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Resumen 

 

Búsqueda de moléculas de origen natural con acción multidiana sobre 

enzimas pancreáticas digestivas: α-glucosidasa, α-amilasa y lipasa 

pancreática 

La obesidad (OB) y la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) son enfermedades sistémicas y 

crónicas que han alcanzado proporciones epidémicas a nivel mundial y constituyen un grave 

problema de salud pública, pues se encuentran entre las mayores causas de mortalidad y 

morbilidad. Estas dos patologías tienen estrecha relación a tal punto que el término 

"diabesidad" se ha empezado a utilizar para poner de manifiesto su interdependencia. Un 

enfoque que ha tomado relevancia para el control de la OB y DM2 involucra la inhibición 

de enzimas relacionadas con el metabolismo de carbohidratos y lípidos, como lipasa 

pancreática (LP), α-glucosidasa (AG) y α-amilasa (AA). En este sentido, la especie 

Neurolaena lobata (L.) R.Br. ex Cas, ampliamente empleada en diferentes partes del mundo 

para el tratamiento de OB y DM2, siendo una especie interesante para la búsqueda de 

inhibidores de AG, AA y LP. La presente investigación contribuye a la búsqueda de 

moléculas con potencial inhibitorio multidiana frente a LP, AA y AG a partir del estudio a 

partir de sustancias de origen natural. La metodología incluyó el estudio fitoquímico 

biodirigido del extracto hidroalcohólico de hojas de N. lobata para aislar e identificar los 

compuestos con potencial inhibidor sobre las enzimas diana de interés y determinar su 

efecto citotóxico sobre dos líneas celulares: BHK-21 y MRC-5. Adicionalmente, se realizó 

una caracterización química y biológica de las preparaciones tradicionales más empleadas 

de N. lobata en el pacífico colombiano para determinar si dichos extractos tienen la 

capacidad de inhibir las enzimas de interés y contienen los metabolitos bioactivos 

identificados. Finalmente, se determinaron los mecanismos de inhibición enzimática sobre 

LP, AA y AG de los compuestos bioactivos provenientes de N. lobata y algunos compuestos 
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relacionados para establecer algunas relaciones preliminares de estructura-actividad. El 

estudio químico biodirigido permitió determinar que en las fracciones de AcOMe e iPrOH 

se concentra la actividad inhibitoria sobre las enzimas digestivas. A partir de estas 

fracciones se logró el aislamiento e identificación de dos sesquiterpenlactonas (neurolenina 

B C1 y lobatina A C2), dos derivados de ácido benzoico (ácido p-hidroxibenzoico C3 y 

ácido 3,4-dihidroxibenzoico C4) y dos flavonoides (5,6,4´-tetrahidroxi-3,7- 

dimetoxiflavonol C5 y 5,6,3´,4´-tetrahidroxi-3,7-dimetoxiflavonol C6). Los compuestos 

C1, C2, C5 y C6 demostraron ser inhibidores de LP y AG, con valores de CI50 entre 615 y 

134 µM sobre LP y entre 639 y 170 μM sobre AG. Los compuestos C1 a C6 mostraron una 

actividad inhibidora débil sobre la enzima AA, con porcentajes de inhibición inferiores al 

15%. Los estudios de citotoxicidad del extracto, las fracciones y compuestos bioactivos 

mostraron que el extracto HA y las fracciones de AcOMe e iPrOH presentaron una toxicidad 

moderada (viabilidad celular > 50%) con todas las concentraciones evaluadas sobre la línea 

celular MRC-5, mientras que sobre la línea BHK-21 el extracto también fue moderadamente 

tóxico y las fracciones fueron altamente tóxicas a la máxima concentración causando una 

mortalidad celular superior al 70%. Los compuestos C5 y C6 fueron altamente tóxicos sobre 

la línea celular BHK-21 causando mortalidades superiores al 62% con todas las 

concentraciones evaluadas, mientras que sobre la línea celular MRC-5 la toxicidad fue entre 

baja y moderada, siendo el compuesto C6 el menos tóxico sobre esta línea celular. Los 

resultados de la caracterización química y biológica de las preparaciones tradicionales (PT) 

de N. lobata mostraron que el extracto hidroalcohólico obtenido presentó un mejor perfil de 

actividad inhibitoria sobre las tres enzimas de interés comparado con las PT, sin embargo, 

se encontró que las PT obtenidas a partir hojas frescas fueron las únicas que inhibieron las 

tres enzimas de interés. Respecto a la presencia de los compuestos bioactivos en las PT, se 

encontró que el compuesto C1 está presente en todas las PT, tanto de hojas frescas como de 

hojas secas, mientras que los compuestos C5 y C6 solo pudieron ser detectados en las PT 

provenientes de hojas secas. Los resultados de los estudios de actividad enzimática de los 

compuestos bioactivos y compuestos relacionados indican que para que los compuestos de 

tipo sesquiterpenlactona estudiados inhiban la actividad catalítica de las enzimas AG y LP 

se requiere la presencia de grupos éster en las posiciones 9 y 8 del anillo lactónico, además 

estas sustancias se comportaron como inhibidores competitivos sobre las dos enzimas. En 
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el caso de los flavonoides se encuentra que los compuestos de tipo flavanona no son capaces 

de inhibir ninguna de las enzimas, haciéndose evidente la importancia de la insaturación 

entre los carbonos 2 y 3 del núcleo flavonoide para ejercer efectos inhibitorios cobre las tres 

enzimas de interés. La mayoría de los flavonoides inhibidores de las enzimas se 

comportaron como inhibidores de tipo competitivo o mixto sobre AA, AG y/o LP. De los 

compuestos estudiados, solo C18 y C19 lograron inhibir la actividad catalítica de las tres 

enzimas digestivas, mientras que los compuestos C1, C2, C5 y C6 solo lograron inhibir AG 

y LP.  

 

Palabras clave: Lipasa pancreática, α-amilasa, α-glucosidasa, Neurolaena lobata, 

flavonoides, diabetes, obesidad. 
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Abstract 

Search for molecules of natural origin with multidrug action on 

pancreatic digestive enzymes: α-glucosidase, α-amylase and pancreatic 

lipase. 

Obesity (OB) and type 2 diabetes mellitus (T2DM) are systemic and chronic diseases that 

have reached epidemic proportions globally and constitute a serious public health problem, 

as they are among the leading causes of mortality and morbidity. These two pathologies are 

closely related to the extent that the term "diabesity" has started to be used to highlight their 

interdependence. An approach that has gained relevance for the control of OB and T2DM 

involves the inhibition of enzymes related to carbohydrate and lipid metabolism, such as 

pancreatic lipase (PL), α-glucosidase (AG), and α-amylase (AA). In this regard, the species 

Neurolaena lobata (L.) R.Br. ex Cas, widely used in different parts of the world for the 

treatment of OB and T2DM, is an interesting species for the search for inhibitors of AG, 

AA, and PL. This research contributes to the search for molecules with potential multi-target 

inhibitory activity against PL, AA, and AG by studying substances of natural origin. The 

methodology included the bio-guided phytochemical study of the hydroalcoholic extract of 

N. lobata leaves to isolate and identify compounds with potential inhibitory effects on the 

target enzymes of interest and to determine their cytotoxic effect on two cell lines: BHK-21 

and MRC-5. Additionally, a chemical and biological characterization of the most commonly 

used traditional preparations of N. lobata in the Colombian Pacific region was performed to 
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determine if these extracts have the ability to inhibit the enzymes of interest and contain the 

identified bioactive metabolites. 

 

Finally, the mechanisms of enzymatic inhibition on PL, AA, and AG by bioactive 

compounds from N. lobata and some related compounds were determined to establish 

preliminary structure-activity relationships. The bio-guided chemical study revealed that the 

AcOMe and iPrOH fractions concentrate the inhibitory activity on the digestive enzymes. 

From these fractions, the isolation and identification of two sesquiterpene lactones 

(neurolenin B C1 and lobatin A C2), two benzoic acid derivatives (p-hydroxybenzoic acid 

C3 and 3,4-dihydroxybenzoic acid C4), and two flavonoids (5,6,4'-trihydroxy-3,7-

dimethoxyflavonol C5 and 5,6,3',4'-trihydroxy-3,7-dimethoxyflavonol C6) were achieved. 

Compounds C1, C2, C5, and C6 demonstrated inhibitory effects on PL and AG, with IC50 

values between 615 and 134 µM on PL and between 639 and 170 μM on AG. Compounds 

C1 to C6 showed weak inhibitory activity on AA, with inhibition percentages below 15%. 

Cytotoxicity studies of the extract, fractions, and bioactive compounds showed that the HA 

extract and the AcOMe and iPrOH fractions exhibited moderate toxicity (cell viability > 

50%) at all evaluated concentrations on the MRC-5 cell line, while on the BHK-21 cell line, 

the extract was also moderately toxic, and the fractions were highly toxic at the maximum 

concentration, causing cellular mortality of over 70%. Compounds C5 and C6 were highly 

toxic on the BHK-21 cell line, causing mortalities above 62% at all evaluated 

concentrations, while their toxicity on the MRC-5 cell line ranged from low to moderate, 

with compound C6 being the least toxic on this cell line. 

 

The results of the chemical and biological characterization of the traditional preparations 

(TP) of N. lobata showed that the hydroalcoholic extract exhibited a better profile of 

inhibitory activity on the three enzymes of interest compared to the TP. However, it was 

found that the TP obtained from fresh leaves were the only ones that inhibited the three 

enzymes of interest. Regarding the presence of bioactive compounds in the TP, it was found 

that compound C1 is present in all TPs, both from fresh and dried leaves, while compounds 

C5 and C6 could only be detected in TPs from dried leaves.  
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The results of the enzymatic activity studies of the bioactive compounds and related 

compounds indicate that for the studied sesquiterpene lactone compounds to inhibit the 

catalytic activity of AG and PL, the presence of ester groups at positions 9 and 8 of the 

lactone ring is required. Furthermore, these substances behaved as competitive inhibitors on 

both enzymes. In the case of flavonoids, it was found that flavanone-type compounds are 

not capable of inhibiting any of the enzymes, highlighting the importance of unsaturation 

between carbons 2 and 3 of the flavonoid nucleus to exert inhibitory effects on all three 

enzymes of interest. Most of the enzyme-inhibiting flavonoids acted as competitive or 

mixed inhibitors on AA, AG, and/or PL. Among the studied compounds, only C18 and C19 

managed to inhibit the catalytic activity of all three digestive enzymes, while compounds 

C1, C2, C5, and C6 only managed to inhibit AG and PL. 

 

Keywords: pancreatic lipase, α-amylase, α-glucosidase, Neurolaena. Lobata, diabetes, 

obesity. 
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Introducción 

 

La obesidad y la diabetes son enfermedades crónico-digestivas que han alcanzado 

proporciones epidémicas, se encuentran entre las principales causas de mortalidad y 

morbilidad impactado negativamente al sistema de salud a nivel mundial (OMS 2022; Pan 

American Health Organization 2022). La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es un trastorno 

anormal metabólico caracterizado por niveles elevados de glucosa en sangre como resultado 

alteraciones en la secreción o deficiencia de insulina. Según la Federación Internacional de 

Diabetes (FID), en el 2019, la diabetes causó 4,2 millones de muertes en el mundo, y se 

estima que para el 2045 serán cerca de 578 millones de diabéticos (FID, 2021 2021; 

OPS/OMS 2021). Uno de los principales factores de riesgo para padecer DM2 es la obesidad 

(OB) (Awosika and Aluko, 2019), una enfermedad crónica-digestiva definida como un 

trastorno inflamatorio de origen multifactorial; caracterizado por la acumulación crónica, 

anormal o excesiva de grasa (Cai et al. 2019).  

La correlación obesidad-diabetes ha sido bien documentada a nivel clínico y epidemiológico 

y se fundamenta en el aumento en la producción y liberación de enzimas con actividad 

glucolíticas y lipolíticas, las cuales favorecen a nivel gastrointestinal la rápida absorción de 

grasas y carbohidratos consumidos en la dieta, generando el desarrollo de un fenotipo de 

resistencia a la insulina (Birari and Bhutani 2007; Kumashiro et al. 2011; Senosiain et al. 

2013; Kumar and Chauhan 2021; Mera-Richard Flores et al. 2021; Shamsher Singh n.d. 

2023).A nivel mundial se reporta que el 80% de los casos de DM2 fueron asociados a 

obesidad, por tanto, el aumento en la prevalencia del sobrepeso y la obesidad fue 

considerado directamente proporcional al incremento en la prevalencia de diabetes 

(Oliveira, Fonseca, and Silva 2022).  
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Entre las terapias actualmente recomendadas clínicamente para el tratamiento de la DM2 y 

OB, existen opciones respaldadas por evidencia clínica para el tratamiento y la prevención, 

que incluyen el aumento de la actividad física, cambios en los hábitos alimentarios para 

regular y/o reducir calorías y grasas, y el uso de fármacos orales enfocados en la inhibición 

de enzimas digestivas asociadas a la absorción de carbohidratos y lípidos, como α-

glucosidasa (AG), α-amilasa (AA) y lipasa pancreática (LP), entre los que se encuentran 

miglitol y acarbosa inhibidores de AG y AA y el orlistat inhibidor de la LP (Bailey et al,. 

2010; Kumar and Chauhan 2021; OMS, 2022). Sin embargo, la baja efectividad terapéutica 

y los efectos secundarios de los fármacos convencionales ha promovido la búsqueda de 

nuevos tratamientos, posicionando al enfoque multidiana como una de las estrategias más 

promisorias en el diseño y desarrollo de nuevas alterativas para el tratamiento de OB y DM2.  

 

En este sentido, la OMS ha promovido la preservación y aprovechamiento del conocimiento 

tradicional para evaluar el potencial aporte de la medicina tradicional y complementaria al 

bienestar y la atención clínica (Aschner 2010; Francini, and Schinella 2015; Cheng et al. 

2017). Con este propósito, los sistemas etnofarmacológicos han permitió el descubrimiento 

de nuevas fuentes naturales de moléculas bioactivas con propiedades antidiabéticas y 

antiobesidad. Tal es el caso de la especie Neurolaena lobata (L.) R.Br. ex Cas. (Asteraceae), 

la cual ha sido ampliamente utilizada en América Central y del Sur, y en Colombia por la 

población chocoana, para el tratamiento de estas patologías ( Ríos et al., 2015; Lévuok 2016; 

Zeng et al. 2018; Lozada Diaz 2019; Andrade-Cetto et al. 2019; Aschner 2010; Kovács et 

al. 2023 ). N. lobata, es conocida comúnmente como contra gavilana, gavilana, tres puntas, 

indio viejo, mano de lagarto, mano de tigre o venadillo, y su distribución está restringida a 

zonas neotropicales de Latinoamérica y las Indias Occidentales (Anon, 2022). A nivel 

tradicional esta especie se emplea como antiinflamatoria (Kerr, Mabry, and Yoser 1981), 

antiproliferativa (McKinnon et al. 2014) y para tratar la hipersecreción gástrica (Passreiter, 

Wendisch, and Gondol 1995). Se ha reportado que el extracto EtOH obtenido de las hojas 

N. lobata tiene la capacidad de disminuir el nivel de glucosa en sangre en ratones 

hiperglicémicos (Andrade-Cetto et al. 2019a). Además, se ha reportado el potencial 

inhibitorio de este extracto sobre enzimas digestivas como AG y LP. (Lévuok 2016; Lozada 

Diaz 2019; Andrade-Cetto et al. 2019) Los estudios fitoquímicos en N. lobata han llevado 
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al aislamiento de lactonas sesquiterpénicas de tipo germacranólido (neuroleninas A-F) y 

furanoheliangólido (lobatinas A y B), y flavonoides de tipo flavanoles como quercetina, 

kaempferol y sus derivados (Kerr, Mabry, and Yoser 1981; Kovács et al. 2023; McKinnon 

et al. 2014; Passreiter, Wendisch, and Gondol 1995). 

 

En este sentido, y teniendo en cuenta el interés de nuestro equipo de investigación en buscar 

alternativas de origen natural para el tratamiento de OB y DM2, el objetivo principal de este 

trabajo consistió en buscar moléculas con potencial inhibitorio multidiana frente a lipasa 

pancreática, α-amilasa y α-glucosidasa, a partir del estudio de a partir de sustancias de origen 

natural. Para este fin, la primera fase del trabajó involucró el desarrollo de un estudio 

fitoquímico biodirigido para identificar los componentes bioactivos presentes en el extracto 

hidroalcohólico de N. lobata. Posteriormente se realizó una caracterización química y 

biológica de las preparaciones tradicionales de N. lobata comúnmente usadas en el pacífico 

colombiano para el tratamiento de DM2 y OB, con el fin de establecer si estas inhiben las 

enzimas de interés y contienen los metabolitos bioactivos. Por último, se buscó determinar 

los mecanismos de inhibición enzimática de los compuestos bioactivos extraídos de N. 

lobata y algunos compuestos relacionados, en relación con las enzimas LP, AA y AA, para 

establecer posibles relaciones estructura-actividad. 

 





 

 
 

 

Objetivos 

Objetivo general  

Contribuir a la búsqueda de moléculas con potencial inhibitorio multidiana frente a lipasa 

pancreática, α-amilasa y α-glucosidasa, a partir del estudio de algunas sustancias de origen 

natural. 

Objetivos específicos  

 

 Identificar los compuestos bioactivos presentes en Neurolaena lobata con capacidad 

inhibitoria sobre lipasa pancreática (LP), α-amilasa (AA) y/o α-glucosidasa (AG). 

 Caracterizar química y biológicamente las preparaciones tradicionales más utilizadas 

de Neurolaena lobata para el tratamiento de DM2 y OB. 

 Determinar los mecanismos de inhibición enzimática sobre LP, AA y AG de los 

compuestos bioactivos provenientes de N. lobata y algunos compuestos 

relacionados.



 

 
 

1. Estado actual del tema 

1.1. Generalidades entre la obesidad y la diabetes tipo 2 

La obesidad y la diabetes tipo 2 (DM2) hacen parte de las enfermedades crónico-

degenerativas de mayor importancia en salud pública, debido a las altas tasas de prevalencia 

y de mortalidad que causan y al alto gasto público que representan para la economía (OMS 

2022; OPS/OMS 2021).  

 

La obesidad puede definirse como es una enfermedad crónico-degenerativa causada por el 

desbalance metabólico entre la ingesta y gasto de la energía ya que existe un consumo 

excesivo de lípidos y carbohidratos con relación al bajo gasto calórico, cuando este 

desbalance ocurre por periodos prolongados el cuerpo por diferentes mecanismos de 

señalización desencadena un aumento e inflamación de los tejidos adiposos a causa de la 

acumulación de grasa corporal (Cai et al. 2017). Dentro de las principales causas 

identificadas que favorecen el desarrollo de la obesidad que modifican la genética y el 

metabolismo del organismo, son el estilo de vida sedentaria, los desórdenes de sueño, el 

consumo de bebidas alcohólicas y los malos hábitos alimenticios como la ingesta excesiva 

de alimentos con alto contenido calórico y de grasas (Rohde et al. 2019). Particularmente en 

una persona obesa la expresión de la leptina que se encuentra relacionada con las reservas 

energéticas y la regulación del apetito se ve reducida a causa de la inflamación de los tejidos 

adiposos, lo cual provoca irónicamente una señalización incorrecta en el cerebro como 

inanición constante, por ende, el paciente no se sentirá saciado (Crujeiras et al. 2015) dentro 

de las otras causas que contribuyen a la ganancia de peso encontramos el consumo de 

fármacos antidepresivos, corticoesteroidales, sulfonilureas, anticonceptivos esteroidales y 

anticonvulsivos que presentan esta característica como efecto secundario (Bujjirao and 

Kumar 2013; Uguz et al. 2015).   
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Según un informe de la (OMS) Figura 1, se estima que 62 millones de personas padecen 

obesidad. Esta cifra se ha triplicado desde 1980 y se proyecta  en un increnebto de 109 

millones para el año 2040. Uno de los datos más alarmantes es que, cada año, 244,000 

muertes en todo el mundo están directamente atribuidas a la diabetes (OMS 2021). (Laakso 

and Kuusisto 2014; Lapertosa S, et al,. 2010; Nam Han Cho et al. 2013). 

 

 

Figura-1 Atlas informativo de la prevalencia de la obesidad para el (2022) imagen tomada 

de OGO. 

 

La Asociación Americana del corazón y el Colegio Americano de Cardiología reportan que 

se han establecido 3 tipos de tratamientos para la obesidad, estos son el cambio a un estilo 

de vida activo, las cirugías bariátricas, y la farmacoterapia (M. D. Jensen et al. 2014; Kumar 

and Chauhan 2021; T. T. Liu et al. 2020). El primero consta en la implementación de una 

rutina de ejercicio acompañada de dietas con alto contenido proteico, bajo contenido de 

grasas y carbohidratos. En el segundo caso el objetivo consta en reducir el volumen del 

estómago por medio de diferentes técnicas como la implementación de un balón gástrico de 

silicona o realizando corte de este (Spínola and Castilho 2021). En tercer lugar, está la 

terapia farmacológica para lo cual se han diseñado fármacos enfocados en la disminución 

de peso cercano a 10% en aproximadamente 2 años. Actualmente, la FDA ha aprobado cinco 

fármacos para tratar la obesidad, cuatro de estos medicamentos actúan sobre los receptores 
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cerebrales que regulan el apetito: locaserina, fentermina/topiramato, naltrexona/bupropión 

y liraglutida. El orlistat es el único que reduce la absorción de grasa al inhibir la lipasa 

pancreática (Daneschvar et al,. 2016; Genovese et al. 2021).  

