasa, con valores de ICso significativamente bajos de 11,49 + 0,31 ppm, 13,99 +
0,55 ppm y 20,08 £ 0,08 ppm, respectivamente, siendo hasta 75 veces mas efectivos que el control
positivo (acarbosa). Ademas, otras especies como G. brephogea y A. peruviana, aunque presentaron
ICso relativamente mas altos, demostraron una eficacia superior a la de la acarbosa, posicionandose
como alternativas viables. Asimismo, los extractos de E. globulus, J. neotropica, M. fallax y M. alba
emergen como candidatos prometedores para el desarrollo de terapias orientadas al manejo de la
diabetes y la obesidad, destacando el potencial de los extractos vegetales como inhibidores eficaces de
la a-glucosidasa y a-amilasa. Estos hallazgos subrayan la necesidad de profundizar en estudios que
caractericen la composicion quimica especifica de los extractos mas activos y esclarezcan los
mecanismos moleculares responsables de su actividad, mientras que los extractos menos activos
podrian investigarse para optimizar sus métodos de extraccion o explorarse en combinaciones que
potencien su efectividad.

5.3 Efectos antidiabéticos del extracto mas promisorio en los ensayos in vitro empleando
modelos de diabetes en Drosophila melanogaster

5.3.1 Matriz de seleccion extracto mas promisorio

Para seleccionar el extracto mas promisorio para continuar con los estudios farmacoldgicos in vivo se
desarrolld una matriz de priorizacion en la cual se incluyeron los 14 extractos a los que se les
determinaron las concentraciones inhibitorias frente a las dos enzimas (Tabla 7). En la matriz de
puntuacion se incluyeron como criterios de priorizacion los resultados de actividad in vitro, asi como
los reportes quimicos y de estudios in vivo reportados en literatura, asignando valores entre 0 y 1
como se presenta en el anexo 4. Para facilitar la interpretacion de los resultados, se elabord un grafico
de tipo heat map representado en la figura 10. En esta visualizacion, los puntajes mas cercanos a cero
corresponden a los extractos con mayor potencial terapéutico, mientras que los valores mas cercanos a
uno identifican aquellos menos promisorios. Ademas, el tamafio de los circulos en la figura esta
directamente relacionado con el puntaje asignado (ver tabla 11), los circulos mas grandes representan
puntajes mas favorables, es decir los extractos con un mayor potencial. Ademas, el esquema utiliza
una codificacion de colores para diferenciar el estado de investigacion de cada especie (Ver puntajes



en las tablas 11,12 y 13 del anexo 4). Los circulos en color verde indican que las especies no han sido
objeto de estudios in vivo previos relacionados con la patologia en cuestion, mientras que los circulos
en color rojo corresponden a especies que ya cuentan con investigaciones previas relacionadas a la
diabetes tipo II.
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Figura 10. Matriz de seleccion del extracto mas promisorio. Heat map.
Eje Y indica numeracion de los extractos. Eje X indica el puntaje obtenido por cada una de los extractos. Tamafio de punto
indica un mejor puntaje con respecto a los demds, entre mas grande mejor. El color verde indica que no tiene estudios in
vivo. El color rojo indica que tiene estudios in vivo. Elaborado en GeoGebra.

La matriz de priorizacion indica que las especies 7. zebrina, G. brephogea y J. neotropica que poseen
los puntajes mas cercanos a cero representan un buen punto de partida para continuar con estudios
enfocados a la busqueda de alternativas terapéuticas para el manejo de la diabetes tipo II. En este
contexto, para este estudio se selecciond a la especie Juglans neotropica debido a que obtuvo el
puntaje mas bajo, consolidandose como el extracto mas prometedor. Este puntaje refleja no solo su
alta eficacia inhibitoria en ensayos in vitro, sino también la ausencia de estudios in vivo relacionados
con el tratamiento de la diabetes tipo II y la obesidad.

Los resultados obtenidos a partir de la matriz de priorizaciéon subrayan la importancia de integrar
multiples criterios objetivos para identificar extractos con el mayor potencial terapéutico y cientifico.
En este analisis, J. neotropica se destacd como el extracto mas prometedor debido a su sobresaliente
capacidad inhibitoria y la ausencia de estudios previos in vivo, lo que representa una oportunidad
Unica para caracterizar sus compuestos activos y explorar nuevos mecanismos de accion. Esto
contrasta con otras especies altamente promisorias identificadas en el tamizaje in vitro, como es el
caso de E. globulos, R. officinalis y M. alba, las cuales ya cuentan con estudios quimicos,
farmacolégicos e incluso preclinicos previos. Estas ultimas, aunque relevantes, no representarian un
aporte significativo al conocimiento en el area de estudio.

5.3.2 Establecimiento del modelo

A fin de establecer un modelo experimental de diabetes tipo Il en Drosophila melanogaster a usar en
el presente proyecto se evaluaron diversas metodologias reportadas en la literatura. Con lo cual, se
optd por inducir la diabetes mediante dietas so6lidas hipercaldricas con un alto contenido de azucar
(32% de sacarosa). Este enfoque proporciond resultados reproducibles y consistentes con los
reportados por Alvarez-Rendon (2011), mostrando alteraciones significativas en la capacidad motora
(exploratoria) de las moscas en comparacion con el grupo control alimentado con una dieta estandar
como se ilustra en la figura 11; sin causar mortalidad significativa durante el ensayo.
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Figura 11. Resultados del establecimiento del modelo de diabetes en Drosophila Melanogaster
A. El grafico de boxplots muestra la distribucion de los datos correspondientes a los dos grupos experimentales
evaluados. En el eje Y se representa el nimero de cuadros recorridos por Drosophila, mientras que en el eje X
se presentan los grupos: control y diabetes.. Los datos fueron analizados mediante un andlisis de varianza
(ANOVA) seguido de una prueba t de Student (n = 50). El analisis se realiz6 utilizando el software GraphPad
Prism 9. Las barras en el grafico indican el error estandar de la media (SEM), y las diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos estan sefialadas con asteriscos (p < 0,001). El grupo A presenté una media de
36,70 frente a 16,30 del grupo B, con una diferencia de -20,39 £+ 2,072. El intervalo de confianza al 95% fue de
-24,57 a -16,22, y el anéﬁsis estadistico arrojo un valor de p=0,0073 (p <0,01). La prueba de varianza mostrod
F = 3,285 y un R? = 0,6877, con un tamaiio de muestra de 23 individuos por grupo, confirmando diferencias
significativas entre los grupos.
B. Resultados cuantificacion de proteinas por BCA
C. Aproximacion preliminar lipidica. Cromatografia en capa delgada de una muestra de triglicéridos (Aceite
mineral), extracto del grupo modelo de diabetes y extracto del grupo control negativo. Fase movil:
Hezicano:Dietil éter:Acido acético (80:20:1). Revelador: Acido fosforico- sulfato de cobre (2%)/ Camara de
Yodo.