 

Por otro lado, la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) se define como un trastorno complejo de 

todo el metabolismo que consiste en la disrupción de la función de la insulina, mediado por 

múltiples vías patogénicas que van desde errores en la producción, liberación y señalización 

de la insulina, hasta la no captación ni aprovechamiento de esta, principalmente por células 

del músculo liso esquelético (FID, 2021). Además de estas vías, existen otras cascadas 

metabólicas que se ven afectas, las especializadas en la absorción y degradación de las 

fuentes calóricas y energéticas ingeridas en la dieta; algunas de estas enzimas, las de más 

interés en las últimas décadas son: α-amilasa y α-glucosidasa, encargadas de hidrolizar el 

enlace glicosídico que une las cadenas de azúcares de alta densidad como el almidón, 

ampliamente ingerido en la dieta, hasta glucosa y/o maltosa para el caso de la primera y 

finalmente hasta monoazúcares en el caso de la segunda (Nair, Kavrekar, and Mishra 2013). 

Debido a este desorden metabólico, el primer síntoma que presenta y caracteriza a una 

persona que padece la enfermedad es el elevado nivel de glucosa en sangre o hiperglicemia. 

Se considera que hay hiperglucemia si la concentración de glucosa en ayunas es superior a 

126 mg/dL, o si alcanza los 200 mg/dL después de haber consumido 75 g de glucosa por vía 

oral durante el ensayo de tolerancia. (Codario 2011; Kooti et al. 2016; Sreedharan and 

Abdelmalak 2018) 

 

De acuerdo con la Asociación Americana de Diabetes existen 5 clases de diabetes, de las 

cuales la más conocida es la tipo 2, con una prevalencia de 90 al 95% de todos los casos de 

diabetes (Chinsembu 2019; Codario 2011). En el 2019, la diabetes causó 4,2 millones de 

muertes en el mundo, y otros 2,8 millones fueron atribuidos a la hiperglucemia crónica. En 

el 2019 se calculó que cerca de 463 millones de personas padecían diabetes tipo II (DM2), 

se estima que para el 2045 serán cerca de 578 millones de diabéticos (FID, 2021; OMS 

2022). Asimismo, mundialmente se reportó que el 80 % de los casos de diabetes fueron 

asociados a la obesidad. 
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En el tratamiento de la DM2, destacan varios tipos de antidiabéticos orales. Las biguanidas 

como metformina, fenformina y bufomina, reducen niveles de glucosa en sangre al suprimir 

la producción de glucosa hepática y promover la captación de glucosa en tejidos periféricos. 

Las sulfonilureas como la tolbutamida, glibenclamida, clorpropamida y glipizida, actúan 

como secretagogos de insulina, aumentando la secreción de insulina por parte de las células 

β del páncreas (Spínola and Castilho 2021). Por último, están los inhibidores de enzimas 

digestivas como acarbosa, voglibosa y miglitol, que retrasan la absorción gastrointestinal de 

carbohidratos ( Ng et al. 2020; Barrett et al. 2022; Klein et al. 2022).  

 

Sin embargo, y a pesar del amplio espectro de medicamentos y/o sus mecanismos de acción, 

el uso terapéutico tanto de estos antidiabéticos orales, así como de los fármacos antiobesidad 

se ha visto limitado debido a su elevado costo, baja efectividad terapéutica y efectos 

secundarios asociados a su uso clínico (Ng et al. 2020; Barrett et al. 2022; Klein et al. 2022).  

 

1.2. Enzimas digestivas como blancos para el tratamiento de 

diabetes y obesidad. 

1.2.1.  α-Glucosidasa (AG) 

La familia de las glucosidasas es una clase diversa de enzimas que catalizan reacciones de 

glucohidrólisis conocidas como glucósido hidrolasas. Estas enzimas tienen la capacidad de 

actuar sobre diversos compuestos, como éteres, péptidos, ésteres, ésteres de ácido fosfórico, 

anhídridos de ácido y carbohidratos. Su función principal es romper los enlaces glicósidos 

α-1,4, implicados en la insuficiencia de azúcares y almidones en el proceso de digestión ver 

Figura-2 (Copyright de Worthington Biochemical Corp. 1993). Estas enzimas son 

sintetizadas en los enterocitos o células del borde del cepillo del epitelio intestinal, y poseen 

una actividad catalítica similar a la enzima α-amilasa. 
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Figura-2 Mecanismo de acción de α-glucosidasa (AG) (Código del PDB: 2QMJ). 

 

La enzima α-glucosidasa (AG) es una proteína que consta de aproximadamente 868 

aminoácidos, con una masa molecular de 98,8 kDa. Su estructura se compone de 5 

dominios principales: (1) un dominio tipo trébol P (residuos 1-51aa); (2) un dominio 

tipo sándwich β N-terminal (residuos 52-269aa); (3) un dominio tipo catalítico (β/α) 

(residuos 270-651aa); (4) un dominio proximal C-terminal (residuos 652-730 aa); y (5) 

un dominio distal C-terminal (residuos 731-868 aa), ambos con tipología sándwich β 

(Sim et al. 2008). La AG tiene como triada catalítica con residuos como Asp327, Asp443 

y His600 ver Figura-3, que son fundamentales para su actividad catalítica en el dominio 

5 C-terminal. 

 

Figura- 3 Plegamiento α-glucosidasa (AG) Código de (PDB: 2QMJ) 
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Las glucosidasas AG son enzimas que se encuentran ampliamente distribuidas en 

diversos organismos como microorganismos, hongos, plantas y animales. Su 

especificidad por el sustrato y sus propiedades varían según su origen, y se clasifican 

en tres tipos: α-glucosidasa I, α-glucosidasa II y α-glucosidasa III (Bischoff 1994). Estas 

enzimas juegan un papel crucial en el procesamiento y modificación de glicoproteínas 

dentro de las células. Las α-glucosidasas I y II se localizan en el retículo endoplásmico, 

mientras que las α-glucosidasas III se encuentran en los lisosomas (Bischoff 1994). Su 

función principal abarca el plegamiento adecuado de las glicoproteínas, el control de 

calidad y la eliminación de residuos de glucosa unidos a estas durante su biosíntesis 

(Shin et al. 2019). 

 

En humanos, existen dos isoformas de la α-Glucosidasa (AG) codificadas por el gen 

GAA ubicado en el cromosoma 17q25. Estas isoformas son la EC 3.2.1.3 y la EC 

3.2.1.20 (SIB n.d.). La AG se sintetiza como un precursor de 110 kDa con carácter 

ácido. Su función principal es hidrolizar enlaces α-1,4 y 1,6 de oligo y disacáridos, 

liberando unidades de α-D-glucosa. La isoforma EC 3.2.1.3 está presente en todas las 

células del cuerpo y realiza funciones de catabolismo en los lisosomas, mientras que la 

isoforma EC 3.2.1.20 ( SIB and Yun 2010; Patricia and Padilla 2013), se encuentra en 

las vellosidades del intestino delgado y se descompone carbohidratos en la etapa final 

de la digestión, siendo una de las enzimas responsables de la degradación completa del 

almidón entre estas se resalta la AG Tipo I de Saccharomyces cerevisiae se encuentra 

en el endoplásmico retículo (Nakai et al. 2005; Yun 2010; López-Martínez, et, al,. 

2014). 

 

Saccharomyces cerevisiae, conocida como levadura de panadería o levadura, es un 

microorganismo unicelular del reino Fungi (Parapouli et al. 2020), ampliamente 

utilizado en la industria alimentaria y científica debido a su capacidad para fermentar 

diversas sustancias, incluidos carbohidratos, produciendo alcohol y gas carbónico. En 

la investigación científica, se emplea como objetivo de estudio para evaluar la actividad 

de la enzima α-glucosidasa, ya que esta levadura la produce como parte de su 

metabolismo natural (Walker and Stewart 2016). La α-glucosidasa es relevante en la 
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digestión de carbohidratos complejos, como almidones y disacáridos, 

descomponiéndolos en azúcares más simples, como la glucosa. Además, la levadura es 

de fácil acceso y bajo costo, lo que la convierte en una opción atractiva para 

experimentos en bioquímica y biología molecular (Krogerus et al. 2017). 

 

Existen evidencias clínicas importantes, que correlacionan positivamente la inhibición 

de la enzima AG se ha considerado como una alternativa clave para el tratamiento de la 

DM2. (H. T. Nguyen et al. 2022). Los inhibidores de las α-glucosidasa son compuestos 

que bloquean directamente los centros activos de las enzimas, lo que disminuye la 

absorción de carbohidratos en el tracto gastrointestinal y limita su digestibilidad. 

Clínicamente, estos inhibidores se utilizan para prevenir enfermedades como la 

diabetes, la hiperglucemia, la hiperlipemia y la obesidad (Patricia and Padilla 2013; SIB 

n.d.; Yun 2010). La acarbosa es un pseudotetrasacárido de origen bacteriano que se 

aisló por primera vez de Actinoplanes utahences (CI50 0.5 mM) (Wolfender et al. 2015). 

Actúa como un análogo del sustrato de las α-glucosidasas, por lo que se considera un 

inhibidor competitivo de estas enzimas presentes en los bordes del cepillo de las células 

intestinales. La acarbosa, como antidiabético oral, retrasa la digestión de disacáridos, 

oligosacáridos y polisacáridos de manera dependiente de la dosis. Así, la glucosa 

derivada de estos sustratos más complejos, se libera y pasa a la sangre más lentamente, 

reduciéndose y retrasando su aumento postprandial plasmático (Patel et al. 2012). 

 

1.2.1.1. Bioensayos in vitro para detección y cuantificación de la α-glucosidasa 

(AG). 

Se han desarrollado diversos métodos, incluido el enfoque colorimétrico, para detectar la 

inhibición de la α-glucosidasa. El método cuantitativo basado en colorimetría es común y 

práctico para verificar el papel inhibidor de compuestos contra esta enzima. Este método 

implica la cuantificación del p-nitrofenol (pNP) liberado al hidrolizar el p-nitrofenil-α-D-

glucopiranósido (pNPG) mediante la presencia alfa-glucosidasa. La absorbancia del 
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producto formado, que presenta un color amarillo, se mide a 400-415 nm mediante 

espectrofotometría Ver Figura-4 (Hriscu et al. 2013).  

 

 

Figura-4 Reacción enzimática de la enzima AG La figura fue creada utilizando el 

software ChemDraw Professional. 

 

 

Además, se utilizan otros ensayos para la detectar la actividad α-glucosidasa, que es el 

ensayo colorimétrico/fluorométrico de glucosa oxidasa. En este ensayo, la enzima glucosa 

oxidasa cataliza la oxidación de la glucosa a glucolactona y peróxido de hidrógeno (Hriscu 

et al. 2013). Luego, el peróxido de hidrógeno reacciona con un sustrato cromogénico o 

fluorogénico, lo que produce un cambio de color o fluorescencia medible. La intensidad del 

cambio de color o fluorescencia es proporcional a la cantidad de glucosa presente en la 

muestra (Dirir et al. 2022) 

 

La mayoría de los ensayos enzimáticos se pueden realizar en lectores de microplacas de 96 

pozos o en espectrofotómetros/espectrofluorómetros o en cubetas tradicionales. 

(Lankatillake, et, al,.2019). La adaptación de estos ensayos al formato de microplacas 

presenta ventajas y desventajas notables, como la disminución de los volúmenes de reactivos 

y los costos asociados, así como la posibilidad de llevar a cabo pruebas con mayor rapidez. 

Esto resulta útil para evaluar, extractos, fracciones de productos natural y compuestos 

naturales como sintéticos (Lankatillake et al. 2021). 

La interferencia del color en las muestras, particularmente en extractos de plantas, es una 

cuestión clave. Estos extractos, ricos en pigmentos naturales altamente conjugados, a 

menudo presentan una coloración intensa que puede distorsionar las mediciones de 

absorción en ensayos espectrofotométricos (Simeonov and Davis 2004). Entre estos 
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pigmentos, las clorofilas y los carotenoides se destacan en las plantas. Las clorofilas, por 

ejemplo, se absorben principalmente en los rangos de 430-480 nm y 640-660 nm (B. Kaur, 

et, al,. 2022). 

Por otro lado, la insolubilidad de ciertos extractos y compuestos con los buffers usados en 

los  ensayos pueden generar turbidez al dejar partículas sin disolver, lo que puede resultar 

en resultados inexactos (B. Kaur, et, al,. 2022; Restrepo 2017). La presencia de un medio 

turbio provoca la dispersión y absorción de la luz. Además, los sustratos también pueden 

constituir una fuente potencial de errores en los ensayos enzimáticos. Sustratos inestables, 

por ejemplo, pueden descomponerse gradualmente, para formar subproducto. La 

contaminación del sustrato con el producto cromogénico o fluorogénico puede introducir 

una falsa señal, resultando en un aumento engañoso de la absorbancia o fluorescencia que 

no está ligado a la actividad enzimática (Ewa 2009; Rigolon, et, al,.  2021). 

 

Por lo tanto, es esencial minimizar los efectos de estas interferencias durante los 

experimentos es recomendable incluir un "blanco de muestra" en los ensayos (Meng et al. 

2016; X. Yang and Kong 2016), Cuando se estás estudiando  múltiples muestras a la vez es 

importante tener este blanco de muestra para cada una. Esto ayuda con el fin de garantizar 

la precisión de los resultados y su validez. Se recomienda usar un "blanco de control 

positivo" y un "blanco de control negativo" para mejorar la precisión de la medición. Las 

propiedades ópticas de las muestras varían, por lo que se deben corregir las medidas 

utilizando en sus respectivos blancos ( Sosnowska et al. 2018; Lankatillake et al. 2021) 

 

1.2.2.  α-amilasa (AA). 

La α-amilasa (AA), es una importante enzima pertenece a la familia de glucósidohidrolasas 

que son responsables en la conversión del almidón, polisacáridos y oligosacáridos en 

unidades menos complejas como trisacáridos y disacáridos (Wongsa et al. 2023). Estas 

enzimas su principal función es catalizar la hidrólisis del enlace (α-1,4-glicosídico) de los 

polisacáridos (Hamdani et al. 2020) ver Figura-5. Además, cumplen funciones biológicas 

importantes, tanto en humanos como en plantas, bacterias y otro tipo de organismos, en 
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humanos se identifican distintos tipos de amilasas, como las salivales presentes 

principalmente en la cavidad oral, y las pancreáticas, sintetizadas y secretadas por las células 

acinares en el duodeno (Cao et al. 2023). Entre estas amilasas, se encuentran diferentes 

polimorfismos alfa (α), beta (β) y gamma (γ). La α-amilasa tiene la capacidad de hidrolizar 

enlaces glicósidos α-(1-4) en cualquier parte de la cadena. Por otro lado, la β como la γ-

amilasa solo cortan en los sitios no reducidos del extremo de la cadena, aunque la última 

también puede hidrolizar los enlaces α-(1-6) (Marengo et al. 2022). 

 

Figura-5 Mecanismo de acción de la enzima α-amilasa (AA) (Código de PDB:4GQR) 

 

 

A nivel estructural, la α-amilasa consta de 512 aminoácidos con un peso molecular de 57,6 

kDa. Esta enzima se compone de tres dominios: A, B y C. El dominio A adopta una 

conformación de barril y contiene el sitio activo de la enzima, donde se encuentran los 

residuos de la tríada catalítica: Asp197, Glu233 y Asp300 (Zubair et al. 2023). Por otro lado, el 

dominio B contribuye a la estabilidad de la proteína y se encuentra en una hendidura entre 

los dominios A y B, donde también se une al sustrato. Ambos dominios A y B requieren la 

presencia de iones Ca2+ y Cl-, lo que estabiliza la hendidura del sitio activo y favorece la 

actividad catalítica. Por último, el dominio C forma una estructura β y parece ser un dominio 

independiente cuya función aún no se comprende ver completamente Figura-6 (Ogunyemi 

et al. 2022).  
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Figura- 6 Plegamiento de la α-amilasa (AA) (Código de PDB: 4GQR) 

 

 

Las α-amilasas de procedencia animal y bacterias, como las presentes en el porcino o 

Aspergillus oryzae, cuentan con un elemento clave para su actividad; el ion cloruro que 

juega un papel importante como un activador alostérico (Paul et al. 2021). Esto permite que 

la cadena lateral del residuo de aminoácido Glu233 adopte una orientación específica que le 

permite protonar adecuadamente en un pH fisiológico necesario para alcanzar la máxima 

actividad catalítica de la enzima. Así, estas α-amilasas desempeñan eficientemente su papel 

en la digestión de carbohidratos (Anitha Gopal and Muralikrishna 2009). 

 

Al estudiar la α-amilasa pancreática porcina (EC 3.2.1.1) mediante clonación molecular y 

análisis de estructura primaria, se ha revelado que esta enzima muestra una alta similitud 

con la secuencia de la α-amilasa pancreática humana, alcanzando un nivel de homología del 

87,1% (Gopal and Muralikrishna 2008). Esta estrecha similitud sugiere que ambas amilasas 

realizan funciones similares y comparten una base genética, lo cual abre la posibilidad de 

utilizar enzimas homólogas como modelos para entender mejor las enzimas humanas  (Paul 

et al. 2021). Para ello, la α-amilasa pancreática porcina se han utilizado enfoques 

bioquímicos, tanto in vitro como in silico, para una comprensión más completa de sus 

características y mecanismos de acción (Marengo et al. 2022). 
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En este sentido, los inhibidores de la α-amilasa desempeñan un papel crucial en la 

prevención y tratamiento de síndromes metabólicos como la diabetes tipo 2 y la obesidad. 

Estos inhibidores ayudan a controlar los niveles elevados de glucosa en la sangre al retrasar 

la absorción de carbohidratos (Sugimoto et al. 2015). Entre los fármacos utilizados para 

inhibir esta enzima se encuentran la acarbosa, el miglitol y la voglibosa. La voglibosa es un 

derivado sintético de la valiolamina, seleccionado como potencial antidiabético en 1994. Se 

ha informado que posee actividad inhibidora contra las enzimas maltasa y sucrasa (CI50 2.2 

μM) (Ríos, et. al 2016). Por otro lado, el miglitol es un derivado de la 1-deoxinojirimicina, 

aislado de Streptomyces hygroscopicus aprobado como fármaco antidiabético en 1999 como 

un potencial terapéutico para el tratamiento de la DM2 debido a su capacidad de inhibir de 

manera reversible las enzimas glucosidohidrolasas intestinales  (Asano 2005).  

 

A diferencia de la acarbosa, el miglitol se absorbe casi por completo a través del intestino, 

lo que sugiere que puede tener un mayor efecto sistémico (Reid and Korner 2022). Sin 

embargo, no existen evidencias que respalden que el miglitol muestre efectos terapéuticos 

fuera del intestino, como sí ocurre con la acarbosa (Q. Zhu et al. 2013). A pesar de la 

abundante información disponible sobre los mecanismos de acción y la eficacia terapéutica 

de este tipo de inhibidores de enzimas glucosidohidrolasas, se ha observado que el uso 

prolongado de estos medicamentos puede generar efectos secundarios a nivel 

gastrointestinal. Además, diversas evidencias señalan que el control glicémico no se alcanza 

en su totalidad con este tipo de inhibidores. Por lo tanto, carecen de valor terapéutico para 

el tratamiento de la DM2 (N. Kaur et al. 2021).  

 

1.2.2.1.  Bioensayos in vitro para detección y cuantificación de la α-amilasa (AA). 

El método principal utilizado para el ensayo de α-amilasa es el método DNS (ácido 3-amino-

5- nitrosalicílico). Los azúcares reductores liberados por la enzima que reaccionan con DNS, 

produciendo ácidos 3-amino-5-nitrosalicílico de color rojo anaranjado y se mide a 400-415 

nm (Prakash 2022). Sin embargo, los polifenoles presentes en extractos de plantas pueden 

interferir con este método. Los estudios han demostrado que el (-)-galato de 

epigalocatequina (EGCG) muestra la mayor interferencia, seguido del ácido gálico y la 
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florizina. Por lo tanto, es esencial realizar experimentos de control adecuados para corregir 

estas interferencias ver Figura-7 (Ezebuiro et al. 2022). 

 

Figura-7 El método basado en DNS indicador de inhibidores de α-amilasa La figura fue 

generada utilizando el software ChemDraw Professional. 

 

 

 

 

El reactivo de Lugol contiene yodo y yoduro de potasio, y forma un complejo de color azul 

intenso con el almidón en la solución, que se cuantifica espectrofotométricamente a 620 nm. 

Sin embargo, es importante mencionar que el uso de este indicador puede ser inconsistente 

en condiciones de temperatura y pH óptimo requerido para la actividad de cada enzima. Por 

ejemplo, la α-amilasa necesita un pH alrededor de 6,9, mientras que la lipasa pancreática 

requiere un pH de 8 (Buchholz and Melzig 2016). 

 

En otro método, se utiliza almidón azul, también conocido como almidón azul insoluble, 

como sustrato para cuantificar la actividad de la α-amilasa. Este sustrato se une 

covalentemente al almidón de maíz insoluble. La reacción enzimática conduce a la 

formación de fragmentos coloreados solubles, cuya intensidad se medirá 
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espectrofotométricamente después de eliminar el sustrato restante mediante centrifugación 

o filtración(Lehoczki, Kandra, and Gyémánt 2018). 

El uso de ésteres de p-nitrofenilo como sustrato desempeña un papel importante en la 

cuantificación enzimática. En un estudio del 2017, se obtuvo 2-cloro-4-nitrofenol-α-D-

maltotriosido (CNPG3) como sustrato para evaluar la actividad de la α-amilasa. Durante 

esta reacción, se liberan como productos maltotriosa y 2-cloro-p-nitrofenol (CNP), que se 

cuantifican mediante absorción a 405 nm para determinar la actividad enzimática ver 

Figura-8  (Jerbi et al. 2017). 

 

 

Figura-8 Reacción enzimática de la enzima la  AA La figura fue creada utilizando el 

software ChemDraw Professional. 

 

 

Cabe resaltar en estos ensayos enzimáticos, es importante considerar la posibilidad que se 

presenten problemas derivados de la interferencia del color en las muestras de estudio. 

Además, es necesario estar atento a la formación de precipitados debido a los buffers 

específicos utilizados en cada ensayo, así como a la presencia de sustratos que pueden 

resultar inestables. 

 

1.2.3.  Lipasa pancreática (LP)  

En el cuerpo humano se distinguen dos tipos de lipasas: las preduodenales, como las lipasas 

linguales y gástricas, actúan antes del duodeno en el intestino delgado. Por otro lado, las 

lipasas extraduodenales o "superfamilia de lipasas" incluyen lipasas pancreáticas, hepáticas, 

lipoproteicas y endoteliales, actuando fuera del duodeno. Estas enzimas son secretadas por 
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las células acinares del páncreas y luego liberadas en el intestino delgado, donde contribuyen 

a la hidrólisis de los triglicéridos en glicerol y ácidos grasos (Salazar et al. 2020). 

 

 

Figura- 9 Mecanismo de acción la enzima lipasa pancreática (LP)  (Código de PDB: 

1LPB) 

 

La digestión de los lípidos comienza en la boca, pero la mayor parte ocurre en el intestino 

delgado, especialmente en el duodeno. Las lipasas presentes en el jugo lingual, gástrico y 

pancreático descomponen los triglicéridos (TAG) en diacilgliceroles (DAG), 

monoacilgliceroles (MAG) y ácidos grasos libres (FFA) (Tian et al. 2022) ver Figura 9. 

Junto con sales biliares, fosfolípidos y colesterol, estos productos forman micelas mixtas 

que se difunden hacia la mucosa intestinal, llevándolos a las microvellosidades de los 

enterocitos en el intestino delgado (Tian et al. 2022). En esta etapa, los TAG se vuelven a 

sintetizar y se unen a proteínas específicas llamadas apolipoproteínas, formando 

quilomicrones, que son estructuras llenas de lípidos. Estos quilomicrones son liberados de 

los enterocitos a los capilares sanguíneos mediante exocitosis. Así, la digestión de los lípidos 

se lleva a cabo mediante la interacción de estos nutrientes con enzimas específicas, siendo 

las principales responsables de su lipólisis las lipasas pancreáticas (LP), ver Figura-10 

(Birari and Bhutani 2007; Lunagariya et al. 2014). 
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Figura-10 Esquema de digestión y absorción de lípidos 

 

A nivel estructural, la lipasa pancreática consta de 449 residuos aminoácidicos. La cadena 

polipeptídica se divide en dos unidades plegadas, el dominio N-terminal (1-336 aa) y el 

dominio C-terminal (337-449 aa). Mientras, el dominio N-terminal corresponde al sitio 

activo de la enzima, donde se encuentran los residuos de la tríada catalítica: Ser 152 Asp 176 

y  His 263( Mukherjee 2003; González-Monte 2010), el dominio C-terminal es responsable 

de la unión de la colipasa, un cofactor requerido para la activación enzimática, Una vez que 

se ha producido esta unión, por un lado, el sitio activo queda expuesto para que el sustrato 

pueda entrar y, por otro lado, se forma una nueva cavidad en la enzima debido a la 

interacción entre el dominio C y la colipasa (Yang and Lowe 2000) Se sugiere que, en el 

caso específico de esta enzima, ambas condiciones favorecen la unión de un inhibidor 

competitivo ver Figura-11.  
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Figura-11 Plegamiento de la lipasa pancreática (LP), (Código de PDB: 1LPB) 

 

Esta tríada catalítica, fue descubierta en las proteasas serínicas (Carter y Wells, 1988), es 

una característica fundamental presente en los lazos altamente conservados del dominio 

catalítico de las lipasas. En esta tríada, la Ser152 desempeña un papel crucial al conectar las 

hélices α que se encuentran empaquetadas a ambos lados de la hoja β (G. Zhu et al. 2021). 

Este residuo de serina funciona como nucleófilo y es el responsable directo de la actividad 

catalítica, definiendo así el plegamiento característico α/β-hidrolasa, compartido por muchas 

hidrolasas con diversas funciones catalíticas y orígenes filogenéticos. Los otros dos residuos 

de la tríada catalítica pueden ser reemplazados por diferentes aminoácidos (González, 

Rodríguez and Del Monte 2010). 

 

Estudios previos han demostrado que la lipasa pancreática porcina (PPL) y la lipasa 

pancreática humana (HPL) exhiben actividades específicas similares en la hidrólisis de 

triglicéridos, con una homología del 86% (Albayati et al. 2020). Esta similitud en sus 

actividades se debe a que ambas lipasas comparten la misma tríada catalítica en su dominio 

C-terminal. Esta característica también explica su estereoselectividad hacia sustratos 

químicamente similares, lo que les permite actuar eficientemente frente a sustratos 
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hidrosolubles, como los ésteres del p-nitrofenol   ( Jensen, DeJong, and Clark 1983; R. Gupta 

et al. 2003). 

 

A lo largo del tiempo, se han investigado diversas estrategias terapéuticas para combatir la 

obesidad, y una de las áreas de enfoque ha sido la enzima LP. Se cree que esta enzima juega 

un papel fundamental en la prevención y tratamiento de los trastornos asociados con la 

obesidad, ya que es responsable de descomponer una parte importante de las grasas de la 

dieta. Se han estudiado inhibidores específicos de la LP con el objetivo de reducir la 

absorción de lípidos y promover la pérdida de peso, logrando aproximadamente un 10% en 

un plazo de 2 años (Bonesi et al. 2018; Clavijo, Celis, and Gama 2019; Tundis, Loizzo, and 

Menichini 2010). 

 

Para prescribir la farmacoterapia en pacientes con obesidad, es considerar esencial ciertos 

criterios de índice de masa corporal (IMC), siendo necesario un IMC mayor a 30 kg/m² (o 

en casos específicos, superior a 27 kg/m²), además de tener una condición de obesidad 

relacionada con morbilidad. Uno de los fármacos más utilizados y avanzados por la 

Administración de Drogas y Alimentos (FDA) para el tratamiento de la obesidad es el 

orlistat, un potencial inhibidor de la LP producido naturalmente a partir de Streptomyces 

toxytricini. Sin embargo, su uso está asociado con efectos secundarios como dolor 

abdominal, distensión abdominal, complicaciones gastrointestinales, flatulencia y diarrea, 

así como dispepsia y daño hepático (Clavijo, Celis, and Gama 2019). 

 

1.2.3.1. Bioensayos in vitro para detección y cuantificación de la lipasa 

pancreática (LP). 

Se han empleado diversos métodos de ensayo para seleccionar inhibidores de la lipasa 

pancreática. El método más común se utiliza ésteres de p-nitrofenilo unidos a ácidos 

orgánicos como sustrato, permitiendo medir la actividad enzimática directa y continua la 

actividad de la enzima (Vo et al. 2022). Durante el ensayo, se  utilizan ésteres de p-

nitrofenilo (butirato, laurato, palmitato, fosfato, etc.) como sustrato, generando p-nitrofenol 

e ion p-nitrofenolato de color amarillo en medio alcalino, medible por espectrofotometría 

UV-Vis a 405-410 nm ver Figura-12  (Bandara, Devereaux, and Weerasooriya 2023).  
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Figura-12 Reacción enzimática de la enzima la  LP La figura fue creada utilizando el 

software ChemDraw Professional. 

 

Otro método emplea el éster oleato de 4-metilumbeliferona como sustrato para evaluar la 

actividad de la lipasa mediante fluorometría. En este método, se produce 4-

metilumbeliferona, cuantificada por espectrofotometría UV-Vis a 455-465 nm. Además, se 

ha reportado el uso 1,2-O-dilauril-rac-glicero-3-glutárico-(6′-metilresorufina)-éster 

(DGGMR) reportado como sustrato, generando  un compuesto inestable en presencia de la 

lipasa que se descompone en ácido glutárico y metilresorufina, con color púrpura azulado 

medible a 580 nm (Jiao et al. 2014). 

 

El kit de ensayo Lipase PS™ es otra opción para evaluar la inhibición de la Lipasa por 

extractos de plantas. Este método mide la formación de un colorante de quinona diamina 

que absorbe a 550 nm. En este método basado en la titulación, se hace reaccionar una 

emulsión de sustrato homogeneizado con goma arábiga y aceite de oliva con la enzima; 

luego, se detiene la reacción y se cuantifica los ácidos grasos liberados mediante titulación 

con NaOH 0,02M en condiciones básicas (Ekanem et al. 2007).  

Cabe resaltar en estos ensayos enzimáticos, es importante considerar la posibilidad que se 

presenten problemas derivados de la interferencia del color en las muestras de estudio. 

Además, es necesario estar atento a la formación de precipitados debido a los buffers 

específicos utilizados en cada ensayo, así como a la presencia de sustratos que pueden 

resultar inestables. 
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1.3. Importancia de las plantas para el control inhibitorio 

sobre enzimas digestivas 

La amplia diversidad de sustancias naturales aún sin explorar ofrece una posibilidad de 

cambio al tratamiento de enfermedades como la DM2 y la OB, que tradicionalmente han 

estado abastecidas por fármacos costosos, poco activos y con efectos secundarios no 

deseados (Elekofehinti, 2021). Como punto de partida, la medicina tradicional o 

conocimiento etnofarmacológico a permitido el  descubrimiento de nuevas fuentes naturales 

de moléculas bioactivas con propiedades antidiabéticas y antiobesidad (Malviya, et al ,2018; 

Ghani, 2019). Así, el conocimiento desarrollado a través del tiempo por la medicina 

tradicional le ha dado a la humanidad la posibilidad de conocer y aprovechar las propiedades 

medicinales de muchas especies vegetales. La apropiación de la medicina tradicional a base 

de hierbas se ha extendido tanto en países en desarrollo como en naciones industrializadas, 

presentándose como una vía complementaria para abordar y prevenir diversas enfermedades 

(Qin et al. 2022). 

 

La importancia de los productos naturales en el tratamiento  de la diabetes y OB está 

sólidamente documentada, mostrando además una ventaja en términos de costos en 

comparación con los agentes hipoglucémicos sintéticos (Shaik Mohamed Sayed et al. 2023). 

Muchos de estos compuestos provienen de fuentes vegetales, como flavonoides, compuestos 

fenólicos, taninos condensados, taninos hidrolizables, terpenos y derivados del ácido 

cinámico, así como también de microorganismos, como es el caso de la acarbosa, miglitol y 

voglibosa. La metformina, aislada de la especie Galega officinalis, forma parte de los 

medicamentos disponibles en el mercado que mejoran la sensibilidad a la insulina para el 

manejo de la diabetes mellitus (Oliveira, et, al. 2022). 

 

El papel de los productos naturales como inhibidores de las enzimas digestivas AG, AA y 

LP ha sido destacado a lo largo de la historia, con plantas medicinales y preparaciones 

tradicionales utilizadas para tratar diversas enfermedades, incluida la obesidad y DM2. A 

continuación se resaltan algunos antecedentes sobre las enzimas AG, AA y LP.  

 



52 Búsqueda de moléculas de origen natural con acción multidiana sobre enzimas 

pancreáticas digestivas: α-glucosidasa, α-amilasa y lipasa pancreática 

 
En estudios documentados acerca de especies con actividad inhibitoria sobre la enzima AG, 

se ha observado que las especies Momordica charantia L. (Nkambo, et, al, 2013), de la 

familia Cucurbitaceae, ha sido utilizado en la medicina tradicional para tratar la diabetes 

mellitus y otros síndromes metabólicos. El extracto MeOH de M. charantia muestra una 

potente actividad de inhibición de la AG de 72,30 ± 0,30 %, mejorando los niveles de 

glucosa en sangre en ayunas y la insulina en ratas diabéticas. Tal actividad podría deberse 

al alto contenido de flavonoides, alcaloides, polisacáridos, polipéptidos, glucósidos 

fenólicos y ácidos grasos que mejoran su eficacia farmacológica (Kashtoh and Baek 2022) 

Además, Artemisia absinthium de la familia Asteraceae (Bouyahya et al. 2021), ha sido 

utilizado en la medicina tradicional marroquí, empleado para la diabetes. El efecto 

hipoglucemiante en ratas diabéticas. El extracto de AcOEt de A. absinthium muestran una 

mayor actividad de inhibición de la AG in vitro con un CI50 0,155 mg/mL, en comparación 

con el extracto acuoso 0,170 mg/mL y el control con acarbosa con CI50 0,148 mg/mL. Sin 

embargo, en condiciones In vivo, solo el extracto acuoso de A. absinthiumlas hojas muestran 

una actividad hipoglucemiante significativa, mientras que el extracto de AcOEt no muestra 

actividad. Tal actividad podría deberse al alto contenido de polifenoles en el extracto de A. 

absinthium (Kashtoh and Baek 2022).  

 

Los Extractos de Chrysophyllum cainito y Ensete superbum (Doan et al. 2018; Habtemariam 

and Varghese 2017) mostraron una actividad inhibidora notable, con compuestos valiosos 

como proantocianidina, ácido gálico, rutina, quercetrina, β-amirina y lupeol. Chrysophyllum 

caimito redujo el azúcar en sangre en ratas diabéticas sin efectos adversos en el peso, 

mientras que Ensete superbum fue seguro en dosis de 2000 mg/kg. (Arrijal, Ma’arif, and 

Suryadinata 2018; Shailajan and Gurjar 2014) El extracto etanólico (EE) de Adenosma 

bracteosum mostró una actividad inhibidora superior a la acarbosa CI50 0,027 mg/mL y 

0,043 mg/mL. Se identificó isoscutellareína-8-o-β-D-glucopiranósido en el EE, con una 

actividad diez veces mayor que la acarbosa. Además, el extracto de éter de petróleo de 

Hertia cheirifolia mostró una actividad inhibitoria más potente que los extractos de AcOEt 

y butanol (Abuelizz et al. 2019).  La sustancia aislada, nopol, también exhibió una actividad 

inhibidora superior al control (Modak et al. 2007).  
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Los compuestos de cianidina y sus derivados, extraídos del fruto de Cinnamomum camphora 

(Kashtoh and Baek 2022). Presentan una capacidad inhibitoria sobre la AG, con un valor 

CI50 de 5,29 mM, en contraste con el control de acarbosa que registra un CI50 de 1,64 mM. 

Además, el análisis cinético reveló que la cianidina compite con el sustrato de la α-

glucosidasa por la unión a la región activa del receptor  (Kim et al. 2020).  

 

La α-amilasa ha sido ampliamente estudiada como diana farmacológica para prevenir la 

hiperglucemia posprandial en diabetes y otras enfermedades. Estudios etnobotánicos han 

identificado más de 1200 especies de plantas con actividad hipoglucemiante. Entre ellas, los 

extractos de Artocarpus altilis, Cinnamomum zeylanicum, Piper betel y Artocarpus 

heterophyllus mostraron una inhibición del 50% en la AA a concentraciones de CI50 130,55 

μg/mL, 118,88 μg/mL, 84,63 μg/mL y 70,58 μg/mL, respectivamente (Mahomoodally et al. 

2012; Lunagariya et al. 2014; Meng et al. 2016) Asimismo, el extracto de metanol de B. 

orellana mostró una inhibición con CI50 de 49 μg/mL, mientras que C. verum presentó un 

valor de CI50 de 1,0 μg/mL (Batista et al. 2022; Maridass 2008).  

 

El extracto EtOH de Andrographis paniculata, junto con su constituyente mayoritario, el 

andrografólido, han demostrado un potencial inhibitorio in vitro sobre las enzimas AG y 

AA, así como in vivo en ratas diabéticas. El extracto inhibió la actividad catalítica de la 

enzima AG con un CI50 de 17,2 mg/ml, y una actividad débil sobre la enzima AA con un 

valor CI50 de 50,9 mg/ml. Por su parte, el andrografólido mostró una inhibición similar en 

ambas enzimas, con valores de CI50 de 11,0 mg/ml y 11,3 mg/ml respectivamente. En 

estudios realizados en ratas diabéticas, tanto el extracto como el andrografólido redujeron 

significativamente los picos de glucosa en sangre y el área bajo la curva después de la 

administración oral de almidón y sacarosa (Kashtoh and Baek 2022). 

 

Los estudios etnobotánicos han revelado que los extractos EtOH de las especies Momordica 

charantia L. y Psoralea corylifolia L. presentan un potencial inhibitorio sobre la LP, con 

valores de CI50 de 96,85 μg/ml y 27,70 μg/ml, respectivamente. Este efecto podría atribuirse 

a los niveles significativos de compuestos de tipo fenólicos y flavonoides presentes en 

ambas especies de 8.96-15.95 mg y 82,55-92.55 mg respectivamente. (Karale, et al,. 2022). 
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Además, se han identificado otras especies, como Amaranthus albus L., Helichrysum 

compactum Boiss., Chenopodium album L. y Agrimonia eupatoria L. potenciales 

inhibidores de la LP. Todos los extractos presentaron actividad inhibidora de lipasa in vitro, 

siendo Helichrysum compactum el más potente CI50: 45,70 µg/mL. Los análisis HPLC 

revelaron la presencia de ácido p-cumárico 0,27 mg/g en A. albus, ácido benzoico 0,33 mg/g 

en C. album, y en H. compactum, ácido vanílico 7,32 mg/g, siringaldehído 14,97 mg/g, 

quercetina 4,66 mg/g, ácido p-cumárico 0,71 mg/g y ácido benzoico 3,43 mg/g. En A. 

eupatoria se destacan el  ácido p-cumárico 0.71 mg/g y ácido benzoico 3.43 mg/g. (Şener 

et al. 2022). 

 

1.4. Generalidades de la especie Neurolaena lobata (L.) R.Br. 

ex Cas. 

La especie Neurolaena lobata (L.) R.Br. ex Cas, perteneciente a la familia Asteraceae 

(Tapia, 2004), muestra una amplia distribución en América Latina, desde México hasta 

Argentina, e incluyendo países como Bolivia, Colombia, Perú, Venezuela y las Guyanas 

(Anon, 2022). En Colombia, se ha registrado su presencia en varios departamentos que 

abarcan Amazonas, Antioquia, Bolívar, Boyacá, Caldas, Caquetá, Cauca, Chocó, Guaviare, 

La Guajira, Magdalena, Meta, Nariño, Norte de Santander, Putumayo, Quindío, Risaralda, 

Santander, Tolima y Valle del Cauca (Chinchilla-Carmona et al. 2011; François et al. 2004; 

M. Gupta, Santana, and Espinosa 1905). En la Figura-13 se ilustra la distribución geográfica 

de esta especie a nivel mundial y en Colombia. A la especie N. lobata se le han atribuido 

diversos nombres populares a lo largo de América Latina. En Colombia, se la conoce como 

capitana, contragavilana, gavilana, inaciabi, indio viejo, mano del lagarto, mano de tigre y 

venadillo (Anon, 2022). En México y Panamá, se le identifica como salvia gavilana, 

gavilana, varejón blanco, mano de tigre, capitana, mano de lagarto, tres puntas e inaciabi, 

En Ecuador, los nombres incluyen por sus comunidades indígenas Na kantsa, Wa kantsa 

(tsafi'ki), O'tsi seje'pa, De'a ico (Pai coca), Amargón, Capitana, Gavilana, Hierbita, 

Lagartijilla, Palo brujo, Samba y Tabaquillo. (Anon, 2022). 
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Figura-13 Distribución geográfica  de Neurolaena en América latina (A) y Colombia (B) 

tomado de EOL-global. 

 

1.5. Clasificación taxonómica y morfología de Neurolaena 

lobata (L.) R.Br. ex Cas. 

La clasificación taxonómica de esta especie indica que pertenece al reino Plantae, filo 

Tracheophyta, clase Magnoliopsida, orden Asterales, familia Asteraceae y al género 

Neurolaena (Anon, 2022). En la literatura científica N. lobata ha sido citada con varios 

sinónimos, tales como: Calea lobata (L.) Sw.; Calea suriani Cass.; Conyza lobata L.; 

Conyza symphytifolia Mill.; Critonia chrysocephalum (Klatt) RM King. & H.Rob.; 

Eupatorium chrysocephalum Klatt; Eupatorium valverdeanum Clatt; Neurolaena fulva BL 

Turner; Neurolaena integrifolia Cass.; Neurolaena lobata var. Indicar Donn. SM.; 

Neurolaena suriani (Cass.) Cass; Pluchea symphytifolia (Mill.) Gillis. Estos sinónimos 

reflejan las variaciones y evolución en la nomenclatura a lo largo del tiempo y en diferentes 

estudios taxonómicos.  (Balslev et al. 2008; Farias et  al,. 2018.; Macbride and Weberbauer 

1936; Anon 2022). 

N. lobata se presenta como una hierba perenne robusta, anual o de vida corta, que puede 

alcanzar alturas de 0,5 a 4,0 metros. Sus tallos son muy ramificados y oscilan entre 0,5 y 4 
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metros de longitud. Sus hojas son alternas, casi sésiles, trilobuladas, con dos lóbulos 

laterales más cortos que el lóbulo central. La superficie superior de las hojas es áspera, 

mientras que el envés es piloso. Las florecitas amarillas se presentan en cabezuelas y tienen 

una corola de 4-5 mm de largo. El tubo de la corola puede alcanzar hasta 23 mm de longitud, 

y la garganta de la corola se ensancha y adquiere una forma subcilíndrica (cilíndrica con 

lados ligeramente curvados). Los frutos son aquenios de color negro con numerosas cerdas 

blanco-amarillentas. Los aquenios son glabros y presentan un vilano con aristas blancas 

densas (Figura-14) (Blair and Madrigal Calle 2005).    

 

 

Figura- 14 Características de hojas y flores de la especie Neurolaena lobata (L.) R.Br. ex 

Cas. 

 

1.6.  Estudios fitoquímicos de la especie Neurolaena lobata 

(L.) R.Br. ex Cas.  