Los resultados del establecimiento del modelo experimental indican que las moscas mantenidas en la
dieta alta en glucosa (Agar de diabetes) mostraron una reduccion significativa de la actividad
locomotora, medida en las arenas de exploracién, en comparacién con el grupo control. Esto se
evidencia como un menor promedio de cuadros recorridos por los individuos en el modelo diabético;
lo cual se ha relacionado anteriormente con un deterioro en su capacidad exploratoria y motora como
consecuencia a la alteraciones metabodlicas y neuromusculares. Considerando la significancia
estadistica en las diferencias en la actividad locomotora (p =0,0073) se podria especular que el modelo
de induccion de diabetes desencadena un importante impacto en el comportamiento de los insectos, lo
que servira como una primera evidencia en el establecimiento del disefio experimental para estudiar
los efectos de la hiperglucemia.

Por otro lado, en la cuantificacion de proteinas (Figura 11) se encontré que el grupo control presentd
un valor promedio de 545,12 pg/mL (equivalente a BSA), mientras que el grupo de diabetes mostro
un valor de 209,25 pg/mL (equivalente a BSA). Lo cual demuestra una disminuciéon de més de un
50% del total de la concentracion proteica en las moscas diabéticas, lo que podria estar relacionado
con procesos de degradacion proteica o inhibicion en la sintesis de proteinas causada por la
exposicion prolongada a altos niveles de glucosa (Grifoni, 2018). Este fendomeno ha sido
documentado previamente en diferentes estudios, en donde se ha demostrado que la hiperglucemia
cronica afecta directamente la homeostasis proteica, promoviendo el estrés oxidativo y la disfuncion
metabdlica en organismos modelo (Alvarez-Rendoén, 2018). Estos hallazgos estin en concordancia
con los cambios comportamentales observados y respaldan el modelo de induccion de diabetes en



Drosophila como una excelente aproximacion para el estudio de alteraciones bioquimicas asociadas
con la diabetes y la busqueda de nuevas opciones terapéuticas.

Ademas en la aproximacion preliminar al estudio de los cambios en el perfil lipidico de los dos grupos
de tratamiento empleando cromatografia en capa delgada (Figura 11). Se observaron diferencias
claves como una banda de lipidos con mayor intensidad y densidad en comparaciéon con el grupo
control negativo, lo que indica un incremento significativo en el contenido lipidico. Este aumento
sugiere que las moscas sometidas a una dieta rica en glucosa experimentan una acumulacion lipidica
que podria estar asociada a alteraciones metabdlicas propias de estados de hiperglucemia, como la
lipogénesis exacerbada o la inhibicion de la lip6lisis (Armstrong, 2020). En comparaciéon con el
estandar de triglicéridos, las bandas de los extractos del grupo diabético muestran patrones de
migracion similares, lo que confirma la presencia predominante de triglicéridos como componente
principal de los lipidos acumulados. Por otro lado, en el grupo control negativo, la banda lipidica es
considerablemente menos intensa, lo que refleja una menor acumulacion de triglicéridos, consistente
con el metabolismo basal normal de las moscas no sometidas a estrés glucémico (Grifoni, 2018).

Los resultados obtenidos respaldan la validez del modelo de induccién de diabetes usando Drosophila
melanogaster mediante una dieta rica en glucosa, al evidenciar alteraciones significativas tanto a nivel
comportamental (motoras) como en los parametros bioquimicos evaluados. Por lo tanto, se continu6
con esta aproximacion para evaluar los efectos antidiabéticos del extracto de J. neotropica.

5.3.3 Tratamiento con el extracto mas promisorio (Juglans neotropica)

En la Figura 12 se presentan los resultados de la actividad exploratoria de Drosophila en los tres
grupos experimentales, siendo control las moscas mantenidas en dieta estandar durante todo el
ensayo, 2 el grupo sometido a la inducciéon de diabetes y luego sometido a dieta sin tratamiento, y
finalmente 3 el grupo que tras la induccion de diabetes fue tratado con el extracto de J. neotropica
durante dos dias a la concentracion de 1000 ppm. Como en la fase preliminar, en el eje Y se
representa el promedio de la cantidad de cuadros recorridos por los individuos (durante 1 minuto),
indicando su movilidad y capacidad exploratoria.
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Figura 12. Grafico de boxplots de los resultados del analisis comportamental en los diferentes grupos

de tratamiento.

Eje Y se representa el nimero de cuadros recorridos por las D. melanogaster, eje X grupos de tratamiento: (1) Control

Eositivo; (2) Modelo de diabetes; (3) Tratamiento con J. neotropica a 1000 ppm. Los datos no fueron normales por eso se
izo un Anova no paramétrico con test de Dun. El analisis se realizo utilizando el software GraphPad Prism 9. Las barras en

el grafico indican el error estandar de la media (SEM), y las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos estan

sefialadas con asteriscos. NS: No hay diferencias significativas.