La composición química de la especie N. lobata ha sido ampliamente documentada, 

principalmente en órganos superiores. En estos órganos se han identificado diversos 

compuestos, entre los que destacan las sesquiterpenlactonas (SLs) como neurolenina A (1), 



 57 

 

neurolenina B (2), neurolenina D (3), neurolanina C (4), lobatina A (5), lobatina B (6), 8β-

isovaleroyloxy-9α-acetoxy-calyculatolide (7), lobatina D (8), lobatina E (9), neurolobatina 

B (10), neurolobatina A (11), 3β-acetoxi-8β-isovaleroiloxirrenosina (12), lobatin A (13), 

lobatina E (14), 5β-hidroxi-8β-isovaleroiloxi-9α-hidroxicaliculatolida (15), lobatolide H 

(16), 8β-hidroxi-9α-isovaleroiloxicaliculatolida (17), lobatolide A (18), 3-epi- 

desacetilisovaleroilheliangina (19), lobatina C (20), lobatolide C  (21) y lobatolide D  (22). 

También se han identificado flavonoides como la quercetina (23), metil-quercetina (24), 6-

hidroxi-3-metiléter-7-o-β-d-glucósidokaempferol (25), 6-metoxikaempferol (26), 5-

metoxikaempferol (27), 3-metiléter-7-o-β-d-glucósido quercetagetina (28), Asimismo, se 

han encontrado alcaloides del tipo pirrolizidina, incluyendo 2-hidroxi-2-metilhexahidro-1H-

pirrolizina-1-carboxilato de metilo (29) y Ácido 2-hidroxi-2-metilhexahidro-1H-pirrolizina-

1-carboxílico (30) La Figura-15 relaciona algunos de estos compuestos previamente 

documentados. ( Lajter et al. 2014; Kovács et al. 2023).  
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Figura-15 Metabolitos representativos de la especie Neurolaena lobata (L.) R.Br. ex Cas. 
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1.7.  Usos etnobotánicos de Neurolaena lobata (L.) R.Br. ex 

Cas. 

En diferentes países de Latinoamérica N. lobata ha sido utilizada por sus propiedades 

medicinales en diversas preparaciones para tratar una variedad de afecciones, desde dolores 

estomacales hasta enfermedades más específicas como la malaria, hipoglucemia y diabetes. 

Estos usos tradicionales han contribuido a su relevancia en la medicina popular en las 

culturas locales. En la Tabla 1 proporciona una recopilación de usos tradicionales de N. 

lobata en diferentes regiones, junto con los órganos utilizados, los usos dados, las formas 

de preparación y las referencias bibliográficas que respaldan estos usos.  

 

Tabla  1 Usos medicinales predominantes de N. lobata en diversos países de América 

Latina. 

Lugar de uso órgano Uso dado 
Forma de 

preparación 
Bibliografía 

Colombia 

(Llanos 

orientales) 
Hojas Como cataplasma para tratar la 

mordedura de serpientes maceración 

(Anon, 2022) 

(Paniagua-

Zambrana et al. 

2020) 
Colombia 

(Llanos 

orientales y 

pacifico) 

Holas y 

tallo 
El dolor de cabeza, y para sanar 

úlceras y heridas. 

La decocción o 

maceración se usa para 

bebidas 

(Blair and 

Madrigal Calle 

2005) 

Colombia 

(pacifico) Hojas 

Se emplea para tratar afecciones 

hepáticas; sirve como diurético y 

coadyuvante en el tratamiento de 

cáncer, malaria y diabetes. 

La decocción 

 

(Blair and 

Madrigal Calle 

2005) 

Colombia 

(Amazonas) 
Hojas 

Recomienda como aperitiva, 

carminativa, hipotensora y 

tónica. 
La infusión 

(Blair and 

Madrigal Calle 

2005) 

Guatemala Hojas 

Se utiliza para la malaria, 

dolores estomacales, diabetes, 

amibiasis, para tratar 

enfermedades de la piel, contra 

enfermedades nerviosas, anemia, 

hipotensión e hipoglucemiante. 

Decocción  e infusión (Navarrete et al. 

2008) 

Honduras Hojas Para dolores estomacales, 

ulceras e infecciones 
Decocción  infusión y 

maceración 
(Cáceres et al. 

1998) 

México Hojas Como remedio para la malaria, 

resfriados y fiebre. Decocción  e infusión (Andrade-Cetto 

et al. 2019a) 

Panamá Hojas 

Para tratar diabetes, 

hipertensión, dolores hepáticos, 

malaria  y como repelente de 

insectos 

Decocción  e infusión 
(M. P. Gupta et 

al. 1984a; 

Turner 1982) 

Venezuela  
Como remedio para tratar la 

malaria Infusión (Kerr, Mabry, 

and Yoser 1981) 
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De acuerdo en los datos recopilados de los usos tradicionales de N. lobata presentes en la 

Tabla 1, se resalta su valioso aporte etnomedicinal en el tratamiento de la diabetes y la 

obesidad en diversas comunidades de Guatemala, Panamá y Colombia (Waldemar López, 

et, al. 2022). Los recursos etnomedicinales varían en función de la dosis de decocción de 

hojas de N. lobata utilizada en el tratamiento de la diabetes. En Guatemala, donde la DM2 

representa aproximadamente un tercio de las causas de mortalidad en el país, las poblaciones 

indígenas, específicamente los cakchiqueles de Guatemala (Allen et al. 2023), han empleado 

las hojas de N. lobata como terapia hipoglucemiante (Cruz and Andrade-Cetto 2015). Se ha 

observado que se consume alrededor de 2-3 gramos de material vegetal, principalmente 

hojas secas o frescas, preparadas en forma de infusión (Lee and Lee 2021). Esta infusión se 

consume en un promedio de 600 mL diarios (Waldemar López et,al,. 2022). En Colombia y 

Panamá, se ha informado de un rango de dosis que va desde 3 vasos diarios durante 4 días 

hasta 1 vaso diario antes del desayuno durante 7 días, Estos métodos de preparación incluyen 

tanto la decocción como la infusión de hojas, ya sean secas o frescas.(G. and Serrano 1995; 

Lévuok 2016).  Cabe resaltar que en Colombia, especialmente en la región del Pacífico, se 

utiliza la especie N. lobata como planta medicinal y hasta la fecha no se ha documentado su 

uso en otras regiones del país. 

 

1.8.  Estudios de actividad biológica de Neurolaena lobata (L.) 

R.Br. ex Cas. 

La especie Neurolaena lobata ha sido objeto de investigaciones en relación con diversas 

actividades biológicas, explorando tanto extractos, fracciones como metabolitos aislados. 

Se han identificado posibles efectos que abarcan actividades antiinflamatorias, 

antibacterianas, antimicrobianas , antimaláricas y antiproliferativas (Gracioso, et al,. 2000). 

La Tabla 2 presenta información detallada sobre varios estudios en los que se ha evaluado 

el impacto de diferentes extractos y fracciones de N. lobata en una variedad de actividades 

biológicas, utilizando distintos modelos experimentales. 
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Tabla  2 Estudios biológicos reportados sobre los extractos y fracciones de la especie N. 

lobata. 

Tipo de 

muestra 

Modelo 

utilizado 
Dosis Resultados Bibliografía 

Extracto de EtOH al 

70% de hojas  

frescas y secas. 

In vitro 

Antimalaria 

Líneas celulares 

Jurkat, Clon E6-1 

5-100 µg/mL 

 

Hojas frescas CI50 4.3 

µg/mL 

Hojas secas CI50  4.1 

µg/mL 

 

(François et al. 2004) 

Extracto MeOH 

hojas  y fracción 

CH2Cl2 

In vitro 

Antimalaria sobre la 

cepa P. Falciparum 

NF54 

250 mg/mL 

extracto MeOH 

CI50 8,6 µg/mL, 

fracción CH2Cl2 

CI5010.6 µg /mL 

(Thesis and Lajter 

2015) 

Extracto de MeOH 

de hojas secas 

In vitro 

Antiinflamatoria 

sobre los receptores  

TNF-α  y THP-1 

100 μg/mL 
TNF-α reducción del 80 % 

THP-1 reducción del 72 % 

(Walshe-Roussel et 

al. 2013) 

Extracto de MeOH 

de hojas secas 

in vivo 

ratones 

hipoglicémicos 

250 mg/kg 500 mg/kg 
(M. P. Gupta et al. 

1984b) 

Extracto EtOH al 50 

% de hojas secas 

in vitro 

Inhibición de 

veneno de B.asper 

sobre la enzima 

PLA2 

Veneno 

extracto (p:p) 

de 1:25-1:400 

PLA2  

CE50  32.5 μg/mL 

(Saravia-Otten et al. 

2021) 

Extracto EtOH-H2O 

1:1 hojas secas 

In vivo 

ratones  Wistar 

hiperglucemia 

57 mg/kg 153 mg/dl 
(Andrade-Cetto et al. 

2019) 

Extracto acuoso 

hojas secas 

In vivo 

En ratones Wistar 

hiperglucemia 

40 mg/kg 139 mg/dl 
(Andrade-Cetto et al. 

2019) 

Extracto EtOH-H2O 

1:1 hojas secas 

In vitro 

Saccharomyces 

cerevisiae 

0,2 μg/mL y 

20 000 μg/mL 
CI50 886 µg/mL 

(Andrade-Cetto et al. 

2019) 

Extracto EtOH al 

80% de hojas 

In vitro 

Antiinflamatoria 

Sobre los receptores 

TNF-α 

THP-1 

100 μg/mL 

Extracto 

TNF-α  85% 

THP-1 72 % 
(Vasas et al. 2021) 

Fracciones de hojas 

secas Hexano, 

DCM, AcOEt y 

Acetona 

In vitro 

Inhibición de 

veneno de serpiente 

Bothrops asper 

5-10% v/v 

Hexano  ---- 

DCM  16,4 % 

AcOEt 19,3 % 

Acetona 41,2 % 

(Saravia-Otten et al. 

2022) 

 

Basándonos en los datos biológicos recopilados de los estudios sobre N. lobata, detallados 

en la Tabla 2, se resalta las investigaciones llevadas a cabo por los investigadores Gupta y 

Andrade-Cetto por las contribuciones del efecto hipoglucemiante de la especie N. lobata. 

Gupta y colaboradores llevaron a cabo un estudio in vivo en ratones hiperglucémicos, 

emplearon el extracto MeOH de hojas secas de N. lobata a una dosis de 250 mg/kg. Los 

resultados indicaron un efecto hipoglucemiante a 500 mg/kg (Gupta et al., 1984). Por su 
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parte, Andrade-Cetto en el 2019 reportó la actividad extractos acuosos y EtOH-H2O 1:1 de 

hojas secas en ratones Wistar hiperglucémicos. Los resultados mostraron reducciones en los 

niveles de glucosa en sangre, indicando un posible efecto hipoglucemiante. También realizó 

estudios in vitro utilizando extracto EtOH-H2O 1:1 en el modelo S. cerevisiae. Observaron 

una CI50 de 886 µg/mL (Andrade-Cetto et al., 2019). 

 

Por otro lado, se ha documentado la actividad biológica de los compuestos químicos aislados 

de N. lobata, abarcando una amplia variedad de actividades que incluyen propiedades 

antiinflamatorias, antibacterianas, antimicrobianas, antimaláricas, antiproliferativas y 

anticancerígenas, entre otras (Dieseldorff 2007). Estas actividades han sido investigadas en 

diversos modelos de estudio tanto in vitro como in vivo. Sin embargo, hasta la fecha, no se 

ha reportado de actividades específicas relacionadas con la diabetes, como la inhibición de 

enzimas digestivas (Velez et al. 2022). La Tabla 3 proporciona información detallada sobre 

varios estudios en los que se ha evaluado los compuestos químicos de N. lobata en diversas 

actividades biológicas.  

 

Tabla  3 Estudios biológicos sobre de los compuestos químicos identificados en la especie 

N. lobata. 

Tipo de muestra Modelo utilizado Dosis Resultados Bibliografía 

NL-B 

Mezcla NL- C + D  

2/3 

lobatina B 

 

in vitro 

Antiinflamatoria 

TNF-α 

THP-1 

0.1-10 μM 

TNF-α 

NLB, CI50 2.32  μM 

NL- C + D  CI50 1.10 μM 

Lob-B CI50 0,17μM 

THP-1 

NLB, 11.2  μM 

NL- C + D  10.1 μM 

Lob-B 12.4 μM 

(Walshe-Roussel et al. 

2013) 

Lobatolide H 

in vitro 

Antiproliferativa, líneas 

celulares  SiHa, C33A y 

HeLa 

10-40 μM 

SiHa CI50 2,82 µM 

C33A CI50 4,43 µM 

HeLa CI50 16,62 µM 

(Kovács et al. 2023) 

Neurolenina b  

NLB 

heterodímero (7) 

germacranolido (4) 

eudesmane (9) 

isodaucane (10) 

in vitro 

Antiproliferativa 

Líneas celulares 

cancerígenas HeLa, 

C33A y SiHa. 

10,0 y 30,0 µM 

NLB 

HeLa CI50 1,24 µM, 

C33A CI50 0,47 µM, 

SiHa. CI50 1,33 µM 

(7) 

HeLa CI50 91,87 µM 

C33A CI50 94,66 µM 

SiHa CI50 77,17 µM 

(4) 

HeLa CI50 83,94 µM 

C33A CI50 97,27 µM 

SiHa CI50 79,77 µM 

(Vasas et al. 2021) 
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(9) <20 µM 

(10) <20 µM 

Neurolenina A 

(Lob 1) 

Neurolenina B 

(Lob 2) 

Neurolenina C 

(Lob 3) 

Neurolenina D 

(Lob 4) 

Lobatina A (Lob 5) 

In vitro 

Antiinflamatorio 

Línea células 

HUVEC/TERT 2 -CRL-

4053 

 

100 ng/ml 

(Lob 1) 0.013 % 

(Lob 2) 0.124 % 

(Lob 3) 0.210 % 

(Lob 4) 0.169 % 

(Lob 5) 0.016 % 

(McKinnon et al. 

2014) 

 

Basado en los datos recopilados de los estudios biológicos de los compuestos aislados de N. 

lobata presentes en la Tabla 3, se observa una presencia limitada de actividades biológicas 

vinculadas a la diabetes y la obesidad. 
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2. Metodología  

2.1. Procedimientos generales 

En el fraccionamiento del extracto etanólico se utilizó cromatografía líquida al vacío (CLV) 

empleando como fase estacionaria sílica gel 60 F254 SiliaPlateTM de tamaño 5-20 μm 

(SiliCycle® Inc., Quebec, Canadá). Los aislamientos y purificaciones de los constituyentes 

químicos se realizaron mediante cromatografía flash (CF) utilizando como fase estacionaria 

sílica gel P60 SiliaFlash® de tamaño 40-63 μm y/o 20-45 μm (SiliCycle® Inc., Quebec, 

Canadá). En algunos casos para las purificaciones se empleo cromatografía en capa delgada 

preparativa (CCDP), en la que se usaron placas de sílica gel 60 F254 de 1 mm de espesor 

SiliaPlateTM (SiliCycle® Inc., Quebec, Canadá). Los estudios cromatográficos y el 

monitoreo en el fraccionamiento y purificación, se realizaron por cromatografía en capa 

delgada (CCD) empleando cromatoplacas de sílica gel 60 F254 SiliaPlateTM (SiliCycle® 

Inc., Quebec, Canadá), utilizando como revelador luz UV (254 y 365 nm), vainillina al 0,1% 

en ácido sulfúrico al 5% y yodo. El análisis comparativo de las preparaciones tradicionales 

se realizó en un equipo de cromatografía en capa fina de alta resolución (HPTLC, por sus 

siglas en inglés), conformado por un automuestreador (ATS 4), cámara de visualización y 

software VisionCATS (CAMAG®, Muttenz, Switzerland). Los disolventes utilizados para 

las separaciones cromatografícas fueron de grado técnico y destilados antes de su uso. Los 

disolventes utilizados para las separaciones cromatografícas fueron de grado técnico y 

destilados antes de su uso. 

 

Los compuestos aislados fueron elucidados mediante el empleo de técnicas espectroscópicas 

y por comparación con los datos reportados en la literatura. Los espectros de RMN (1D) uni 

y (2D) bidimensionales fueron adquiridos en un  espectroscópicas avance AC-400 (Bruker®, 
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Leipzig, Germany), empleando solventes deuterados a una temperatura de 25 °C. Los 

desplazamientos químicos (ẟ) están expresados en partes por millón (ppm) y las constantes 

de acoplamiento (J) en Hertz (Hz). Los tipos de carbonos presentes en cada una de las 

moléculas elucidadas fueron obtenidos de los análisis de los experimentos APT.  

 

Las enzimas empleadas para los estudios de inhibición enzimática fueron: lipasa pancreática 

tipo (LP) II derivada del páncreas porcino (100-500 U/mg proteína, Sigma-Aldrich, EC. 

3.1.1.3); α-amilasa (AA) tipo VI-B derivada de páncreas porcino (≥ 10 unidades/mg sólido, 

L-SLBP4061V, Sigma-Aldrich, EC. 3.2.1.1) y α-glucosidasa (AG) tipo I derivada de 

Saccharomyces cerevisiae (polvo liofilizado, ≥ 10 U/mg proteína, Sigma-Aldrich, EC. 

3.2.1.20). Como sustratos se usaron los compuestos dodecanoato de 4-nitrofenilo (Sigma-

Aldrich) para LP, 2-cloro-4-nitrofenil-α-D-maltósido (Sigma-Aldrich) para AA, y p-

nitrofenilo-α-D-glucopiranósido (Sigma-Aldrich) para AG. Los demás reactivos utilizados 

en los ensayos enzimáticos fueron de grado analítico, adquiridos comercialmente y usados 

sin tratamiento adicional. Las lecturas de absorbancia se realizaron en un lector de 

microplacas Thermo Scientific Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

EE. UU.) Utilizando el software Skanlt RE4.1. 

 

Se emplearon líneas celulares humana (BHK-21) y animal (MRC-5) fueron adquiridas 

comercialmente por Lonza™, los medios de cultivo empleados fueron  DMEM (Dulbecco's 

Modified Eagle's Medium, Lonza™ BioWhittaker™) y EMEM (Medium EMEM Cell 

Culture Media, Lonza™ BioWhittaker™), estos medios de cultivos se suplementaron con 

10% de suero fetal bovino (FBS, Gibco) con 2 mM de glutamina y un 1% de antibiótico 

(penicilina-estreptomicina, Lonza™ BioWhittaker™). Las células se mantuvieron en una 

atmosfera húmeda a 37°C con un  5% de CO2, Además, los ensayos celulares se evaluaron 

mediante el método MTT ((bromuro de 3-(4,5-metil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio) de 

Sigma-Aldrich). Los ensayos se llevaron a cabo en un lector de microplacas de la marca 

(BioRad). 
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2.2. Identificación de los compuestos bioactivos de 

Neurolaena lobata con capacidad inhibitoria sobre lipasa 

pancreática (LP), α-amilasa (AA) y/o α-glucosidasa (AG). 

2.2.1.  Material vegetal  

Las hojas de Neurolaena lobata (L.) R. Br. ex Cas (HUA 205424) fue colectada en los 

alrededores de la ciudad de Quibdó perteneciente al departamento de Chocó (Colombia). 

Un ejemplar del espécimen colectado reposa en el herbario de la Universidad de Antioquia. 

La colecta de esta especie está amparada bajo el marco de la amnistía establecido en el 

artículo 6° de la ley de 1955 de 2019. 

 

2.2.2. Extracción y fraccionamiento realizado del extracto de hojas de N. lobata.  

El material vegetal seco y molido de N. lobata (3150 g) se extrajo por maceración a 

temperatura ambiente con EtOH:H2O 70:30, en el cual se realizaron cuatro extracciones con 

cambios de disolvente cada 2 días por dos semanas. El extracto fue concentrado a presión 

reducida y liofilizado para obtener el extracto hidroalcohólico seco (HA, 100 g). Una parte 

de este extracto (96 g) fue fraccionada por cromatografía líquida al vacío (CLV) utilizando 

solventes de diferente polaridad: diclorometano (DCM, 8.8 g), acetato de metilo (AcOMe, 

42.2 g), isopropanol (iPrOH, 28.8 g) y mezcla etanol:agua 8.2 (EtOH:H2O, 5.3 g). Las 

fracciones resultantes se sometieron a ensayos in vitro de inhibición de las enzimas LP, AA, 

y AG, En la Figura-16 se ilustra el esquema general de extracción y fraccionamiento 

realizado sobre la especie N. lobata. 
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Figura-16 Esquema de extracción y fraccionamiento por CLV sobre las hojas de N. lobata. 

 

 

2.2.3.  Determinación de la actividad inhibitoria frente a LP, AA y AG del extracto 

y fracciones N. lobata. 

Se determinó la actividad inhibitoria del extracto HA y las fracciones obtenidas mediante 

CLV frente las enzimas LP, AG y AA. Siguiendo las metodologías descritas en la literatura 

con algunas modificaciones (Ashok Kumar et al. 2012; Cardullo et al. 2021; Kaur et al. 

2021; Vo et al. 2022).  Las muestras fueron disueltas en DMSO y se evaluaron por triplicado 

en diferentes concentraciones para el extracto HA (1000 a 62.5 µg/mL) y las fracciones de 

CLV (500 a 6.25 µg/mL). En la sección 2.4.2 se describen más detalles de la metodología 

empleada frente a cada una de las enzimas. 

2.2.4. Purificación de las fracciones AcOMe y iPrOH provenientes de N. lobata. 

 

La fracción de AcOMe (40.2 g) fue sometida a cromatografía flash (CF) utilizando como 

fase móvil en gradiente la mezcla de hexano:AcOEt (95:5 a 6:4), lo que condujo a la 

obtención de cuatro fracciones (Ac1-Ac4). La fracción Ac1 (11.0 g) fue purificada por 

sucesivas CF con hexano:AcOEt (6:4) y DCM:Acetona (99:1), seguido de cromatografía en 

capa delgada preparativa (CCDP) con sistema de elución tolueno:AcOEt (6:4), para así 
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aislar dos sólidos amorfos de color blanco correspondientes a C1 (80 mg, p.f. 164-165 °C) 

y C2 (50 mg, p.f. 123-124 °C). Las fracciones Ac2 y Ac3 se reunieron (10.5 g) y se 

sometieron a purificación por sucesivas CF con hexano:DCM:acetona (5:4.5:0.5), 

DCM:MeOH (9:1), CHCl3:MeOH (9:1) y DCM:acetona (85:15), obteniéndose un sólido 

amarillo correspondiente a C3 (21.5 mg, p.f. 206-208 °C). De la fracción Ac4 (13.32 g) fue 

purificado un sólido de color amarillo denominado C4 (318.2 mg, p.f. 193-195 °C), 

mediante sucesivas CF con DCM:acetona (85:15 a 7:3) y CHCl3:AcOEt:MeOH (95:5:5).  

La fracción iPrOH (28.8 g) se sometió a CF utilizando como sistema de elución en gradiente 

la mezcla DCM:MeOH (95:5 a 85:15), lo que condujo a la obtención de tres fracciones 

(iPr1-iPr3). De la fracción iPr1 (8.06 g) usando sucesivas CF con DCM:acetona (99:1) y 

CHCl3:MeOH (9:1),permitió la obtención de un sólido amarillo correspondiente a C5 (7.8 

mg, p.f. 179-181°C). Las fracciones iPr2 y iPr3 se reunieron (14.5 g) y se sometieron a 

purificación mediante CF con CHCl3:MeOH (9:1), para de esta manera obtener un sólido 

amarillo denominado C6 (22.6 mg, p.f. 108-110 °C). En el Figura-17 se ilustra el proceso 

de aislamiento y purificación. Los compuestos aislados fueron identificados mediante el uso 

de técnicas de RMN y por comparación con datos reportados en la literatura (Anexo 1, 

Tablas A1 a A6 y Figuras- A1 a A6). 

 

2.2.5. Determinación de la inhibición de la actividad catalítica de los compuestos 

aislados sobre LP, AG y AA 

 

Para determinar la inhibición de la actividad de los compuestos aislados de N. lobata sobre 

las enzimas LP, AG y AA, se implementaron las metodologías descritas en la sección 2.4.2. 

Los compuestos aislados fueron evaluados a una concentración de 300 µM, y los 

compuestos que causaron una inhibición superior o igual al 50% en la máxima 

concentración evaluada, se les determinó la concentración inhibitoria media CI50, en un 

rango de (300 a 9.37 µM). Todos los ensayos se analizaron por triplicado en tres ensayos 

independientes.  



 

 
 

 

Figura- 17 Esquema de extracción y fraccionamiento por CLV sobre las hojas de N. lobata (Asteraceae).  



 

 
 

2.2.6. Determinación de la actividad citotóxica 

Los ensayos de citotoxicidad se llevaron a cabo siguiendo la metodología descrita en la 

literatura descrita por (Mendez-Callejas et al. 2023) con algunas modificaciones. Se 

emplearon líneas celulares de origen animal (BHK-21) y humana (MRC-5), obtenidas de 

riñón de hámster y tejido pulmonar respectivamente. Para cada línea celular, se mantuvo en 

su medio de cultivo apropiado, EMEM para BHK-21 y DMEM para MRC-5. Inicialmente, 

las líneas celulares se sembraron a una densidad de 1,0×106 células/pozo en placas de 96 

pozos, con 100 μL de medio suplementado al 10 % de FBS y al 1% con antibiótico 

penicilina/estreptomicina. Las células se incubaron a 37°C en un ambiente húmedo del 95% 

y CO2 al 5 % durante 24 horas. Después de este periodo, se retiró el medio y se reemplazó 

con una mezcla fresca que contenía los tratamientos (extractos, fracciones o compuestos), 

en una proporción 1:10 en EtOH y medio de cultivo, respectivamente. Estos tratamientos se 

evaluaron a tres contracciones diferentes, basadas en sus valores de CI50 previamente 

determinados en los ensayos enzimáticos (CI50/10, CI50 y 10xCI50). Tras 24 horas, se retiró 

el medio y se agregaron 100 µL de la solución de MTT, a una concentración de 0,5 mg/mL 

en buffer fosfato salino. Posteriormente, se incubaron por un periodo de 4 horas a 37°C con 

un ambiente húmedo al 95% con CO2 al 5%. Finalmente se eliminó el sobrenadante, se 

agregaron 100 μL de DMSO y los valores de absorbancia se midieron a 570 nm. Se empleó 

como control positivo taxol. Todos los ensayos se realizaron por triplicado en dos ensayos 

independientes. Los porcentajes de % viabilidad fueron estimados a partir de las 

absorbancias medidas de acuerdo con la ecuación Ec. 1 donde absorbancia vehículo es el 

promedio de la lectura del metabolismo de MTT en un grupo de tratamiento (n=4). 

 

𝐄𝐜. 𝟏   % 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 =
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑣𝑒𝑖𝑐𝑢𝑙𝑜

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 
 𝑥 100 

2.2.7. Análisis estadístico. 

Para el análisis detallado de los datos, se empleó el software estadístico GraphPad Prism 8. 

Todos los datos reportados representados es el promedio de tres repeticiones ± SD, 

significancia estadística P <0.05. 
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2.3. Caracterización biológica y química de las preparaciones 

tradicionales más utilizadas de Neurolaena lobata para el 

tratamiento de diabetes y obesidad. 

2.3.1. Material vegetal 

Las hojas de Neurolaena lobata (L.) R. Br. ex Cas (HUA 205424) fueron colectadas 

nuevamente en la ciudad de Quibdó-Chocó-Colombia. Un ejemplar del espécimen colectado 

reposa en el herbario de la Universidad de Antioquia. La colecta de esta especie está 

amparada bajo el marco de la amnistía establecido en el artículo 6° de la ley de 1955 de 

2019. 

2.3.2.  Obtención de las preparaciones tradicionales 

Se obtuvieron las preparaciones tradicionales (PT) en las que es consumida la N. lobata para 

el tratamiento de la OB y DM2 (Andrade-Cetto et al. 2019a; Blair and Madrigal Calle 2005) 

(Lévuok 2016). Se empleó material vegetal fresco y seco, se emplearon los métodos de 

decocción a 50°C (PTD) e infusión (PTI), y se empleó en todos los casos agua potable 

tratada envasada como solvente de extracción para obtener las preparaciones tradicionales. 

Para la preparación de los extractos por decocción se emplearon 10 g de material vegetal 

fresco o seco, se añadieron 250 mL de agua (equivalente a un vaso de 8oz) a 50°C y se 

mantuvo esta temperatura por 30 minutos, y posteriormente la mezcla se dejó reposar a 

temperatura ambiente. Para la preparación de los extractos por infusión, a 10g de hojas secas 

o frescas se añadieron 250 mL de agua hirviendo, permitiendo la extracción en diferentes 

intervalos de tiempo: 5, 10, 15 y 30 minutos. Cada una de las preparaciones tradicionales se 

preparó por triplicado. A los extractos obtenidos se les determinó su capacidad inhibitoria 

sobre las enzimas LP, AA y AG.  
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2.3.3.  Determinación de la actividad inhibitoria frente a LP, AA y AG de las 

preparaciones tradicionales. 

Para determinar la actividad inhibitoria de las preparaciones tradicionales (PT) sobre las 

enzimas LP, AG y AA, se implementaron nuevamente las metodologías descritas en la 

sección 2.4.2. Las PT fueron evaluadas a una concentración máxima de 1000 µg/mL. 

Posteriormente, los extractos que presentaron una inhibición superior al 50% en la máxima 

concentración evaluada, se les determinó la concentración inhibitoria media CI50, en un 

rango de (1000 a 62.5 µg/mL). Todos los ensayos se llevaron a cabo por triplicado en tres 

ensayos independientes. Para el análisis detallado de los datos, se empleó el software 

estadístico GraphPad Prism 8. Los valores CI50 se estimaron mediante análisis de regresión 

no lineal. Se analizaron las diferencias estadísticamente significativas de las PT, empleando 

la prueba de análisis de varianza ANOVA para comparar las medias. Todos los datos 

reportados representan el promedio de tres repeticiones ± SD, significancia estadística P 

<0.05.  

2.3.4.  Análisis de la presencia de los compuestos bioactivos en las preparaciones 

tradicionales por HPTLC. 

2.3.4.1. Preparación de las soluciones estándar  

Se disolvió 1.0 mg de los compuestos activos C1, C5 y C6 aislados de N lobata en 1 mL de 

MeOH grado HPLC para obtener la solución estándar # 1 (1 mg/mL) y a partir de esta 

solución se preparó la solución estándar #2 a una concentración de 0.1 mg/mL. Cada 

solución se filtró a través de una membrana de polipropileno de 0,22 µm para su posterior 

análisis de HPTLC. Las soluciones se prepararon por triplicado. 

 

2.3.4.2. Preparación de las muestras de las preparaciones 

tradicionales. 

Las PT y el extracto hidroalcoholico (HA) se disolvieron en una proporción de 10 mg en 1 

mL de MeOH grado HPLC, logrando una concentración de 10 mg/mL. Posteriormente, cada 
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solución de muestra fue sometida a filtración mediante un filtro de membrana de 

polipropileno de 0,22 µm para su posterior análisis de HPTLC. Las soluciones se prepararon 

por triplicado.  

2.3.4.1. Elaboración de las curvas de calibración 

La curva de calibración de los compuestos C1, C5 y C6 se preparó aplicando diferentes 

volúmenes de las soluciones estándar (1, 3, 5 y 8 µL de la solución #2 y 1, 2, 3, 4 y 5 µL de 

la solución #1) para obtener el rango de 100-5000 ng/banda. El gráfico de calibración se 

creó con el área del pico frente a la concentración a una longitud de onda de 254 nm. Con 

la ayuda de la ecuación de regresión polinomial grado 2 y el área de pico correspondiente a 

C1, C5 y C6 se estimó la cantidad de cada compuesto en las PT y el extractó HA. 

2.3.4.2. Instrumentación y condiciones de HPTLC 

Las muestras fueron analizadas en un sistema HPTLC (Camag, Muttanz, Suiza) equipado 

con un aplicador automático TLC Sampler 4 (ATS4) con una jeringa de 25 µL, una unidad 

de visualización TLC-3 y un escáner TCL-4, todo operado por medio del software 

visionCATS. La cromatografía se realizó en placas de TLC de 10 cm x 20 cm recubiertas 

con gel de sílice 60 F254 SiliaPlateTM (SiliCycle® Inc, Canada). En cada placa fueron 

sembradas 15 muestras, aplicadas de acuerdo con las siguientes configuraciones que se 

mantuvieron constantes fueron en todos los análisis: ancho de banda de 7 mm; distancia 

entre bandas de 3 mm, distancia de 1.5 cm desde el borde lateral de la placa, distancia de 2 

cm desde el borde inferior de la placa, distancia de revelado entre 7 y 8 cm. Los volúmenes 

de aplicación fueron de 10 μL para extractos y para los compuestos fueron los indicados en 

la sección 2.3.4.1 para la construcción de la curva de calibración en un rango entre 100-5000 

ng/banda. Las fases de elución fueron hexano:AcOEt (6:4) para el compuesto C1 y 

DCM:AcOEt:MeOH (85:10:5) para los compuestos C5 y C6. Los resultados de la 

separación se adquirieron a 365 y 254 nm (lámpara de Hg) mediante un visualizador TLC-

3. La evaluación cuantitativa de la placa se realizó en la región Ultravioleta (UV) usando un 

densitómetro en modo absorbancia-reflectiva a 254 nm mediante el escáner TLC-4, con una 

dimensión de ranura de 4.00 x 0.30 mm, con una velocidad de exploración (20 mm/s) y una 
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resolución de datos de 100 mm/paso. El pico de C1, C5 y C6 se detectó por comparación 

de su factor de retardo (Rf) con los del estándar, y la concentración se evaluó a partir de las 

curvas de calibración. Todos los ensayos se realizaron por triplicado y los valores se reportan 

como media ± DS.  

 

2.4. Determinación de los mecanismos de inhibición 

enzimática sobre LP, AA y AG de los compuestos 

bioactivos provenientes de N. lobata y compuestos 

relacionados. 

2.4.1.  Selección de los compuestos 

Con el propósito de enriquecer la discusión sobre los compuestos aislados de la especie N. 

lobata con potencial inhibitorio sobre las enzimas LP y AG (C1 y C2 de tipo SLs y C5 y 

C6 del tipo flavonoide), así como establecer algunas relaciones estructura-actividad, se 

decidió incluir en esta investigación compuestos naturales de tipo SLs y flavonoide 

estructuralmente relacionados con los aislados, ya sea adquiridos comercialmente o 

previamente aislados e identificados por el equipo de investigación QuiProNaB. Los detalles 

de los flavonoides y SLs seleccionados se reportan en la Tabla 4. 

 

Tabla  4 Compuestos naturales seleccionados y evaluados sobre las enzimas LP, AG y 

AA. 

Sesquiterpenlactonas (SLs) 

 
Neurolenina B (C1) 

Aislada de N. lobata 

 
Lobatina A (C2) 

Aislada de N. lobata 

 
Alantolactona (C7) 

Comercial Molport 

 
Santonin (C8) 

Comercial Molport 

 
Partenolida (C9) 

Comercial Molport 
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Flavonoides 

 
5,6,4´-trihidroxi-3,7-

dimetoxiflavonol (C5) 

Aislada de N. lobata 

 
5,6,3´,4´-trihidroxi-3,7-

dimetoxiflavonol (C6) 

Aislada de N. lobata 

 
Flavona (C10) 

Comercial sigma aldrich 

 
6-hidroxiflavona (C11) 

Comercial sigma aldrich 

 
6-metoxiflavona (C12) 

Comercial sigma aldrich 

 
5-hidroxi-7metoxiflavona 

(C13) 

Comercial sigma aldrich 

 
 

3-hidroxi-7-metoxiflavona 

(C14) 

Comercial sigma aldrich 

Crisina (C15) 

Comercial sigma aldrich 

 
Baicaleín (C16) 

Comercial sigma aldrich 

 
Apirigina (C17) 

Comercial sigma aldrich 

 
Quercetina (C18) 

Comercial sigma aldrich 

 
3-O-metoxi-quercetina (C19) 

Aislada de Gnaphalium 

gracile H.B.K 

 
Pinocembrina (C20) 

Comercial sigma aldrich 

 
Naringenina (C21) 

Comercial sigma aldrich 

 
Ponciretina (C22) 

Comercial sigma aldrich 

 
3,5 dihidroxi-6,7,8-

trimetoxiflavona (C23) 

Aislada de Gnaphalium 

gracile H.B.K 

 
5,7dihidroxi-3,6,8-

trimetoxiflavona (C24) 

Aislado de Gnaphalium gracile 

H.B.K 

 
Gnaphalin (C25) 

Aislado de Gnaphalium 

gracile H.B.K 

 
Conyzatina (C26) 

Aislado de Gnaphalium 

gracile H.B.K 

 
5,7,9-trimetoxidihidrochalcona 

(C27) 

Aislado de Piper pesaresanum 

 
7-hidroxi-6,3´,4´,5´- tetrametoxidihidrochalcona (C28) 

Aislada de Piper pesaresanum 
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2.4.2.  Determinación de la inhibición de la actividad catalítica de los compuestos 

seleccionados sobre LP, AG y AA. 

2.4.2.1. Ensayo de la actividad catalítica de LP. 

Se evaluó la actividad inhibitoria sobre la enzima LP según el método propuesto por 

(Cardullo et al. 2021; Kaur et al. 2021) con algunas modificaciones. Se utilizó lipasa 

pancreática porcina tipo II (100-500 U/mg de proteína), dodecanoato de p-nitrofenilo como 

sustrato y orlistat como control positivo. Los extractos, fracciones y compuestos fueron 

disueltos en DMSO. La máxima concentración evaluada para extractos fue de 1000 µg/mL, 

para las fracciones de 500 µg/mL y para los compuestos 300 µM. Los ensayos se 

desarrollaron en placas de 96 pozos. Para iniciar, se preparó una solución de enzimática de 

LP a una concentración de 1 mg/ml en tampón de Tris-HCl a una concentración de 0.5 M 

con un pH 8.5, suplementado con 5 mM de desoxicolato de sodio (DSC) y 5mM de NaCl. 

Esta mezcla se centrifugó a 5000 rpm durante 10 minutos para eliminar partículas en 

suspensión. Luego se tomaron 30 μL de la solución enzimática y se mezclaron con 30 μL 

de solución madre de la sustancia a evaluar (extracto, fracción o compuesto), junto con 160 

µL de tampón de Tris-HCl (0.5 M con un pH 8.5 y NaCl a 5mM). La mezcla resultante se 

pre-incubó a 37 °C durante 5 minutos. Luego, se añadieron 30 µL de sustrato a una 

concentración de 0.075 mM, obteniendo un volumen final de 250 µL. La incubación se llevó 

a cabo durante 25 minutos a 37 °C. La actividad enzimática se cuantificó midiendo la 

absorbancia a 405 nm. Todos los ensayos se realizaron por triplicado en tres ensayos 

independientes. Los porcentajes de inhibición fueron estimados a partir de las absorbancias 

medidas de acuerdo con la ecuación Ec. 2 

 

𝐄𝐜. 𝟐  % 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 =
𝐴 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝐴 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑑𝑜𝑟

𝐴 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 
 𝑥 100 

 

Para los extractos, fracciones y compuestos que mostraron una inhibición superior al 50% 

en la máxima concentración evaluada, se calculó la concentración inhibitoria media CI50, en 

un rango de concentraciones de (1000 a 62.5 µg/mL) para extractos, de (500 a 6.25 µg/mL) 

para las fracciones y de (300 a 9.37 µM) para compuestos.  
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2.4.2.2. Ensayo de la actividad catalítica de AA. 

La actividad sobre la enzima AA se evaluó según el método propuesto por (Ashok Kumar 

et al. 2019; Hanh, Dang, and Dat 2021), con algunas modificaciones, utilizando como 

enzima AA páncreas porcino tipo VI-B (≥5 U/mg sólido), 2-cloro-4-nitrofenil-α-D-

maltósido como sustrato y acarbosa como control positivo. Los extractos, fracciones y 

compuestos fueron disueltos en DMSO. La máxima concentración evaluada para extractos 

fue de 1000 µg/mL, para las fracciones de 500 µg/mL y para los compuestos 300 µM. Los 

ensayos se desarrollaron en placas de 96 pozos. Inicialmente, se tomaron 30 µL de una 

solución enzimática de AA a una concentración de 1U/mg en tampón de fosfato de sodio 

0.5 M con un pH 6.4, suplementado con NaCl a 5 mM, que se mezclaron con 30 μL de 

solución madre de la sustancia a evaluar (extracto, fracción o compuesto), junto con 160 µL 

de buffer fosfato de sodio (0.5 M, pH 6.4 y NaCl 5 mM). La mezcla resultante se preincubó 

a 37 °C durante 5 minutos. Posteriormente, se añadieron 30 µL de sustrato a una 

concentración de 533.2 µM, obteniendo un volumen final de 250 µL. La incubación se llevó 

a cabo durante 30 minutos a 37 °C. La actividad enzimática se cuantificó midiendo la 

absorbancia a 405 nm. Todos los ensayos se realizaron por triplicado en tres ensayos 

independientes. Los porcentajes de inhibición fueron estimados a partir de las absorbancias 

medidas de acuerdo con la ecuación Ec. 3 

 

𝐄𝐜. 𝟐  % 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 =
𝐴 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝐴 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑑𝑜𝑟

𝐴 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 
 𝑥 100 

 

Para los extractos, fracciones y compuestos que mostraron una inhibición superior al 50% 

en la máxima concentración evaluada, se calculó la concentración inhibitoria media CI50, en 

un rango de concentraciones de (1000 a 62.5 µg/mL) para extractos, de (500 a 6.25 µg/mL) 

para las fracciones y de (300 a 9.37 µM) para compuestos.  
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2.4.2.3. Ensayo de la actividad catalítica de AG. 

La actividad sobre la AG se evaluó según el método propuesto por (Gomes et al. 2021; 

Zhang et al. 2022). Con algunas modificaciones, utilizando como enzima AG Tipo I de 

Saccharomyces cerevisiae (≥10 U/mg de proteína), α-D-glucopiranósido de p-nitrofenilo 

como sustrato y acarbosa como control positivo. Los extractos, fracciones y compuestos 

fueron disueltos en DMSO. La máxima concentración evaluada para extractos fue de 1000 

µg/mL, para las fracciones de 500 µg/mL y para los compuestos 300 µM. Los ensayos se 

desarrollaron en placas de 96 pozos. Se tomaron 20 µL de una solución enzimática de AG 

con una contracción de 0,5 U/mL, en tampón de fosfato de sodio 0.5 M con un pH 6.4, 

suplementado con 5mM de NaCl, que se mezclaron con 10 μL de solución madre de la 

sustancia a evaluar (extracto, fracción o compuesto), junto con 200 µL de buffer fosfato de 

sodio (0.5 M con un pH 6.4 y NaCl a 5 Mm). La mezcla resultante se preincubó a 37°C 

durante 10 minutos. Posteriormente, se añadieron 20 µL de sustrato a una concentración de 

110 µM, obteniendo un volumen final de 250 µL. La incubación se llevó a cabo durante 30 

minutos a 37 °C. La actividad enzimática se cuantificó midiendo la absorbancia a 405 nm.  