Como se observa en la figura 12, se mantuvo la tendencia observada en la fase de establecimiento del
modelo de diabetes con diferencias significativas (p = 0,0001) en la capacidad motora de las moscas
mantenidas en el agar hipercalorico versus la dieta estandar. Sin embargo, tras el tratamiento con el
extracto se observa una recuperacion de la habilidad exploratoria de las Drosophilas con un aumento
en el nimero de cuadros atravesados en el tiempo del ensayo, aproximadamente 35 en promedio.
Estos resultados son un excelente punto de partida, puesto que al comparar con el grupo 2 que solo
estuvo expuesto al agar de diabetes hay una mejora estadisticamente significativa (p = 0,0552) en la
habilidad motora. Lo cual se afianza al contrastar con el control del ensayo (moscas mantenidas bajo
condiciones estdndar) encontrando que el grupo de tratamiento con el extracto se asemeja mas al
control lo que indica una recuperacion casi total de la capacidad exploratoria.

Los anteriores resultados indican que el extracto seleccionado por su potencial in vitro podria estar
gjerciendo efectos terapéuticos en el modelo de diabetes en Drosophila modulando los efectos
metabolicos y a su vez mejorando los efectos conductuales asociados a la diabetes tipo II. Lo anterior
teniendo en cuenta que la disminucion de la actividad locomotora en D. melanogaster en modelos de
diabetes tipo II ha sido ampliamente documentada en la literatura como una manifestacion fisiologica
que refleja alteraciones en vias metabolicas y mecanismos celulares clave. Especialmente en la via de
la insulina, que es evolutivamente conservada entre moscas y mamiferos (Yadai Yu, 2018). De hecho
se ha indicado que bajo condiciones de resistencia a la insulina, esta via se ve comprometida, lo que
reduce la capacidad de las células musculares para captar y utilizar glucosa, ocasionando un déficit
energético en el tejido muscular afectando directamente la contractilidad y la funciéon motora, lo que
se manifesta como una reduccion significativa en la actividad locomotora (Klionsky, 2021).

Ademas de la disfuncion de la sefalizacion de la insulina, otros mecanismos metabolicos y
hormonales pueden contribuir a la disminucién en la movilidad. Por ejemplo, la alteracion de la
hormona adipocinética, que en Drosophila actGa de manera analoga al glucagén en mamiferos,
desempefia un papel critico en la movilizacion de reservas energéticas, especialmente en momentos de
alta demanda. En estados de resistencia a la insulina, la regulacién de esta hormona se ve afectada, lo
que impide una movilizacion eficiente de lipidos y carbohidratos lo que resulta en una incapacidad
para sostener la actividad fisica (Zeng, 2015).

Otro factor importante es la alteracion en la sefializacidon de la proteina quinasa activada por AMP
(AMPK), un sensor energético critico, también contribuye a la disminucion de la actividad
locomotora. En un estado normal, la AMPK regula la homeostasis energética activando vias
catabolicas para generar ATP y suprimen procesos anabdlicos que consumen energia. Sin embargo, en
la diabetes tipo II, la activacion de esta proteina puede estar comprometida, lo que limita la capacidad
del organismo para responder a déficits energéticos, afectando aun mas la funcién muscular y
locomotora (Zeng, 2015).

Estudios previos han demostrado que las Drosophilas sometidas a dietas hipercaloricas presentan una
disminucion persistente en su actividad locomotora durante al menos 10 dias después de la ultima
ingesta, lo que destaca el impacto prolongado de la resistencia a la insulina en el comportamiento
motor. Este efecto, ademéas de reflejar una alteracion metabolica sistémica, subraya la relevancia del
modelo de Drosophila para estudiar las consecuencias funcionales de la diabetes tipo II en etapas
prolongadas de la vida (MacMillan, 2023).

Esta primera aproximacion sugiere que el extracto de J. neotropica podria tener un efecto positivo en
la regulacion de vias metabdlicas relacionadas con la diabetes, impactando directamente en la
capacidad motora. Ademads, los resultados indican que el extracto posee cierto nivel de
biodisponibilidad, permitiéndole alcanzar sus blancos y ejercer un efecto beneficioso. Estos hallazgos
destacan el potencial del extracto como una herramienta prometedora para el tratamiento de
alteraciones metabolicas asociadas con la diabetes tipo II pero se requiere estudiar mas a profundidad
sus efectos a nivel metabdlico y celular. En este contexto, en este proyecto se realizé un estudio de
algunos parametros bioquimicos ex vivo usando extractos de los diferentes grupos de tratamiento y
los resultados se describen a continuacion.



5.3.3.1 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas en los extractos de D. melanogaster mediante el método BCA mostrd
diferencias entre los tres grupos evaluados, en donde el grupo control (condiciones estandar) presento
el mayor contenido de proteinas totales con una concentracion de 545,12 + 13,47 pg/mL
(Equivalentes BSA). Mientras que el grupo 2, moscas sometidas a la dieta alta en aztcar (32%)),
mostré una disminucion de mas de un 50% del total del contenido de proteinas respecto al control,
con una concentracion de 209,25 £+ 20,03 pg/mL. Este resultado puede ser correlacionado con la
disfuncion metabolica asociada al estado diabético como se discutié previamente.

Sin embargo, para el grupo de moscas diabéticas posteriormente tratadas con el extracto de J.
neotropica (1000 ppm), la concentracion promedio de proteinas tuvo una mejora significativa en
comparacion con el estado diabético, alcanzado una concentracion de 446,04 + 9,48 pg/mL. Ademas
en comparacion con el grupo de control, si bien no lograron los mismos valores del contenido proteico
se hace evidente que tras el tratamiento hay una mejora notable de pardmetros bioquimicos claves.
Ademas los anteriores resultados estan en concordancia con lo observado en los estudios
comportamentales respaldando que el extracto de J. neotropica puede tener un efecto significativo en
la restauracion del equilibrio bioquimico en el modelo de Drosophila.