Todos los ensayos se realizaron por triplicado e independientes, los porcentajes de 

inhibición fueron estimados a partir de las absorbancias medidas de acuerdo con la ecuación 

Ec. 4 

 

𝐄𝐜. 𝟒  % 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 =
𝐴 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝐴 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑑𝑜𝑟

𝐴 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 
 𝑥 100 

 

Para los extractos, fracciones y compuestos que mostraron una inhibición superior al 50% 

en la máxima concentración evaluada, se calculó la concentración inhibitoria media CI50, en 

un rango de concentraciones de (1000 a 62.5 µg/mL) para extractos, de (500 a 6.25 µg/mL) 

para las fracciones y de (300 a 9.37 µM) para compuestos.  
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2.4.3.  Determinación del tipo de inhibición enzimática sobre de los compuestos 

bioactivos LP, AA y AG 

Los mecanismos de inhibición enzimática sobre LP, AA y AG fueron establecidos mediante 

las metodologías previamente mencionadas en la sección 2.4.2. Los compuestos bioactivos 

se evaluaron con base a los valores CI50 previamente determinados, se evaluaron a tres 

concentraciones diferentes 0,5, 1,0 y 2,0 × CI50. Para cada enzima, se utilizaron 

concentraciones crecientes de sustrato, para LP entre 3.90 a 1000 µM de dodecanoato de p-

nitrofenilo, para AG de 1 a 50 mM de O-α-D-glucopiranósido de p-nitrofeniol y para AA 

de 0.625 a 2.5 mM de 2-cloro-4-nitrofenil-α-D-maltósido. Los experimentos cinéticos se 

realizaron por triplicado en tres experimentos independientes. Los datos fueron analizados 

con el software GraphPad Prism 8. Las constantes de inhibición (Ki) se calcularon a partir 

de las curvas [Sustrato] en función de la velocidad de reacción, mediante una regresión no 

lineal de la función cinética de inhibición enzimática. Además, el mecanismo de inhibición 

se determinó gráficamente aplicando la función de regresión doble recíproca de Lineweaver-

Burk  (Rodhi, et al,. 2020). 

 

2.4.4. Análisis estadístico 

Para el análisis detallado de los datos, se empleó el software estadístico GraphPad Prism 8. 

Los valores CI50 se estimaron mediante análisis de regresión no lineal. Se analizaron las 

diferencias estadísticamente significativas empleando la prueba de análisis de varianza 

ANOVA para comparar las medias. Todos los datos reportados representan el promedio de 

tres repeticiones ± SD, significancia estadística P <0.05. 

 

 

 

 

 

 



 81 

 

3. Resultados y discusiones  

3.1. Identificación de los compuestos bioactivos de 

Neurolaena lobata con capacidad inhibitoria sobre lipasa 

pancreática (LP), α-amilasa (AA) y/o α-glucosidasa (AG). 

En el presente estudio se realizó un estudio químico sobre las hojas de N. lobata con el fin 

de aislar e identificar algunos constituyentes químicos con potencial inhibitorio sobre las 

enzimas LP, AG y AA. De esta manera, al extracto hidroalcohólico (HA) y cada una de las 

fracciones provenientes de la CLV fueron sometidas a ensayos de inhibición enzimática 

sobre LP, AA y AG. Los resultados de estas evaluaciones se resumen en la Tabla 5, de 

donde se deduce que la actividad inhibitoria sobre las tres enzimas de interés se encuentra 

en el extracto HA y luego del fraccionamiento predomina en las fracciones más polares de 

AcOMe e iPrOH. Teniendo en cuenta estos resultados se seleccionaron para continuar con 

el proceso de aislamiento e identificación las dos fracciones con promisoria actividad 

multidiana (AcOMe e iPrOH). 

 

Tabla  5 Efecto inhibidor sobre las enzimas LP, AA y AG  sobre las fracciones obtenidas 

de las hojas N. lobata, expresado en valores CI50. 

Muestras  / 

controles (+) 
LP CI50 μg/mL AA CI50 μg/mL AG CI50 μg/mL 

HA 166.3 ± 1.8 202.0 ± 1.1 74.79 ± 2.3 

DCM NA (13.2%) NA (5.6%) NA (50.5%) 

AcOMe 317.9 ± 3.0 141.2 ± 2.0 94.4 ± 3.9 

iPrOH 251.0 ± 0.6 691.1 ± 3.6 78.5 ± 3.0 

EtOH-H2O NA (21.5%) NA (6.3%) NA (38.1%) 

Orlistat 2.40 ± 1.1 ND ND 

Acarbosa ND 3,16 ± 2.5 345.9 ± 3.2 

(LP) lipasa pancreática, (AA) α-amilasa, (AG) α-glucosidasa, (HA) extracto 

hidroalcoholico, (DCM) diclorometano, (AcOEt) Acetato de etilo, (iPrOH) isopropanol, 

(EtOH:H2O) etanol:agua, (Desviación Estándar) ±DS. NA: No activo; ND: No 

determinado. El valor entre paréntesis indica el porcentaje de inhibición a la concentración 

máxima evaluada para las fracciones (500-62.5μg/mL) 

 

El estudio fitoquímico realizado sobre las fracciónes de AcOMe e iPrOH condujo al 

aislamiento e identificacion de seis compuestos (Figura-18) entre los que se encuentran dos 



82 Búsqueda de moléculas de origen natural con acción multidiana sobre enzimas 

pancreáticas digestivas: α-glucosidasa, α-amilasa y lipasa pancreática 

 
sesquiterpenlactonas (neurolenina B C1 y lobatina A C2), dos derivados de ácido benzoico 

(ácido p-hidroxibenzoico C3 y ácido 3,4-dihidroxibenzoico C4) y dos flavonoides (5,6,4´-

trihidroxi-3,7-dimetoxiflavonol C5 y 5,6,3´,4´-trihidroxi-3,7-dimetoxiflavonol C6). Los 

derivados de ácido benzoico (C3 y C4) y los flavonoides (C5 y C6) se reportan por primera 

vez en N. lobata, mientras que C1 y C2 ya habían sido reportadas en la especie  (Passreiter, 

Wendisch, and Gondol 1995). Las sesquiterpenlactonas encontradas en este estudio son de 

tipo germacranólido consideradas marcadores químicos para la familia Asteraceae y se 

caracterizan por sus propiedades anticancerígenas, antimaláricas, antipalúdicas y 

antiinflamatorias (François et al. 1996; Gomes et al. 2021; Hanh, Dang, and Dat 2016). Los 

derivados de ácido benzoico C3 y C4 ya han sido reportados previamente en la naturaleza, 

incluyendo algunas especies de las familias  Nepenthaceae y Combretaceae. A estos 

compuestos se les han demostrado propiedades anticoagulante (Choi and Kim 2022), 

antiinflamatoria (Han et al. 2022; Abdullah et al. 2016a; Berger et al. 2001), Finalmente, los 

flavonoides C5 y C6  ya habían sido previamente  identificados en la especie N. oaxacana 

(Ulubelen et, al 1980) Estudios previos han demostrado que estos dos compuestos presentan 

propiedades como antiinflamatorias (Williams et al. 1995) y antioxidantes (Wu et al. 2006). 
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Figura- 18 Compuestos aislados de las fracciones de AcOMe y iPrOH provenientes de las 

hojas N. lobata. 
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El compuesto C1 fue aislado como solido amorfo de color blanco con p.f. de 165-164°C, el 

cual en CCD se caracterizó por presentar una coloración café al ser revelado con el reactivo 

vainillina-ácido sulfúrico al 5%. Por análisis de RMN (Anexo 1; tabla A1.1; Figuras A1.1, 

A1.2) se determinó la presencia de una sesquiterpenlactona (SLs) de tipo germacránolido 

por las señales típicas de un sistema γ-lactona-α,β-insaturada (señales de 1H con δH 2.58 (s, 

1H), 4.54 (dd, J = 11.8, 4.9 Hz, 1H), 5.80 (s, 1H), 6.30 (s, 1H) y en APT con δc, 41.3 (CH), 

76.5 (CH), 126.7 (CH2), 134.9 (C), 168.9 (C=O)) y que dentro del núcleo base presenta un 

grupo carbonilo α-β-insaturado (δH 6.00 (t, J = 11.5 Hz, 1H), 6.58 (d, J =11.9 Hz, 1H) y con 

δc 125.4 (CH), 148.3 (CH), 204.8 (C=O)). Adicionalmente, se determinó la presencia de un 

grupo acetilo (δH 2.08 (s, 3H) y con δc 20.7 (CH3), 170.2 (C=O)) y de un grupo isovalerilo 

(δH 0.87 (d, 6H), 1.88-1.94 (m, 1H), 1.95 -2.04 (m. 1H), 2.09 (m, 1H) y con δc 22.3 (CH3), 

22.5 (CH3), 25.0 (CH), 42.7 (CH2), 171.0 (C=O)). El núcleo base, la asignación de las 

señales de RMN y la ubicación de los sustituyentes fueron corroboradas por análisis de 

experimentos bidimensionales tipo COSY, HMQC y HMBC. Por comparación con los datos 

reportados en la literatura este compuesto fue identificado como neurolenina B, una SLs de 

tipo germacránolido que ya habia sido reportada en N. lobata (Passreiter, Wendisch, and 

Gondol 1995) y en otras especies como Eupatorium inulaefolium (Blair et al. 2002). A 

neurolenina B, se le ha determinado su actividad antimalárica (Chinchilla-Carmona et al. 

2011), (François et al. 2004), antinflamatoria (Chinchilla-Carmona et al. 2011) y 

anticancerígena (Kiss et al. 2015; Lajter et al. 2014). 

 

El compuesto C2 fue aislado como solido amorfo de color blanco con p.f. 123-124 °C, que 

en CCD se caracterizó por presentar una coloración café al ser revelado con el reactivo 

vainillina-ácido sulfúrico al 5%. Por análisis de RMN (Anexo 1; tabla A2.1; Figuras A2.1, 

A2.2) se determinó que presenta un perfil similar a C1. La diferencia entre sus espectros se 

evidencia por la desaparición de las señales del grupo carbonilo α,β insaturado presente en 

C1 y la aparición de señales para un carbonilo β,γ insaturado en C2 (δH 3.07 (dd, J = 15.9, 

7.9 Hz, 1H), 3.57 (dd, J = 15.9, 9.6 Hz, 1H), 5.91 (t, J = 9.58, 8.13 Hz, 1H) y con δc 36.0 

(CH2), 121.4 (CH), 136.8 (C), 210.1 (C=O)). Por comparación con los datos reportados en 

la literatura se determinó que el compuesto C2 corresponde a Lobatina A, una 
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sesquiterpenlactona que ya ha sido reportada en N. lobata (Passreiter, Wendisch, and 

Gondol 1995)  y en especies del género Austroeupatorium como es el caso de A. inulifolium 

(Blair et al. 2002). A este compuesto se le ha reportado que tiene actividad antiparasitaria 

(François et al. 1996), antialimentaria (Passreiter and Isman 1997) y antiinflamatoria 

(McKinnon et al. 2014). 

El compuesto C3 fue aislado como sólido amarillo en forma de agujas, con p.f. 206-208 °C, 

mientras que C4 fue aislado como sólido amarillo amorfo, con p.f. 193-195 °C. Del análisis 

espectroscópico de RMN (Anexo 1; tabla A3.1; Figuras A3.1, A3.2), (Anexo 1; tabla 

A4.1; Figuras A4.1, A4.2) se determinó la presencia de derivados de ácido benzoico en C3 

y C4. Por comparación con los datos reportados en la literatura se identificó a C3 como 

ácido p-hidroxibenzoico (Xin, Aisa, and Wang 2008) y C4 como ácido 3,4-

dihidroxibenzoico (D. M. C. Nguyen et al. 2013). El compuesto C3 ha sido previamente 

identificado en la especie N. glandulifera (Xin, Aisa, and Wang 2008), mientras que C4 en 

T. nigrovenulosa (D. M. C. Nguyen et al. 2013). Para el compuesto C3 se le ha reportado 

actividad anticoagulante (Choi and Kim 2022) y antiinflamatoria (Han et al. 2022), mientras 

que para C4, se le ha reportado actividad antioxidante (X. Li et al. 2011) y propiedades 

neuroprotectoras sobre la proteína β amiloide (25-35) (Ban et al. 2007).  

 

El compuesto C5 fue aislado como sólido amorfo de color amarillo-café con p.f. 179-181 

°C, que en CCD produjo un color amarillo fluorescente al ser observado en luz UV de 365 

nm, luego de ser revelado con el reactivo de productos naturales (NP/PEG), lo que es 

indicativo de que puede corresponder a un flavonoide (Ulubelen, et, al .1980) Por análisis 

de RMN (Anexo 1; tabla A5.1; Figuras A5.1, A5.2), se corroboro la presencia de un 

flavonoide tipo flavona o flavonol por las señales en 1H con δH 6.80 (s, 1H-8), 6.99 (d, J = 

8.5 Hz, 1H), 7.58 (dd, J = 8.5, 2.2 Hz, 1H), 7.71 (d, J = 2.2 Hz, 1H), junto con las señales 

de APT con δc  91.2 (CH), 106.8 (C), 116.2 (CH), 116.3 (CH), 122.0 (CH), 123.1 (C), 130.7 

(C), 139.0 (C), 145.9 (C), 146.7 (C), 146.8 (C), 149.0 (C-2), 150.8 (C), 154.9 (C), 179.6 

(C=O). Adicionalmente, se determinó la presencia de dos grupos metoxilos (δH 3.97 (s, 3H), 

3.86 (s, 3H) y con δC 60.1 (CH3), 56.7 (CH3)) y de posiblemente tres grupos hidroxilos 

fenólicos (Señales para carbonos aromáticos oxigenados con δC 131.1, 146.8 y 160.8), 
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estando uno de ellos posiblemente quelatado (señales en 1H con δH 12.48 (s, 1H)). El núcleo 

base, la asignación de las señales de RMN y la ubicación de los sustituyentes fueron 

corroboradas por análisis de experimentos bidimensionales tipo COSY, HMQC y HMBC. 

Por comparación con los datos reportados en la literatura este compuesto C5 fue identificado 

como 5,6,4´-trihidroxi-3,7-dimetoxiflavonol C5, el cual ya había sido previamente  

identificado en la especie N. oaxacana (Ulubelen et, al 1980). A C5 se le ha determinado 

que posee actividad  antioxidante (Durmaz 2021),  antiinflamatoria (Williams et al. 1995) y 

actividad citotóxica (Garayev et al. 2017).  

El compuesto C6, fue aislado como un sólido amorfo de color amarillo-café, con p.f. 108-

110 °C, que en CCD produjo un color amarillo fluorescente al ser observado en luz UV, 

luego de ser revelado con NP/PEG, lo que sugirió la presencia de un flavonoide (Ulubelen, 

et, al.1980). Por análisis de RMN (Anexo 1; tabla A6.1; Figuras A6.1, A6.2), se determinó 

que presenta un perfil similar a C5. La diferencia entre sus espectros se evidencia por el 

cambio de sustitución en el anillo C, pasando de estar 1,4 disustituido para C5 a estar 1,3,4 

trisustituido para C6 (δH 6.99 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.58 (dd, J = 8.5, 2.2 Hz, 1H), 7.71 (d, J 

= 2.2 Hz, 1H) y con δc 116.2 (CH), 116.3 (CH), 122.0 (CH), 145.9 (C), 146.7 (C)). 

Adicionalmente, se logró establecer la presencia de dos sustituyentes oxigenados sobre los 

carbonos aromáticos en posiciones 3´ y 4´ del anillo B para C6 (145.9 (C) y 146.7 (C)), en 

comparación a C5 que solo presenta un carbono aromático oxigenado en el anillo B. La 

ubicación de los sustituyentes fue corroborada por análisis de experimentos bidimensionales 

de tipo HMBC. Por comparación con los datos reportados en la literatura se determinó que 

el compuesto C6 corresponde a 5,6,3´,4´-trihidroxi-3,7-dimetoxiflavonol C6, un flavonoide 

que ya había sido reportado previamente en el género Neurolaena, particularmente en N. 

oaxacana (Ulubelen et, al 1980), A este compuesto se le ha reportado que presenta 

propiedades antiinflamatorias (Williams et al. 1995) y antioxidantes (Wu et al. 2006).  
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3.1.2. Determinación de la inhibición de la actividad catalítica 

de los compuestos aislados sobre LP, AG y AA 

Los compuestos C1 a C6 fueron evaluados como inhibidores de la actividad catalítica de las 

enzimas LP, AA y AG, y los resultados de estos ensayos se resumen en la Tabla 6, donde 

se encuentra que los compuestos C3 y C4 no lograron inhibir ninguna de las tres enzimas a 

la máxima concentración evaluada (300 µM). 

 

Tabla  6 Efecto inhibidor de los compuestos aislados de la especie N. lobata sobre la 

actividad catalítica de la AG, AA y LP. 

compuestos / 

control (+) 

Lipasa pancreática (LP) α-glucosidasa (AG) α-amilasa (AA) 

CI50 (µM) CI50 (µM) CI50 (µM) 

C1 591.8 ± 1.2 639.0± 3.8 NA (7.8%) 

C2 615.6 ± 2.9 525.1± 4.7 NA (9.5%) 

C3 NA (37.8%) NA (39.1%) NA (4.5%) 

C4 NA (31.2%) NA (47.3%) NA (2.4%) 

C5 166.4 ± 3.2 170.3 ± 2.2 NA (13.8%) 

C6 134.1 ± 0.7 215.2 ± 2.1 NA (12.5%) 

Orlistat 0.6 ± 0.2 ND ND 

Acarbosa ND 345.9 ± 3.2 3.2 ± 2.6 

(LP) lipasa pancreática, (AA) α-amilasa, (AG) α-glucosidasa, Valores de CI50 ± DS. ND: 

No determinado. NA: No activo, el valor entre paréntesis indica el porcentaje de inhibición 

a la concentración máxima evaluada (300 µM).  

 

Los compuestos C1, C2, C5 y C6 muestran una actividad inhibitoria sobre la enzima LP 

con valores CI50 entre 615 y 166 μM, destacándose el compuesto C6 como el más activo. 

No obstante, ninguno de los compuestos ejerció un efecto inhibidor comparable o superior 

al causado por el orlistat. Con relación a la enzima AG, los compuestos C1, C2, C5 y C6 

también mostraron actividad inhibitoria con valores CI50 entre 639 y 170 μM. Los 

compuestos C5 y C6 son aproximadamente 1.5 veces más activos que el control positivo 

acarbosa. También se encuentra los compuestos C1 al C6 mostraron una actividad 

inhibidora débil sobre la enzima AA, con porcentajes de inhibición inferiores al 15 %. En 

un estudio desarrollado por Guan y colaboradores en 2022 se reportó que los compuestos 

C3 y C4 inhibieron la enzima AA con una CI50 de 25.72 mM y 25.36 mM. resultados que 

concuerdan con los encontrado en el presente estudio, pues a una concentración de 300 uM 
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no se esperaba una inhibición considerable. Es importante resaltar que este estudio 

constituye el primer reporte de la actividad inhibitoria de los compuestos C1 a C6 sobre las 

enzimas LP y AG, y de los compuestos C1, C2, C5 y C6 sobre la enzima AA. 

 

Con base en los resultados de inhibición enzimática es posible establecer algunas relaciones 

preliminares de estructura actividad. Analizando los resultados obtenidos sobre LP, en el 

caso de los flavonoles C5 y C6 es posible indicar que la inhibición de la enzima se ve más 

favorecida por la presencia de dos grupos hidroxilo vecinal en el anillo B. En el caso de las 

sesquiterpenlactonas C1 y C2, es posible evidenciar que el sistema carbonilo α-β insaturado 

en las posiciones 1, 2 y 3 en C1 favorece ligeramente la inhibición de LP. 

 

Para el caso de la enzima AG, analizando los resultados obtenidos para C5 y C6, se puede 

inferir que la presencia del grupo hidroxilo en la posición 3’ tiene un efecto negativo sobre 

la capacidad del flavonoide de inhibir AG, pues el compuesto C5 que tiene en la posición 

3’ libre es aproximadamente 1.5 veces más activo que el compuesto C6 que tiene el 

hidroxilo en la posición 3’. Para las sesquiterpenlactonas C1 y C2 se observa que la 

presencia del sistema carbonilo α-β insaturado en las posiciones 1, 2 y 3 en C1 impacta 

negativamente la inhibición sobre AG. 

 

3.1.3. Determinación de la actividad citotóxica  

Los ensayos preliminares de citotoxicidad celular se llevaron a cabo mediante el ensayo de 

reducción del MTT en dos líneas celulares BHK-21 (hámster) y MRC-5 (humanas). Las 

concentraciones del extracto HA, las fracciones AcOMe e iPrOH, así como los compuestos 

activos C5 y C6 (que presentaron el mejor perfil de actividad sobre las enzimas) fueron 

seleccionadas con base a los valores CI50 estimados en los ensayos enzimáticos sobre las 

enzimas LP y AG, escogiendo en cada caso el mayor valor CI50 (CI50/10, CI50 y CI50 x 10). 

Los porcentajes de mortalidad celular observados sobre las dos líneas por la acción de los 

extractos, fracciones y compuestos evaluados se muestran en la Figura-19. En general se 

observa que la línea celular BHK-21 es más susceptible a la presencia de las sustancias 

evaluadas que la línea MCR-5. Se encontró que el extracto HA mostró porcentajes de 
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mortalidad celular entre 51 y 35% en ambas líneas celulares en las concentraciones 

evaluadas, catalogándose como moderadamente tóxico estas células. En cuanto a las 

fracciones de AcOMe e iPrOH se determinó que sobre la línea MRC-5 los porcentajes de 

viabilidad celular estuvieron entre 55 y 82% para AcOMe, catalogándose como tóxico leve 

a moderado, mientras que para la fracción iPrOH la viabilidad celular fue superior o igual 

al 95%, lo que indica que es una sustancia de baja toxicidad. En el caso de la línea BHK-21, 

se encuentra que las fracciones AcOMe e iPrOH son moderadamente tóxicas (% mortalidad 

celular > 45%) en las concentraciones evaluadas, a excepción de la concentración más baja 

evaluada para la fracción iPrOH que causó un porcentaje de mortalidad celular del 10%, 

siendo una sustancia levemente tóxica. Finalmente, los compuestos C5 y C6 mostraron un 

alto efecto citotóxico en la línea celular BHK-21, pues causaron mortalidades celulares 

superiores al 68% en las tres concentraciones. No obstante, en las células MRC-5, la 

citotoxicidad estuvo entre leve y baja, con porcentajes de mortalidad inferiores al 18%, a 

excepción de la concentración más alta del compuesto C5, que causó una mortalidad celular 

del 62.8%.  
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Figura- 19 Porcentajes de mortalidad celular sobre las líneas BHK-21 y MRC-5 causados 

por el extracto HA, las fracciones AcOMe e iPrOH y compuestos C5 y C6. 
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Debido a limitaciones en la disponibilidad de recursos, no fue posible determinar la 

actividad citotóxica de las moléculas bioactivas neurolenina B y lobatina A. Sin embargo, 

se ha reportado acerca de la actividad citotóxica de neurolenina B. sobre las líneas celulares 

MRC-5.  Kovács y su equipo de trabajo ha llevado a cabo estudios in vitro sobre la actividad 

citotóxica de las SLs neurolenina B y lobatina A. Los estudios se llevaron a cabo diversas 

líneas celulares, incluyendo células no cancerosas como MRC-5 (fibroblastos humanos) y 

NIH/3T3 (células embrionarias de ratón), así como líneas celulares cancerosas humanas 

(SiHa, HeLa y C33A). Los resultados obtenidos indican que la neurolenina B posee un 

efecto citotóxico significativo en todas las líneas celulares cancerosas. Sin embargo, en las 

líneas celulares no cancerosas, se observa una tendencia hacia una selectividad mínima en 

las líneas celulares no cancerosas, se obtuvo un valor de CI50 de 1,31 µM para las células 

NIH/3T3 y valores CI50 de 5.36 µM en MRC-5 (Kovács et al., 2023). 