La reduccion significativa en la cantidad de proteinas en las moscas diabéticas puede explicarse por la
desregulacion metabolica que acompaiia a la resistencia a la insulina, caracteristica de esta
enfermedad. La literatura previa ha demostrado que, en estados diabéticos, la disfuncién en la
senalizacion de la via mTOR, un regulador clave de la sintesis proteica, juega un papel central
(Alvarez-Rendén, 2018). La inhibicion de mTOR, causada por la resistencia a la insulina y la
hiperglucemia, reduce la capacidad de las células para sintetizar proteinas, lo que coincide con los
niveles disminuidos observados en el modelo de diabetes.

El tratamiento con Juglans neotropica mostré un efecto reparador significativo en las moscas
diabéticas, con un aumento en la concentracion de proteinas que representa una recuperacion parcial
hacia los niveles normales. Este resultado sugiere que los compuestos bioactivos presentes en el
extracto, pudieron actuar en la regulacion de los niveles de azlcares en las moscas modulando vias
metabolicas clave, como por ejemplo reactivado la via mTOR o estabilizado el equilibrio entre
sintesis y degradacion de proteinas, tal como se ha reportado en estudios previos. Estos resultados se
complementaron con la deteccion y cuantificacion de lipidos por medio de cromatografia de gases
FID.

5.3.3.2 Cuantificacion de Lipidos

El analisis cromatografico de los acidos grasos esterificados presentes en la fraccion hexanica (F3) de
los diferentes grupos de tratamiento permitio observar cambios en los perfiles lipidicos de forma
semejante a lo encontrado en los analisis anteriores. En la Figura 13, se presentan los cromatogramas
FID de la fraccion lipidica esterificada para los tres grupos de tratamiento. De forma general, los tres
cromatogramas no presentan grandes variaciones en el numero de picos, los cuales corresponden a los
¢ésteres metilicos de los acidos grasos indicando que no hay gran variabilidad quimica en el modelo.
Sin embargo, si se observan cambios importantes en las concentraciones representadas por el area
bajo la curva de cada pico, principalmente para el grupo de moscas diabéticas (grupo 2) en
comparacion con los demas.

Inicialmente el grupo control negativo en la parte superior de la imagen, se observan
aproximadamente 8 picos entre 13 y 19 minutos. De los cuales cinco fueron identificados por
comparacion con los patrones corresponden a el oleato de metilo (13,57%) y el linoleato de metilo
(10,52%). equilibrado, con un 4rea total significativamente menor de 160,60 unidades. Este perfil es
caracteristico de un estado metabodlico saludable, donde los acidos grasos no esterificados estan
adecuadamente regulados, favoreciendo la homeostasis lipidica.
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Figura 13. Resultados del analisis de FAMEs por CG-FID de los tres grupos de tratamiento en el
modelo de diabetes en D. melanogaster.

En el grupo del modelo de diabetes, los niveles de acidos grasos no esterificados fueron
significativamente mas elevados, con un area total cuantificada de 304,78 unidades. Este perfil es
consistente con un estado de desregulacion metabdlica caracteristico de la resistencia a la insulina y la
acumulacion de lipidos. Entre los 4cidos grasos predominantes se identificaron el linoleato de metilo
(26,74%) y el oleato de metilo (20,05%). La alta proporcion de linoleato y oleato podria ser indicativa
de una lipolisis aumentada, donde los triglicéridos almacenados en el cuerpo graso de Drosophila
melanogaster se hidrolizan de manera descontrolada, liberando acidos grasos al hemolinfa (Brands,
2021). Este perfil lipidico también podria indicar una posible alteracion en la oxidacion mitocondrial
de acidos grasos, lo que podria contribuir a la acumulacion de especies lipidicas no esterificadas en el
organismo (L Fisk, 2024).

En el grupo de moscas diabéticas tratadas con Juglans neotropica, se observd una reduccion
significativa en los niveles de acidos grasos no esterificados en comparacion con el grupo de diabetes,
con un area total de 192,46 unidades. Este resultado representa una disminucion intermedia entre el
grupo diabético y el control negativo, indicando que el tratamiento contribuy? a la restauracion parcial
de la homeostasis lipidica. Los acidos grasos mdas abundantes en este grupo incluyeron el linoleato de
metilo (17,31%) y el oleato de metilo (16,95%). Aunque el linoleato y el oleato continuaron siendo



prominentes, su proporcion disminuyo significativamente en comparacion con el grupo diabético no
tratado, lo que sugiere una modulacidn positiva del metabolismo lipidico inducida por el extracto de J.
neotropica.

Las diferencias en el perfil lipidico de los grupos evaluados podrian correlacionarse con la
desregulacion de vias metabolicas de la diabetes tipo II. De hecho, diferentes estudios han reportado
que los incrementos en los niveles de 4cidos grasos son caracteristicos de un estado de resistencia a la
insulina. Dicho fendmeno estd directamente relacionado con la inhibicion de la sefializacion de la
insulina, una via metabdlica crucial en la homeostasis energética (Alvarez-Rendon, 2018). En
condiciones normales, la insulina facilita la captacion de glucosa y regula el almacenamiento y
movilizacidon de lipidos en el cuerpo graso. Sin embargo, en estados de resistencia a la insulina, se
produce una alteracion en la lipolisis y una mayor acumulacion de triglicéridos y acidos grasos no
esterificados en los tejidos (MacMillan, 2023), lo que esta en concordancia con los resultados del
presente estudio.

En Drosophila, 1a via de la insulina interactiia directamente con otras rutas metabolicas afectadas en
las moscas diabéticas, como la via mTOR y la lipogénesis. La desregulacion de mTOR, una quinasa
clave en la sintesis de proteinas y lipidos, contribuye al desequilibrio en la acumulacion y uso de
lipidos (Moreno, 2016). Aunque mTOR regula la lipogénesis bajo condiciones normales, su funcion
se ve alterada en la diabetes tipo II, reduciendo la sintesis lipidica eficiente pero favoreciendo una
acumulacion patologica de triglicéridos en los tejidos adiposos y el cuerpo graso (Wanli W. Smith,
2022). Esta acumulacion usualmente puede ser mucho mas grave al incrementar la actividad de
enzimas lipogénicas, como la acetil-CoA carboxilasa (ACC) y la fatty acid synthase (FASN),
relacionadas directamente con la sintesis de acidos grasos a partir de intermediarios metabdlicos como
la acetil-CoA (Rendon, 2022). Los anteriores eventos pudieron ser responsables del notable
incremento de los lipidos totales en el grupo diabético.

Ademas, la reduccion significativa de los niveles de 4cidos grasos no esterificados tras el tratamiento
con J. neotropica respalda nuevamente los hallazgos a nivel comportamental y en el efecto sobre las
proteinas, lo que afianza la hipétesis que el tratamiento puede tener una modulacion positiva en el
modelo de diabetes estudiado. Este efecto podria explicarse por la acciéon de compuestos bioactivos
presentes en el extracto. Los flavonoides, por ejemplo, pueden inhibir enzimas lipogénicas como la
ACC y la FASN, reduciendo la sintesis de lipidos y promoviendo un mayor equilibrio entre
almacenamiento y movilizacion de lipidos (Baenas, 2022).

Los resultados del estudio comportamental y los analisis de parametros bioquimicos ex vivo respaldan
lo observado en la actividad in vitro del extracto de J. neotropica, proporcionando una base cientifica
preliminar que sugiere su potencial antidiabético. Se recomienda realizar estudios complementarios
para evaluar cambios en los niveles de azicares y otros marcadores metabdlicos que puedan reforzar
estos hallazgos. Ademas, los datos obtenidos destacan la severa desregulacion metabdlica en moscas
diabéticas lo que posiciona a J. neotropica como una intervencion terapéutica prometedora en el
manejo la diabetes tipo II, siendo un importante punto de partida para explorar el desarrollo de
estrategias fitoterapéuticas basadas en este extracto.

5.4 Hacer una aproximacion de la composicion quimica del extracto mas promisorio por
medio de un perfilado metabolico usando cromatografia liquida -acoplada a
espectrometria de masas de alta resolucion (HPLC-HRMS/MS).

En el analisis por HPLC-HRMS del extracto total de J. neotropica se evidencio la presencia de
metabolitos de polaridad alta y media principalmente, con tiempos de retencion (tr) de 5-8 y 12-14
min respectivamente. Para la anotacién preliminar de los picos mas relevantes en el extracto se realizod
una dereplicacion manual por medio de busquedas en bases de datos y comparacion de los resultados
de los picos de i6n molecular y patrones de fragmentacion obtenidos en el analisis. Los resultados de
esta aproximacion llevaron a la anotacidn tentativa de 10 de los picos presentes en la muestra como se
presenta en la tabla 8.
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Figura 14. Cromatograma TIC del analisis por HPLC-HRMS (ESI-QTOF) del extracto etanolico de
Juglans neotropica

La Tabla 8 y figura 14 detallan los resultados obtenidos del analisis del extracto de Juglans neotropica
utilizando cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometria de masas de alta
resolucion (HPLC-HRMS). Este analisis permiti6 la anotacion preliminar de una variedad de
metabolitos secundarios como polifenoles, terpenos y flavonoides con posibles propiedades
bioactivas. La tabla incluye datos esenciales como el nombre tentativo del compuesto, su tiempo de
retencion (en minutos), las masas exactas experimental y calculada (en unidades de masa atomica), y
el error en partes por millon (ppm), junto con la fuente de referencia utilizada para la anotacion. El
error en ppm es un parametro clave para evaluar la calidad y precision del analisis de masas, asi como
la discrepancia entre la masa experimental obtenida por el espectrometro y la masa teorica. Los
errores inferiores a 5 pm, como lo observado para todos los compuestos reportados en esta tabla 8,
indican un nivel de precision adecuado para analisis de masas respaldando las anotaciones de los
metabolitos.

Entre los compuestos anotados, se observan flavonoides como la quercetina, la afzelia y la miricitrina,
los cuales presentaron tiempos de retencion de 5.53, 5.90 y 5.24 minutos, respectivamente, con errores
en ppm que oscilan entre 2.82 y 3.00. Estos flavonoides son conocidos por sus propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias y, en algunos casos, antimicrobianas (Hansawasdi, 2019). Su
identificacion en J. neotropica es consistente con estudios previos realizados en otras especies del
género Juglans, como Juglans regia y Juglans nigra, en las cuales también se ha reportado una
abundancia de metabolitos secundarios bioactivos. La presencia de estos flavonoides en el extracto
sugiere un potencial terapéutico significativo, lo que podria estar relacionado al potencial observado
en nuestro estudio.

Ademas, el perfilado permitio la deteccion de triterpenos como el acido ursolico y el acido maslinico,
con tiempos de retencion de 12.75 y 10.63 minutos, respectivamente. Ambos compuestos son
conocidos por sus propiedades farmacoldgicas, que incluyen actividades antiinflamatorias,
hepatoprotectoras y anticancerigenas (Klionsky, 2021). El acido ursélico, en particular, ha sido objeto
de numerosos estudios debido a su versatilidad como agente bioactivo, mientras que el acido
maslinico ha mostrado efectos prometedores en la regulaciéon de procesos metabdlicos y en la
inhibicion del crecimiento de células tumorales, asi como efectos antiinflamatorios, hepatoprotectores
(Ortiz, 2021). La deteccion de estos compuestos en J. neotropica amplia el espectro de la posible
correlacion de los metabolitos bioactivos con el potencial antidiabesidad observado, por lo cual seria
interesante continuar con los estudios quimicos a fin de determinar los compuestos responsables de
dicha actividad.