 

En otros estudios realizados por François en 1996, se exploró la relación estructura-actividad 

del efecto citotóxico de las SLs presentes en N. lobata en líneas cancerosas humanas como 

GLC-4 y COLO 320HSR. En este contexto, se observaron resultados significativos. 

Neurolenina B y lobatina A mostraron valores de CI50 de 4.4 μM y 5.4 μM, respectivamente. 

En contraste, Lobatina A presentó valores de CI50 de 43.9 μM y 36.9 μM. Esta diferencia se 

atribuye a un cambio en la posición 3,4 del doble enlace, lo cual resultó en una disminución 

de la actividad citotóxica en 10 veces (François et al., 1996). 

 

Por otro lado, no se ha reportado, hasta la fecha, indicios de actividad citotóxica para los 

compuestos C5 y C6 sobre las líneas celulares MRC-5 y BHK-21, respectivamente. Aunque 

se han documentado casos de actividad citotóxica en líneas cancerígenas y no cancerígenas. 

Por ejemplo, estudios realizados por Marlarz y colaboradores reportan valores de CI50 para 

el compuesto C5 sobre líneas celulares humanas, tanto normales como cancerosas, en rangos 

de contracción de 5 a 100 μg/mL. Sobre las líneas celulares de cáncer de próstata (DU145 y 

PC3), así como en células epiteliales de próstata (PNT-2). Los valores de CI50 obtenidos 

fueron 74,62 µM para PNT-2, 83,62 µM para DU145 y 19,64 µM para PC3. Sin embargo, 

sobre las líneas celulares como no tumorales como HaCaT, A375 y HTB140, los valores de 
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CI50 fueron superiores a 100 μg/mL, indicando una menor citotoxicidad en estas células. 

Estos resultados destacan el potencial del compuesto C5 como agente citotóxico específico 

contra líneas celulares de cáncer de próstata, mientras que su efecto en otras líneas celulares 

es menos pronunciado (Malarz et al. 2023). 

 

3.2. Caracterización biológica y química de las preparaciones 

tradicionales más utilizadas de Neurolaena lobata para el 

tratamiento de diabetes y obesidad. 

 

3.2.2. Estudio de actividad de la actividad inhibitoria frente a 

LP, AA y AG de las preparaciones tradicionales. 

Con el objetivo de respaldar científicamente el uso terapéutico atribuido a la medicina 

tradicional de la especie N. lobata en el tratamiento de la OB y DM2, se evaluó la actividad 

inhibitoria de las preparaciones tradicionales (PT) obtenidas a partir de hojas secas y frescas 

sobre las enzimas LP, AA y AG. En la Figura-20 se presentan los porcentajes de inhibición 

observados en los extractos evaluados a una concentración de 1000 µg/mL. Se destaca que 

tanto las preparaciones tradicionales mediante decocción (PTD) e infusión (PTI) a partir de 

hojas frescas (PTD-F e PTI-F), lograron inhibir las tres enzimas en más del 50%. En el caso 

de la decocción a partir de hojas secas (PTD-S) se observó una inhibición superior al 50% 

en las enzimas LP y AG, mientras que en enzima AA la inhibición fue inferior al 50%. En 

el caso de la infusión de hojas secas (PTI-S), se apreció una inhibición superior al 50% en 

las enzimas LP y AA, pero en la enzima AG no superó el 45%.  
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Figura- 20 Porcentajes de inhibición de preparaciones tradicionales de N. lobata. Por 

decocción e infusión con hojas secas y frescas (PTD-F, PTD-S  e PTI-S y PTI-F) 

 

Con base en los resultados anteriores, a los extractos que mostraron actividad inhibidora 

superior al 50% se les determinó la CI50, que se presentan en la Tabla 7. Se puedo evidenciar 

que los valores de CI50 estimados en las PT por decocción e infusión (PTD e PTI) de hojas 

secas y frescas fueron muy superiores a los que causó el extracto HA sobre las tres enzimas, 

lo que indica que el extracto hidroalcohólico, del que se aislaron los compuestos bioactivos, 

tiene un mejor perfil de actividad inhibitoria sobre las enzimas de interés. Los valores CI50 

sobre la enzima LP estuvieron entre 951 y 290 µg/mL, sobre AA entre 870 y 170 µg/mL y 

sobre AG entre 1352 y 149 µg/mL, siendo todas las PT menos activas que los controles 

positivos empleados para las tres enzimas. También es posible evidenciar que en general las 

PT obtenidas a partir de hojas frescas presentaron menores valores de CI50 y que sobre las 

enzimas AA y LP la extracción por infusión fue la que condujo a obtener extractos más 

activos sobre las dos enzimas, siendo las infusiones de 30 minutos las que presentaron los 

valores CI50 más bajos. Para el caso de la AG la PT obtenida por decocción a partir de hojas 

frescas fue la más activa y se observó que el tiempo de extracción con el método de infusión 

es inversamente proporcional a la actividad sobre esta enzima, siendo más activo el extracto 

obtenido en la infusión por 5 minutos.  
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Tabla  7 Concentraciones inhibitorias medias (CI50) obtenidas para los extractos HA y PT 

de la especie N. lobata con potencial inhibitorio sobre las enzimas LP, AG y AA. 

Muestras /control (+) LP CI50 μg/mL AA CI50 μg/mL AG CI50 μg/mL 
H

o
ja

s 
se

ca
s PTD-S 951.8 ± 2.6 ND 1352 ± 4.6 

PTI-S-05 669.1 ± 2.5 393.0 ± 4.5 ND 

PTI-S-10 668.6 ± 3.8 207.5 ± 3.4 ND 

PTI-S-15 618.6 ± 2.8 433 ± 3.2 ND 

PTI-S-30 403.4 ± 1.7 512.1 ± 3.4 ND 

H
o

ja
s 

fr
es

ca
s PTD-F 846.9 ± 2.6 870.8 ± 4.6 149.6 ± 4.3 

PTI-F-05 438.6 ± 2.0 196.18 ± 3.6 160.3 ± 2.2 

PTI-F-10 724.9 ± 2.7 246.4 ± 3.4 471.1 ± 4.7 

PTI-F-15 542.1 ± 3.1 203.4 ± 2.8 660.3 ± 3.2 

PTI-F-30 290.0 ± 2.0 170.2 ± 2.7 807.7 ± 1.0 

 HA 166.3 ± 1.8 114.4 ± 2.5 74.7 ± 2.9 

C(+) 
Acarbosa (+) ND 2.0 ± 2.6 223.3 ± 2.2 

Orlistat (+) 0.27± 0.2 ND ND 

(LP) lipasa pancreática, (AA) α-amilasa, (AG) α-glucosidasa, preparaciones tradicionales 

decocción e infusión con hojas secas y frescas (PTD-F, PTD-S  e PTI-S y PTI-F) 

(Desviación Estándar ±DS). ND: No determinado. 

 

Es importante mencionar que los resultados obtenidos en nuestro estudio para las diferentes 

PT de N. lobata constituye el primer reporte de actividad inhibitoria sobre las tres enzimas 

digestivas de interés, excepto para la PT obtenida por decocción a partir de hojas secas sobre 

la enzima AG, para la cual se reportó un valor CI50 > 1000 µg/mL en el estudio desarrollado 

por Andrade-Cetto y colaboradores en 2019, resultados que concuerdan con los encontrados 

en nuestro estudio  (Andrade-Cetto et al. 2019) En el estudio de Andrade-Cetto y 

colaboradores también se reportan los resultados de un estudio de actividad hipoglucemiante 

en ratas Winstar con el extracto tradicional por decocción y el extracto por maceración con 

EtOH-H2O 1:1, encontrando que la mejor actividad se obtiene con el extracto 

hidroalcohólico antihiperglicémica con una concentración de 250mg/kg. Nuestros hallazgos 

hacen un aporte importante a la validación del uso tradicional dado a N. lobata por las 

comunidades en diferentes países de Latinoamérica para el tratamiento de OB y DM2, 

demostrando que las formas de uso de esta especie logran reducir la actividad catalítica de 

enzimas digestivas relacionadas con el metabolismo de lípidos y carbohidratos. 
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3.2.3. Análisis de la presencia de los compuestos bioactivos en las preparaciones 

tradicionales por HPTLC 

En este estudio se determinó el contenido de los compuestos C1, C5 y C6 en el extracto HA 

y las diferentes PT obtenidas a partir de hojas secas y frescas de N. lobata. En la Tabla 8 

los resultados del contenido de los compuestos C1, C5 y C6 (ver en Anexo 2 las curvas de 

calibración) obtenidas y en la Figura 21 se presentan las cromatoplacas obtenidas para la 

cuantificación tres compuestos. En general se observa que el perfil cromatográfico del 

extracto HA es más complejo que el de las preparaciones tradicionales, observándose 

sustancias en diferentes rangos de polaridad, mientras que en las PT se observa que la 

mayoría de las sustancias extraídas son polares. 

 

Tabla  8 Contenido de C1, C5 y C6 en el extracto HA y las PT obtenidas a partir de hojas 

de N. lobata. 

Muestras 
Compuesto C1 

µg/mg 

Compuesto C5 

µg/mg 

Compuesto C6 

µg/mg 

H
o
ja

s 
se

ca
s PTD-S 22.97 ± 0.26 3.46 ± 0.45 5.76 ± 0.25 

PTI-S-05 19.35 ± 0.75 2.50 ± 0.22 5.30 ± 0.32 

PTI-S-10 22.32 ± 0.38 2.58 ± 0.31 5.34 ± 0.61 

PTI-S-15 22.47 ± 0.28 2.67 ± 0.63 5.29 ± 0.31 

PTI-S-30 22.86 ± 0.17 2.34 ± 0.51 5.34 ± 0.21 

H
o
ja

s 
fr

es
ca

s PTD-F 17.63 ± 0.96 ND ND 

PTI-F-05 16.35 ± 0.23 ND ND 

PTI-F-10 16.17 ± 0.27 ND ND 

PTI-F-15 16.98 ± 0.31 ND ND 

PTI-F-30 16.90 ± 0.20 ND ND 

 HA 27.65 ± 0.18 4.70 ± 0.71 14.23 ± 0.29 
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Figura-21 Cromatoplacas HPTLC obtenidas para la cuantificación de C1, C5 y C6 en el 

extracto HA y las PT. A. Corresponde a los extractos obtenidos a partir de hojas secas. B. 

Corresponde a los extractos obtenidos a partir de hojas frescas. 

 

Se encontró que en todas las preparaciones tradicionales obtenidas de hojas secas y en el 

extracto HA están presentes los tres compuestos, siendo el extracto HA el que tiene el mayor 

contenido de los compuestos bioactivos, seguido por la PTD-S. No fue posible detectar los 

flavonoides C5 y C6 en las PT obtenidas a partir de hojas frescas, tanto por decocción como 

por infusión, mientras que el compuesto C1 se encontró en todas las preparaciones 

tradicionales, estando en menor proporción en los extractos obtenidos a partir de hojas 

frescas, lo que indica que el contenido de humedad en el material vegetal fresco reduce la 

concentración de los metabolitos secundarios. También fue posible evidenciar que el 

contenido de los compuestos C1, C5 y C6 en las diferentes PT obtenidas por infusión (PTI) 

no presenta diferencias significativas, lo que sugiere que el tiempo de extracción no modifica 

drásticamente la composición química de dichos extractos. 
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Relacionando la composición química de las PT con la actividad inhibitoria que causaron 

sobre las enzimas LP, AG y AA es posible inferir que dicha actividad no está altamente 

relacionada con el contenido de los compuestos C5 y C6, pues a pesar de que estos 

compuestos no fueron detectados en las PT a partir de hojas frescas, estas fueron las que 

presentaron las menores CI50 sobre las tres enzimas. Por lo tanto, la inhibición de la actividad 

catalítica de las enzimas por parte de la PT debe puede estar relacionada con compuestos de 

alta polaridad o puede deberse a un efecto sinérgico. 

 

3.3.  Determinación de los mecanismos de inhibición 

enzimática sobre LP, AA y AG de los compuestos 

bioactivos provenientes de N. lobata y compuestos 

relacionados. 

 

3.3.1. Determinación de la inhibición de la actividad catalítica 

de los compuestos seleccionados sobre LP, AG y AA. 

Con los compuestos aislados C1, C2, C5 y C6 y algunos compuestos obtenidos 

comercialmente o aislados en el grupo de investigación que contienen estructuras similares 

a la de los aislados, se realizó un estudio preliminar de estructura-actividad inhibitoria sobre 

LP, AG y AA, empleando una concentración máxima de 300 µM para el tamizaje y 

determinando la CI50 de aquellos compuestos que causaron una inhibición superior al 50% 

a la máxima concentración evaluada. En la Tabla 9 se presentan los resultados del estudio 

de actividad inhibitoria sobre las tres enzimas de interés, divididos por tipo de metabolito 

secundario (sesquiterpenlactona y flavonoide).  



 

 
 

Tabla 9 Actividad inhibitoria sobre las tres enzimas de interés, divididos de metabolito secundario (sesquiterpenlactona y flavonoide). 

 

compuestos / 

control (+) 
Estructura 

lipasa pancreática (LP) α-glucosidasa (AG) α-amilasa (AA) 

% de 

inhibición a 

300 µM 

CI50 (µM) 

% de 

inhibición a 

300 µM 

CI50 (µM) 

% de 

inhibición a 

300 µM 

CI50 (µM) 

Sesquiterpenlactonas 

C1 

 
Neurolenina B 

48.5 ± 1.2 591.8 ± 1.2 44.5 ±1.2 639.0± 3.8 7.8 ± 2.3 ND 

C2 

 
Lobatina A 

38.7 ± 3.1 615.6± 2.9 53.7 ± 1.1 525.1± 4.7 9.5 ± 0.3 ND 

C7 

 
Alantolactona 

15.6 ± 4.2 ND 12.7 ± 2.1 ND 44.3 ± 1.5 ND 

C8 

 
Santonina 

21.7 ± 2.8 ND  7.6 ± 3.1 ND 48.5 ± 2.5 ND 
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C9 

 
Partenólido 

7.9 ± 3.2 ND 7.8 ± 0.1 ND 33.1 ±1.8 ND 

Flavonoides 

C5 
 

5,6,4´-trihidroxi-3,7-

dimetoxiflavonol 

58.9 ± 3.2 166.4 ± 3.2 79.2 ± 2.9 170.3 ± 2.2 13.8 ± 1.0 ND 

C6 

 
5,6,3´,4´-trihidroxi-3,7-

dimetoxiflavonol 

82.3 ± 1.7 134.1 ± 0.7 61.2 ± 3.6 215.2 ± 2.1 12.5 ± 1.0 ND 

C10 

 
Flavona 

1.2 ± 2.2 ND 48.8 ± 0.2 ND 22.4 ± 0.1 ND 

C11 

 
6-hidroxiflavona 

4.3 ± 1.2 ND 26.3 ± 2.2 ND 5 ± 0.2 ND 
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C12 
 

6-metoxiflavona 

19.4 ± 3.2 ND 5.9 ± 4.6 ND 8.1 ± 3.6 ND 

C13 

 
5-hidroxi-7metoxiflavona 

37.4 ± 1.2 ND 39.9 ± 3.3 ND 45.5 ± 2.1 ND 

C14 

 
3-hidroxi-7-metoxiflavona 

65.4 ± 0.4 264.4 ± 0.5 47.6 ± 3.2 ND 32.8 ± 1.3 ND 

C15 

 
Crisina 

78.9 ± 0.1 62.0 ± 0.8 75.0 ± 3.8 174.4 ± 2.3 37.8 ± 3.6 ND 

C16 

 
Baicaleín 

65.1 ± 0.8 190.8 ± 1.4 82.8 ± 3.5 167.7 ± 1.3 17.4 ±2.0 ND 

C17 

 
Apirigina 

94.6 ± 3.4 34.2 ± 2.8 76.6 ± 1.3 260.1  ± 3.5 42.2 ± 2.1 ND 



10

0 

Búsqueda de moléculas de origen natural con acción multidiana sobre enzimas 

pancreáticas digestivas: α-glucosidasa, α-amilasa y lipasa pancreática 

 

C18 

 
Quercetina 

98.2 ± 2.5 72.0 ± 0.7 94.5 ± 1.0 59.1 ± 0.8 81.7 ± 1.2 64.5  ± 0.8 

C19 

 
3-O-metil-quercetina 

97.2 ± 0.1 98.5 ± 0.8 72.5 ± 1.3 133.4 ± 1.4 74.5 ± 0.3 57.8  ± 1.5 

C20 

 
Pinocembrina 

25.7 ± 1.6 ND 24.8 ±1.1 ND 38.8 ± 1.5 ND 

C21 

 
Naringenina 

20.3 ± 1.2 ND 24.0 ± 3.5 ND 10.2 ± 3 ND 

C22 

 
Ponciretina 

37.9 ± 3.8 ND 18.1 ± 4.1 ND 43.1 ±1.8 ND 

C23 

 

90.1 ± 2.1 73.6 ± 0.9 23.9 ± 2.5 ND 5.4 ± 2.5 ND 
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3,5 dihidroxi-6,7,8-

trimetoxiflavona 

C24 
 

5,7dihidroxi-3,6,8-

trimetoxiflavona 

92.9 ± 2.6 151.4 ± 1.4 40.6 ± 1.0 ND 21.9 ± 2.9 ND 

C25 

 
Gnaphalin 

35.2 ± 3.4 ND 20.6 ± 2.5 ND 14.9 ± 3.2 ND 

C26 

 
Conyzatina 

64.2 ± 3.9 229.6 ± 0.5 79.0 ± 1.1 122.5 ± 0.2 24.5 ± 3.1 ND 

C27 

 
5,7,9-trimetoxidihidrochalcona 

38.3 ± 2.8 ND 3.0 ± 1.2 ND 40.3 ± 3.5 ND 

C28 
 

7-hidroxi-6,3´,4´,5´- 

tetrametoxidihidrochalcona 

95.0 ± 2.6 37.9 ± 3.1 76.0 ±3.6 170.9 ± 3.8 40.5 ± 1.5 ND 

Orlistat 0.6 ± 0.2 ND ND ND ND ND 

Acarbosa ND ND 345.9 ± 3.2 ND 3.2 ± 2.6 ND 

 (LP) lipasa pancreática, (AA) α-amilasa, (AG) α-glucosidasa, Valores de CI50 ± DS. ND: No determinado





 

 
 

Se observa que de las cinco sesquiterpelactonas incluidas en el estudio, solo los compuestos 

C1 y C2 lograron inhibir las enzimas LP y AG con CI50 inferiores a 650 µM, mientras que 

los compuestos C7, C8 y C9 lograron causar porcentajes de inhibición de la AA entre 30 y 

49%, porcentajes muy superiores a los causados por las lactonas C1 y C2 sobre esta enzima. 

Los anteriores resultados sugieren que la presencia de los ésteres con una unidad de acetato 

en la posición 9 y una unidad de isovaleroato en la posición 8 (presentes en los compuestos 

C1 y C2) favorecen el efecto inhibitorio sobre LP y AG, mientras que la ausencia de los dos 

grupos éster influye positivamente en la inhibición de la AA. También es posible inferir que 

la posición lineal o angular del anillo lactónico, así como la presencia de un núcleo 

germacranólido o eudesmasnólido, no tienen un efecto significativo en la inhibición causada 

por las lactonas C7, C8 y C9 sobre AA. Los resultados de actividad inhibitoria de las cinco 

lactonas constituyen el primer reporte de actividad sobre las enzimas LP, AA, y AG. Sin 

embargo, se tienen reportes de otras lactonas sesquiterpénicas con potencial antidiabético. 

Por ejemplo, para la tirotundina aislada de Tithonia diversifolia (Lin, 2012) se determinó 

que tiene actividad agonista sobre el receptor PPARγ, que controla la expresión de genes de 

la síntesis y de la oxidación de ácidos grasos, y están involucrados en el almacenamiento de 

ácidos grasos poliinsaturados en distintos tejidos como hígado, el musculo esquelético y 

adiposo, efecto que le confiere gran potencial a la tirotundina para desempeñar un papel 

importante en el tratamiento de la diabetes.  Para la lactona denominada costunólido, 

principio activo del extracto de hojas de Costus speciosus, también ha sido reportado su 

potencial antidiabético, encontrándose que produce una reducción significativa en el nivel 

de glucosa en plasma sanguíneo en modelo murino, con una dosis de 20 mg/kg (peso 

corporal) administrada de manera oral, así como genera un aumento en la sensibilidad a la 

insulina y a la captación de glucosa Según (Chen et al. 1995; Eliza et al. 2009; Liu et al. 

2013). 