Tabla 8. Resultados de masa exacta y tiempo de retencion de los metabolitos anotados mediante

HPLC-ESI-QTOF en el extracto de Juglans neotropica
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De forma general los resultados del perfilado metabdlico permitieron observar que los metabolitos
anotados son predominantemente de tipo polifendlico, flavonoide y/o terpénico. Estos hallazgos son
consistentes con estudios previos realizados en otras especies del género Juglans, como Juglans regia
y Juglans nigra, donde se ha documentado la abundancia de metabolitos secundarios con propiedades
bioactivas. La identificacion de flavonoides como la quercetina y la afzelina en J. neotropica es
particularmente relevante, ya que estos compuestos han sido asociados con diversas actividades
bioldgicas, incluyendo propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. En estudios realizados con
Juglans regia, se ha demostrado que los extractos ricos en flavonoides exhiben actividad
antimicrobiana (Ponce, 2023).

Es importante destacar que, aunque existen estudios sobre las propiedades bioactivas de otras especies
del género Juglans, la informacion especifica sobre Juglans neotropica es limitada. Sin embargo,
investigaciones preliminares han demostrado la actividad antifungica de infusiones de J. neotropica
contra Candida albicans, lo que respalda su uso tradicional en el tratamiento de infecciones
(Chuquilin, 2017) . Estos datos, junto con nuestros hallazgos, sugieren que J. neotropica posee un
perfil fitoquimico valioso que merece ser explorado mas a fondo para identificar y aislar compuestos
con potencial aplicacion farmacoldgica, ademas de la que se tratd en el presente estudio.

6. Conclusiones

La evaluacion del potencial antidiabético de las 30 plantas medicinales incluidas en este estudio
permitio identificar extractos vegetales con actividad inhibitoria sobre las enzimas a-glucosidasa,
a-amilasa y lipasa pancreatica. Este hallazgo respalda la importancia de las plantas medicinales como
una fuente significativa de compuestos bioactivos para el desarrollo de alternativas terapéuticas frente
a la diabetes tipo II y la obesidad, condiciones de alta prevalencia y creciente impacto en la salud
publica global. Los resultados in vitro mostraron que varias de las plantas estudiadas poseen
propiedades relevantes para modular procesos metabolicos clave asociados a la regulacion de la
glucosa y los lipidos en el organismo. Estas observaciones refuerzan la validez del conocimiento
etnobotanico acumulado y abren la puerta a investigaciones mas profundas que exploren tanto el
mecanismo de accion de los compuestos involucrados como su seguridad y eficacia en modelos mas
avanzados.

El andlisis realizado destaco, entre las 30 especies, la relevancia de Juglans neotropica por su
capacidad inhibitoria frente a las enzimas mencionadas, asi como por sus efectos positivos en el
modelo de Drosophila melanogaster. Este extracto mostrd potencial para revertir alteraciones
metabolicas inducidas por una dieta alta en glucosa, incluyendo la reduccion de lipidos acumulados,
mejora en la actividad locomotora y aumento de proteinas. El perfil metabolico preliminar del
extracto permiti6 identificar la presencia de metabolitos secundarios que podrian estar relacionados




con su actividad, aunque los compuestos anotados no pueden ser asumidos como responsables
definitivos de los efectos observados sin estudios adicionales que confirmen su participacion. Este
aspecto enfatiza la necesidad de integrar analisis quimicos mas detallados con estudios funcionales
que determinen su papel en la regulacion de los procesos metaboélicos afectados en condiciones como
la diabetes tipo Il y la obesidad.

El primer objetivo especifico del estudio consistié en obtener y seleccionar los extractos con mayor
potencial antidiabesidad a través de un tamizaje in vitro frente a a-glucosidasa, a-amilasa y lipasa
pancreatica. Este tamizaje permitio determinar que varios extractos poseen una capacidad significativa
para inhibir estas enzimas clave, lo que valida su uso tradicional en el tratamiento de afecciones
metabolicas. Ademas, el analisis comparativo entre las especies seleccionadas ofrecio una vision del
potencial de cada extracto en la modulacion de estas rutas metabdlicas, sentando las bases para futuros
estudios orientados al desarrollo de fitotepeuticos. Los resultados obtenidos en esta etapa confirman la
importancia de las plantas medicinales como una fuente prometedora de compuestos terapéuticos, y
que también establecen una metodologia replicable para la seleccion y priorizacion de extractos
vegetales en investigaciones posteriores.

El segundo objetivo especifico se centrd en evaluar los efectos antidiabéticos del extracto mas activo a
nivel in vitro mediante ensayos in vivo utilizando el modelo de Drosophila melanogaster. Este
organismo, ampliamente reconocido por su homologia genética con los humanos y su capacidad para
simular procesos metabolicos complejos, permitid evaluar de manera preliminar la eficacia y
seguridad del extracto en un sistema bioldgico. Los ensayos realizados evidenciaron que el extracto
seleccionado, correspondiente a Juglans neotropica, mostrd una capacidad para mitigar los efectos
adversos de una dieta rica en glucosa, incluyendo mejoras en la actividad locomotora, una reduccién
en los niveles de lipidos acumulados y un aumento de proteinas después de una dieta alta en azlcar.
Estos resultados refuerzan el valor del extracto como una opcidn terapéutica potencial, aunque se
requiere avanzar hacia modelos mas complejos que permitan validar su aplicacion en el tratamiento de
enfermedades metabdlicas en humanos.

El tercer objetivo especifico se enfocod en realizar una aproximacion a la composicion quimica del
extracto mds activo mediante el uso de cromatografia liquida de alta resoluciéon acoplada a
espectrometria de masas (HPLC-HRMS). Este analisis permitid la anotacién preliminar de varios
metabolitos secundarios presentes en el extracto de Juglans neotropica, entre los cuales se
identificaron compuestos pertenecientes a las familias de flavonoides, acidos fenolicos y terpenos,
conocidas por su potencial actividad bioactiva en procesos metabdlicos. La presencia de estos
metabolitos refuerza la hipétesis de que podrian estar implicados en la actividad inhibitoria observada
frente a enzimas clave como la o-glucosidasa, a-amilasa y lipasa pancredtica. Sin embargo, la
anotacion de estos compuestos no permite asumir de manera definitiva su responsabilidad en los
efectos farmacoldgicos observados, ya que no se realizaron estudios especificos que vinculen su
estructura quimica con los mecanismos de accion involucrados. Este resultado subraya la importancia
de continuar con investigaciones dirigidas a la purificacion, identificacion y validacion funcional de
estos metabolitos, incluyendo pruebas especificas que permitan esclarecer su rol en la modulacion de
las rutas metabolicas asociadas a la diabetes tipo II y la obesidad.

En conjunto, este estudio aporta evidencia sobre el potencial terapéutico de las plantas medicinales en
el tratamiento de enfermedades metabolicas, resaltando la riqueza de la biodiversidad colombiana y
la validez del conocimiento etnobotanico tradicional. La identificacion de extractos con actividad
antidiabética y la anotacion inicial de sus componentes bioactivos constituyen un paso hacia el
desarrollo de alternativas terapéuticas naturales, accesibles y efectivas. Asimismo, los resultados
obtenidos fortalecen el puente entre la investigacion cientifica basica y la medicina aplicada,
respondiendo a la necesidad de explorar opciones innovadoras frente a problemas de salud publica
como la diabetes tipo Il y la obesidad.
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Anexos

Anexo 1

Tabla 9. Resultados del tamizaje de inhibicion de a-glucosidasa a 500 y 50 ppm

[50 ppm] [500 ppm]

# Nombre cientifico Promedio Promedio



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/10731134/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25596379/

% Inhibicion + SD % Inhibicion + SD
1 Marrubium vulgare 23,19 £ 0,72 45,15 £ 0.63
2 Hymenaea courbaril 15,33 +0.86 44,84 + 0,85
3 Petroselinum crispum 6,36 + 0,61 16,31 + 0,81
4 Lantana camara 20,84 £0,51 31,68 £ 0,42
5 Manilkara zapota 99,29 + 0,39 99,48 + 0,68
6 Ambrosia peruviana 17,71 £ 0,22 85,34 + 0,41
7 Bauhinia sp. 21,25 £ 0,36 97,65 + 0,23
8 Juglans neotropica 98,02 + 0,35 99,86 + 0,20
9 Melicoccus bijugatus 43,30 £ 0,72 92,54 +£ 9,01
10 Smallanthus sonchifolius 14,26 + 0,32 54,81 + 0,47
11 Equisetum bogotense 24,05 + 0,99 83,93 + 0,81
12 Sambucus nigra 24,58 + 0,68 42,38 + 0,52
13 Achyrocline satureioides 34,60 + 0,69 73,84 + 0,35
14 Myrcia fallax 98,37 £ 0,38 97,83 + 0,33
15 Desmodium adscendens 26,66 + 0,89 4422 + 0,62
16 Rosmarinus officinalis 87,72 + 0,69 96,22 + 0,71
17 Morus alba 82,84 £ 0,23 96,92 £+ 0,67
18 Bixa orellana 19,53 + 0,59 49,35 + 3,69
19 Abelmoschus moschatus 29,49 + 0,23 64,86 + 0,65
20 Gunnera antioquensis 44,79 + 0,80 98,30 + 0,32
21 Eryngium foetidum 18,58 + 0,49 34,25 £ 0,58
22 Brassica oleracea 18,23 + 0,67 27,29 + 0,59
23 Verbena litoralis 21,98 + 0,47 34,24 + 0,86
24 Gomphrena globosa 28,00 £ 0,51 90,85 £+ 0,31
25 Eucalyptus globulus 99,30 + 0,77 99,23 + 0,48
26 Laurus nobilis 69,96 £+ 0,21 97,57 + 0,71
27 Tradescantia zebrina 29,67 + 0,32 65,17 £ 0,36
28 Neurolaena lobata 24,87 + 2,79 35,89 + 0,87
29 Opuntia ficus-indica 20,69 + 0,65 36,42 + 0,46
30 Petiveria alliacea 17,25 + 0,47 22,99 £ 0,31
Acarbosa (Inhibidor del
mercado) 12,51 £ 0,25 15,21 + 20
Anexo 2.
Tabla 10. Resultados del tamizaje de inhibicion de a-amilasa a 500 y 50 ppm
50 ppm 500 ppm
Promedio Promedio
# Nombre cientifico % Inhibicién £ SD % Inhibicion + SD
1 Marrubium vulgare 61,81 + 0,59 97,80 £ 0,86
) Hymenaea courbaril 72,00 + 0,96 97,52 + 1,32




3 Petroselinum crispum 71,18 £ 0,49 96,36 + 0,65
4 Lantana camara 71,61 + 0,45 97,61 + 0,76
5 Manilkara zapota 71,38 + 0,93 95,84 + 0,77
6 Ambrosia peruviana 67,64 + 0,78 98,11 £ 0,79
7 Bauhinia sp. 70,97 + 0,68 95,03+ 1,35
8 Juglans neotropica 80,56 + 0,80 97,98 + 0,77
9 Melicoccus bijugatus 68,91 + 0,59 95,38 + 0,89
10 Smallanthus sonchifolius 69,66 + 0,47 97,71 £ 0,56
11 Equisetum bogotense 51,21 +2.21 94,93 + 0,49
12 Sambucus nigra 48,20 + 0,26 51,95 £ 0,21
13 Achyrocline satureioides 76,65 + 0,48 91,69 + 0,18
14 Myrcia fallax 87,79 £ 0,24 90,43 + 0,47
15 Desmodium adscendens 94,73 + 0,42 99,33 + 0,30
16 Rosmarinus officinalis 96,48 + 0,45 97,57 + 0,76
17 Morus alba 96,59 + 0,57 98,74 £+ 0,57
18 Bixa orellana 90,62 + 0,50 94,68 £+ 0,59
19 Abelmoschus moschatus 80,32 + 0,73 85,38 + 0,58
20 Gunnera antioquensis 79,92 + 0,43 95,05 £+ 0,36
21 Eryngium foetidum 74,43 + 1,44 81,05 + 0,49
22 Brassica oleracea 60,96 + 0,62 80,27 + 0,53
23 Verbena litoralis 73,53 0,45 90,37 £ 0,24
24 Gomphrena globosa 83,30 + 8,14 89,01 + 0,44
25 Eucalyptus globulus 88,97 + 0,41 88,54 + 0,36
26 Laurus nobilis 87,11 + 0,87 88,62 + 0,13
27 Tradescantia zebrina 89,06 + 0,66 90,79 + 0,23
28 Neurolaena lobata 87,50 + 0,32 92,69 + 0,71
29 Opuntia ficus-indica 84,64 + 1,25 98,12 + 0,84
30 Petiveria alliacea 80,21 + 0,33 89,92 + 0,74
Acarbosa (Inhibidor del
mercado) 21,71 £ 0,01 25,20 + 0,17
Anexo 3
Tabla 11. Porcentajes de inhibicion de lipasa pancreatica de ensayo two point.
50 ppm 500 ppm
Promedio Promedio

# Especie % Inhibicion + SD % Inhibicion + SD

5 Manilkara zapota 27,55+ 0,61 21,52 £ 0,35

6 Ambrosia peruviana 15,36 + 0,50 46,51 + 0,31

7 Bauhinia sp. 11,55 + 047 21,30 £ 0,25

8 Juglans neotropica 50,61 + 0,14 10,54 + 0,30

9 Melicoccus bijugatus 18,67 + 0,16 44,71 + 0,19




14 Mpyrcia fallax 12,53 + 0,20 38,59 + 0,39
15 Desmodium adscendens 39,78 + 0,99 43,61 + 0,33
16 Rosmarinus officinalis 13,47 + 0,60 39,69 + 0,22
17 Morus alba 10,33 £ 0,35 40,57 £+ 0,27
18 Bixa orellana 12,16 + 0,16 36,37 + 0,36
20 Gunnera antioquensis 14,09 £ 0,11 20,12 +£ 0,10
24 Gomphrena globosa 11,68 + 0,46 12,93 + 0,25
25 Eucalyptus globulus 17,56 + 0,06 17,39 + 0,72
27 Tradescantia zebrina 31,25+ 0,34 34,44 + 0,40
Anexo 4.

Tabla 12. Matriz detallada de puntajes para seleccion del extracto mas promisorio

ICs, Reportes  |Reportes In |Compuestos Reportes Reportesen | Reportes en

Nombre cientifico | Glucosidasa | ICs, Amilasa | quimicos  |vivo activo glucosidasa amilasa lipasa Promedio
il mz 0 0,5 0 0 0 0,3 0,3 0 0,138
Tradescantia zebrina 0,4 0 0,8 0 0 0 0 0 0,150
Gunnera brephogea 1 0,3 0 0 0 0 0 0 0,163
Melicoccus bijugatus 1 0,3 0,3 0,3 0 0 0 0 0,238
Ambrosia peruviana 1 2 0 0 0 0 0 0 0,375
Bidens pilosa 2 0 1 0 0 0 0 0 0,375
Manilkara zapota 0 0,3 1 1 0,5 0,8 0 0 0,450

Myrcia fallax 0 2 0,8 0 0,5 0,3 0,3 0 }

Sempervivum 0,5 2 1 0 0 0 0 0,8 0,538
Rosmarinus officinalis 0,1 0 1 1 0,8 1 0,3 0,3 0,563
Bauhinia variegata 0,5 0,2 1 0,3 0 1 1 0,8 0,600
Bixa orellana 0 2 1 0 0,8 0,8 1 0,3 0,738
Morus alba 0 0 1 1 1 1 1 1 0,750
Eucalyptus globulus 0 2 1 1 0,3 0,8 1 1 0,888

Tabla 13. Criterios para la asignacion de puntajes para la matriz detallada para la seleccion del
extracto mas promisorio

ICs5y Glucosidasa IC5) Amilasa
Puntaje Criterio Puntaje Criterio
0-0.2 1-30 ppm 0-0.2 1-30 ppm
0.3-0,5 31-60 ppm 0.3-0,5 31-60 ppm
0.6-0.8 61-90 ppm 0.6-0.8 61-90 ppm
0.9-1 mayores a 91 ppm 0.9-1 mayores a 91 ppm




Tabla 14. Criterios para la asignacién de puntajes para la matriz detallada para la seleccion del
extracto mas promisorio

Reportes galactosidasa/ lipasa/
Reportes quimicos Reportes In vivo Reportes Principio activo amilasa
Puntaje Criterio | Puntaje Criterio Puntaje Criterio Puntaje Criterio
0-0.2 0 reportes |0-0.2 0 reportes 0-0.2 0 reportes 0-0.2 0 reportes
1 reporte/ 1 reporte/
0.3-0,5 familia 0.3-0,5 1 reporte/ familia |0.3-0,5 familia 0.3-0,5 1 reporte/ familia
0.6-0.8 2 reportes [0.6-0.8 |2 reportes 0.6-0.8 2 reportes 0.6-0.8 2 reportes
mas de 2 mas de 2
0.9-1 reportes 0.9-1 mas de 2 reportes [0.9-1 reportes 0.9-1 mas de 2 reportes
Anexo 5

Curva de cuantificacion
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Figura 15. Curva de calibracion para cuantificacion de proteinas de Drosophila melanogaster por
BCA.
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