 

El estudio de inhibición enzimática de los compuestos de tipo flavonoide permitió 

evidenciar que, de los 21 compuestos evaluados a una concentración de 300 µM, 12 lograron 

inhibir la LP, 10 inhibir la AG y solo dos la AA. A continuación, se analizan los resultados 

obtenidos para cada una de las enzimas. 
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Lipasa pancreática (LP) 

En la Tabla 9 se puede observar los valores de CI50 estimados para los flavonoides activos 

sobre LP están entre 34.2 y 264.4 µM, encontrándose que ninguno de estos compuestos 

muestra una actividad superior a la del control positivo orlistat. Es importante mencionar 

que este estudio reporta el primer antecedente sobre la actividad inhibitoria frente a la 

enzima LP para la mayoría de los compuestos evaluados, incluidos los compuestos aislados 

C5 y C6 provenientes de N. lobata, así como los compuestos seleccionados C10-C14, C19, 

C20 y C22-C28. En estudios previos desarrollados por Li-Mag y colaboradores se han 

reportado valores de CI50 para los compuestos C16, C17 y C18, que corresponden a  156 ± 

22 µg/mL, 256 ± 54 µg/mL y 128 ± 22 µg/mL, respectivamente (M. M. Li et al. 2023). Es 

importante resaltar que, tanto en los reportes previos como en este estudio, se ha utilizado 

el mismo método para la cuantificación de la actividad enzimática de la lipasa pancreática 

(LP). Sin embargo, existen algunas diferencias en los procedimientos de pre-incubación e 

incubación, la concentración de enzima (2 mg/mL) y el uso del sustrato (palmitato de p-

nitrofenilo). Dichas variaciones metodológicas podrían ser las responsables de las marcadas 

diferencias observadas en los resultados informados en la literatura. Por lo tanto, es 

fundamental tener en cuenta estas discrepancias al interpretar y comparar los datos obtenidos 

en diferentes estudios. Esto se puede evidenciar en el caso de los compuestos que no 

inhibieron más del 50% en la primera etapa sobre la enzima LP, pero cuyos valores de CI50 

están reportados en literatura. Para los compuestos C15, C16, C17, C18 y C21: CI50 > 593 

µM, 156 ± 22 µg/mL, 256.6 ± 54 µg/mL, 128 ± 22 µM y 603.2 ± 41 µg/mL, respectivamente 

(Li-Mag et al., 2023). 

 

Según en nuestros resultados, se resalta la importancia de la presencia del doble enlace en 

el anillo C para inhibir la actividad catalítica de la LP, lo cual se evidencia con el hecho de 

que los compuestos C20, C21 y C22, que fueron las únicas flavanonas incluidas en el 

estudio, causaron inhibiciones inferiores al 40% a la máxima concentración evaluada. 

También se observa que la sustitución de los anillos A y B del flavonoide es importante para 

la inhibición de la LP, pues las flavonas que no tienen sustitución en el anillo B y que tienen 

uno sustituyente en el anillo A o carecen de sustitución en el anillo A, no lograron superar 

el 40% de inhibición a la máxima concentración evaluada (C10-C13). La presencia del 
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grupo OH en el carbono 6 del anillo A de la flavona tiene un efecto negativo en la actividad 

inhibitoria sobre LP, lo cual se evidencia al comparar el valor CI50 de los compuestos C15 

y C16, siendo este último aproximadamente 3 veces menos activo que C15.  

 

Otra observación importante es que en general los compuestos de tipo flavona mostraron 

una actividad entre 1.5 y 2 veces superior a la de los flavonoles, por ejemplo, los compuestos 

C15 y C17 exhibieron valores CI50 de 62.0 y 34.2 µM, respectivamente, valores de CI50 

menores comparados con los de compuestos C18 y C19 con valores de CI50 de 72.0 y 98.5 

µM, respectivamente. Por otro lado, se puede inferir que la presencia de grupos metoxilo en 

la posición 3 del flavonoide disminuye la actividad sobre la enzima LP, pues los compuestos 

C18 y C23 que tienen el hidroxilo en el carbono 3 tienen menores valores CI50 de los 

compuestos 3-O-metilados (C5, C6, C2 y C26). Estas diferencias pueden estar relacionados 

con la disminución en el número de aceptores/donadores de enlaces de hidrógeno, que son 

interacciones que favorece la actividad sobre la LP. (Vasas et al. 2021)  Comparando la 

actividad inhibitoria exhibida por los flavonoles 3-O-metilados, es posible evidenciar que la 

polisustitución en el anillo A, ya sea con grupos OH o OCH3, favorece la actividad sobre la 

LP, pues se observa que el compuesto C25 que solo tiene dos sustituyentes en el anillo A 

no logró inhibir en más del 35% la enzima a la máxima concentración, mientras que los 

compuestos C5, C6, C24 y C26 que tienen tres o más sustituyentes en el anillo A exhibieron 

valores CI50 entre134 y 229 µM. 

 

Finalmente, se destaca el potencial inhibitorio del compuesto C28, un flavonoide tipo 

chalcona, con un potencial valor de CI50 de 37.9 μM sobre la enzima LP. Su actividad se le 

atribuye a la presencia del grupo carbonilo α,β-insaturado, que le confiere la capacidad de 

actuar como aceptador de Michael, permitiéndole interactuar con diversas dianas 

enzimáticas. Además, se ha reportado en varios estudios que la presencia de grupos donantes 

de electrones, como metilo, etilo y metoxi en la posición para del anillo B del fenilo, 

contribuye a una interacción mejorada con diversas enzimas (Kovács et al. 2023; Vasas et 

al. 2021). 
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α-glucosidasa 

En la Tabla 9 se observa que sobre AG Los valores CI50 obtenidos para los flavonoides 

activos oscilan entre 59.11 y 260 μM. Es importante destacar que todos los compuestos 

activos mostraron un efecto inhibitorio mayor sobre la enzima AG en comparación con el 

control positivo acarbosa. Específicamente, el compuesto C20 mostró la mayor actividad, 

siendo aproximadamente 17 veces más potente que el control positivo. Además, se observó 

que los compuestos aislados de N. lobata corresponden C5 y C6 inhibieron la actividad 

catalítica de esta enzima con valores de  CI50 de 170.3 y 215.2 μM, respectivamente siendo 

estos  aproximadamente 1,5 veces más activos que el control positivo acarbosa. Para los 

flavonoides C15- C18 y C21, se ha reportado su actividad frente a la enzima AG, 

encontrándose que los resultados obtenidos en este estudio difieren de los reportes previos 

por realizados por Fan You y colaboradores reportando valores de CI50 de 422.67 ± 9.37 

µg/mL, 277.94 ±  6.21 µg/mL, para C15 y C16 (K. Li et al. 2018). En estudios desarrollados 

por Kashtoh como Baek y colaboradores reportan valores de CI50 para el compuesto C17 de 

231.13 ±  5.35 µg/mL (Kashtoh and Baek 2022), para C18 una CI50 de 1.84 mM reportado 

por Abdullah y colaboradores (Abdullah et al. 2016), y el compuesto C21 con volar de CI50 

73 µM, reportado por Tadera y colaboradores  (Tadera et al. 2006) Tanto en los reportes 

previos como en el presente estudio, se empleó el mismo método para la cuantificación de 

la actividad enzimática de AG, sin embargo, existen diferencias en los tiempos de reacción, 

pre-incubación e incubación, así como en las concentraciones de sustrato y enzima utilizadas 

en cada caso. Estas variaciones metodológicas pueden ser las responsables de las marcadas 

diferencias en los resultados encontrados en las diferentes investigaciones. Es importante 

resaltar que en este estudio se reporta por primera vez para los demás flavonoides estudiados 

la inhibición cala actividad catalítica de AG. 

 

Analizando los resultados obtenidos y la estructura de los compuestos bioactivos, es posible 

evidenciar la importancia del doble enlace entre los carbonos 2 y 3 en el anillo C para la 

actividad inhibitoria de los compuestos sobre la enzima AG, pues en el caso de las 

flavanonas C20, C21 y C22 se encontró que no logran inhibir más del 38% la actividad 

catalítica de la AG a la máxima concentración evaluada. Por otro lado, se observó que los 

compuestos de tipo flavonol mostraron una mayor actividad que las flavonas, por ejemplo, 
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el compuesto C18 exhibió con un valor CI50 de 59.1 µM, lo cual indica una mayor potencia 

inhibitoria en comparación con los compuestos C15, C16 y C17 que presentaron valores de 

CI50 de 174.2, 167.7 y 160.1 µM respectivamente. Según nuestros resultados, la 

hidroxilación en los anillos A y B de los compuestos de tipo flavona tiene un efecto 

significativo sobre la actividad inhibitoria sobre AG. Esto se evidencia en los compuestos 

C17 y C16, con valores de CI50 de 160.1 y 167.7 µM, respectivamente, los cuales son más 

activos que el compuesto C15 con un valor CI50 de 174.4 µM. Estas diferencias se deben al 

aumento en el número de aceptores/donadores de enlaces de hidrógeno y a la posición de 

los sustituyentes en los anillos A, B y/o C, lo cual favorece la actividad sobre AG. (K. Li et 

al. 2018) Por otro lado, al comparar los compuestos C18 y C19, se observa que la actividad 

se ve disminuida en el compuesto C19 debido a la presencia del grupo metilo en la posición 

C-3 del anillo C. También se encuentra que existe un efecto negativo en la inhibición de la 

enzima AG debido a la presencia de dos o más grupos metoxilo en el anillo A, lo cual se 

evidencia en los compuestos C23 y C24, que exhibieron porcentajes de actividad sobre la 

enzima AG del 23.9% y 40.6%, respectivamente.  

 

α-amilasa 

Como se mencionó anteriormente, de los 21 flavonoides evaluados en este estudio, 

únicamente dos compuestos, C18 y C19 demostraron la capacidad de inhibir la enzima AA. 

Los valores de CI50 para estos compuestos, respectivamente, fueron de 64.5 y 57.8 µM, sin 

embargo, es importante destacar que ninguno de los compuestos activos superó la actividad 

del control positivo acarbosa (Tabla 9). Se ha reportado para el compuesto C18 actividad 

inhibitoria de la enzima AA, con valores CI50 de 770 µg/mL (Meng et al. 2016). Es 

importante destacar que los resultados obtenidos en este estudio y los reportados por 

Yonghong no son comparables debido a las diferencias en la metodología utilizada. En el 

estudio previo, se empleó almidón soluble al 1% como sustrato, se realizaron tiempos de 

incubación de 3 minutos y se empleó una longitud de onda de medición de 540 nm. Cabe 

destacar que este estudio representa el primer informe sobre la actividad inhibitoria de los 

demás flavonoides estudiados. Analizando las estructuras de todos los flavonoides que no 

superaron una inhibición del 50% a la máxima concentración evaluada con la de los dos 
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flavonoides activos, es posible inferir que el patrón de hidroxilación en las posiciones 5, 7, 

3’ y 4’ de núcleo del flavonoide es determinante para ejercer un efecto inhibitorio sobre AA, 

siendo los compuestos C18 y C19 los únicos flavonoides del estudio que tienen dicho patrón 

de sustitución. También es posible observar que la actividad inhibitoria sobre AA se ve 

disminuida en el compuesto C19 debido a la presencia del grupo metilo en el carbono C-3 

del anillo C. 

 

3.4. Determinación del tipo de inhibición enzimática sobre de 

los compuestos bioactivos LP, AA y AG 

 

3.4.2.  Estudio de inhibición sobre lipasa pancreática (LP).  

Con cada uno de los compuestos bioactivas evaluados, se realizó un estudio de cinética 

enzimática, variando las concentraciones de inhibidor y sustrato, con el objetivo de 

determinar el tipo de inhibición ejercen sobre la enzima LP. Para esto, se utilizaron gráficos 

de doble reciproca de Lineweaver-Burk ver Figura-22. El análisis cinético permitió 

determinar que los compuestos aislados de N. lobata C1, C2, C5 y C6 junto los compuestos 

seleccionados C14, C16, C19, C23, C24 y C26 actúan como inhibidores de tipo 

competitivo, mientras que los compuestos C17 y C18 se comportan como inhibidores de 

tipo mixto y el compuesto C28 como inhibidor no competitivo. Estos resultados sugieren 

que las sesquiterpenlactonas y la mayoría de los flavonoides compiten con el sustrato en el 

sitio activo de la enzima. Además, se estimaron las constantes de inhibición (Ki) para 

establecer la afinidad de los inhibidores por la enzima (Tabla 10), encontrándose que las 

constantes de inhibición oscilan entre 34.2 y 305.5 µM, encontrándose que las constantes de 

inhibición estimadas para C17, C23 y C28 son menores a la Km (47.4 μM) de la enzima, 

por lo tanto, es posible afirmar que estos inhibidores tienen mayor afinidad con la enzima 

que el sustrato empleado en el ensayo, mientras que los demás inhibidores tienen menor 

afinidad con la enzima. Es importante mencionar que  estudios previos realizados por los 

investigadores, como  Feng et al.(2020) y Martínez et al, (2021), reportan a los compuestos 

C17 y C18 como inhibidores mixtos de la LP, (Martinez-Gonzalez et al. 2020; Zhou et al. 
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2021), lo cual coincide con los resultados obtenidos en este trabajo. Además, estudios 

desarrollados por Sarayu y colaboradores (Pai et al. 2020) reportan al compuesto C15 como 

inhibidor competitivo de la LP, lo cual también concuerda con los resultados obtenidos en 

esta investigación. Es relevante destacar el primer reporte del mecanismo de acción para los 

compuestos C5, C6 C14, C19, C23, C24, C26 y C28 sobre la enzima LP.  

 

 

Figura- 22 Gráficos Lineweaver-Burk del estudio cinético de los compuestos activos 

sobre LP 
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Tabla 10 Inhibidores de lipasa pancreática y tipo de inhibición 

compuestos 

/ control (+) 
 Estructura  

lipasa pancreática (LP) 

CI50 (µM) Ki µM 
Tipo de 

inhibidor 

Sesquiterpenlactonas 

C1 

 
Neurolenina B 

591.8 ± 1.2 285.5 Competitivo 

C2 

 
Lobatina A 

615.6± 2.9 305.5 Competitivo 

Flavonoides 

C5 
 

5,6,4´-trihidroxi-3,7-

dimetoxiflavonol 

166.4 ± 3.2 83.2 Competitivo 

C6 

 
5,6,3´,4´-trihidroxi-3,7-

dimetoxiflavonol 

134.1 ± 0.7 67 Competitivo 

C14 
 

3-hidroxi-7-metoxiflavona 

264.4 ± 0.5 132 Competitivo 

C15 

 
Crisina 

62.0 ± 0.8 55.2 Competitivo 

C16 

 
Baicaleín 

190.8 ± 1.4 95.2 Competitivo 
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C17 

 
Apirigina 

34.2 ± 2.8 34.2 Mixto 

C18 

 
Quercetina 

72.0 ± 0.7 71.5 Mixto 

C19 

 
3-O-metil-quercetina 

98.5 ± 0.8 49 Competitivo 

C23   

3,5 dihidroxi-6,7,8-

trimetoxiflavona 

73.6 ± 0.9 36.5 Competitivo 

C24 
  

5,7dihidroxi-3,6,8-

trimetoxiflavona 

151.4 ± 1.4 75.5 Competitivo 

C26 

  

Conyzatina 

229.6 ± 0.5 114.5 Competitivo 

C28 
 

7-hidroxi-6,3´,4´,5´- 

tetrametoxidihidrochalcona  

37.9 ± 3.1 37.4 
No 

Competitivo 

Orlistat   0.6 ± 0.2 1.7 Irreversible 
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3.4.3. Estudio de inhibición sobre α-glucosidasa (AG). 

Con cada uno de los compuestos bioactivas evaluados, se realizó un estudio de cinética 

enzimática, variando las concentraciones de inhibidor y sustrato, con el objetivo de 

determinar el tipo de inhibición ejercen sobre la enzima AG. Para ello, se utilizaron gráficos 

de Lineweaver-Burk, como se observan en la Figura-23. El análisis cinético permitió 

determinar que los aislados por N. lobata C1, C2, C5 y C6, junto con los compuestos C15 

al C18, actúan como inhibidores de tipo competitivo, mientras que los compuestos C1, C2, 

C19, C26 y C28 se comportan como inhibidores de tipo no competitivo. Además, se 

estimaron las constantes de inhibición (Ki) para establecer la afinidad de los inhibidores por 

la enzima (Tabla 11), y se observa que las constantes de inhibición oscilan entre 58.1 y 318 

µM, sin embargo, encontrándose que todas las constantes de inhibición estimadas son 

mayores a la Km (12 μM), por lo tanto, es posible afirmar que los inhibidores tienen menor 

afinidad con la enzima que el sustrato empleado en el ensayo. 

 

Es importante mencionar que estudios previos realizados por Freitas y colaboradores, 

reportan a los compuestos C18 y C19 como inhibidores competitivos de la AG (Proença et 

al. 2017), lo cual coincide con los resultados obtenidos en este trabajo. Además, se resalta 

el primer el reporte del mecanismo de acción para los compuestos C5 y C6 provenientes de 

N. lobata, junto con los compuestos C14, C15, C19, C26 y C26 sobre la enzima AG. 
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Figura- 23 Gráficos Lineweaver-Burk del estudio cinético de los compuestos activos 
sobre AG 
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Tabla  11 Inhibidores de α-glucosidasa y tipo de inhibición 

compuestos 

/ control 

(+) 

 Estructura 

α-glucosidasa (AG) 

CI50 (µM) Ki µM 
Tipo de 

inhibidor 

Sesquiterpenlactonas 

C1 

 
Neurolenina B 

639.0± 3.8 318.2 Competitivo 

C2 

 
Lobatina A 

525.1± 4.7 238.7 Competitivo 

Flavonoides 

C5 
 

5,6,4´-trihidroxi-3,7-

dimetoxiflavonol 

170.3 ± 2.2 85 Competitivo 

C6 

 
5,6,3´,4´-trihidroxi-3,7-

dimetoxiflavonol 

215.2 ± 2.1 107.2 Competitivo 

C15 

 
Crisina 

174.4 ± 2.3 87.1 Competitivo 

C16 

 
Baicaleín 

167.7 ± 1.3 83.7 Competitivo 

C17 

 
Apirigina 

260.1 ± 3.5 130 Competitivo 
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C18 

 
Quercetina 

59.1 ± 0.8 58.1 Competitivo 

C19 

 
3-O-metil-quercetina 

133.4 ± 1.4 66.5 
No 

Competitivo 

C26 

 
Conyzatina 

122.5 ± 0.2 122.2 
No 

Competitivo 

C28 
 

7-hidroxi-6,3´,4´,5´- 

tetrametoxidihidrochalcona 

170.9 ± 3.8 85.3 
No 

competitivo 

Acarbosa 345.9 ± 3.2 56.3 Competitivo 

 

3.4.4. Estudio de inhibición sobre α-amilasa (AA).  

El estudio de cinética enzimática sobre AA permitió determinar que los compuestos C18 y 

C19 actúan como inhibidores de tipo competitivo (Figura-24 y Tabla 12), encontrándose 

que las constantes de inhibición de los compuestos C18 y C19 son 32.9 y 28.7 µM, 

respectivamente, evidenciando que los valores de Ki determinados para los dos inhibidores 

son menores que la Km (340 μM), lo que indica que estos tienen mayor afinidad por la 

enzima que el sustrato empleado en el ensayo. Es importante mencionar que  estudios 

previos realizados por Dandekary y colaboradores, reportan al compuesto C18 como 

inhibidor mixto y/o competitivo de la AA (Dandekar et al. 2021) lo cual coincide con los 

resultados obtenidos en este trabajo. Es relevante destacar el reporte del mecanismo de 

acción para el compuesto C19 sobre AA. 
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Figura- 24 Gráficos Lineweaver-Burk del estudio cinético de los compuestos activos 

sobre AA. 

 

Tabla  12 Inhibidores de α-amilasa y tipo de inhibición 

compuestos 

/ control 

(+) 

Estructura 

 

α-amilasa (AA) 

CI50 (µM) Ki µM 
Tipo de 

inhibidor 

Flavonoides 

C18 

 
Quercetina (C18) 

64.5  ± 0.8 32.9 Competitivo 

C19 

 
3-O-metil-quercetina 

57.8  ± 1.5 28.7 Competitivo 

Acarbosa 3.16 ± 2.6 35.5 Competitivo 
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4. Conclusiones y recomendaciones 

5.1. Conclusiones 

El presente trabajo contribuye en la búsqueda de moléculas con potencial inhibitorio, frente 

a la lipasa pancreática (LP), α-glucosidasa (AG) y α-amilasa (AA). Además, la evidencia 

científica del uso tradicional de Neurolaena lobata como un remedio natural con 

propiedades terapéuticas frente a la diabetes y la obesidad. Por lo tanto, los resultados 

obtenidos en esta investigación permiten concluir: 

 

 El estudio fitoquímico realizado sobre las hojas de N. lobata permitió el aislamiento 

e identificación de dos sesquiterpenlactonas (C1 y C2), dos derivados de ácidos 

aromáticos (C3 y C4) y dos flavonoides (C5 y C6), de los cuales C3 a C6 se reportan 

por primera vez en la especie. 

 

 En el estudio se reporta por primera la acción inhibitoria multidiana frente a las 

enzimas LP, AG y/o AA para el extracto HA, algunas fracciones (AcOEt e iPrOH) 

y los compuestos C1, C2, C5, y C6, encontrándose que el extracto y las fracciones 

tienden a ser moderadamente tóxicos sobre las línea celulares MRC-5 y BHK-21, 

mientras que los compuestos C5 y C6 con altamente tóxicos sobre la línea celular 

BHK-1 y levemente tóxicos sobre la línea celular MRC-5 
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 La caracterización química y biológica de las PT de N. lobata obtenidas a partir de 

hojas frescas y secas, permite concluir que los remedios tradicionales consumidos 

por las poblaciones en el pacífico colombiano son menos efectivas para inhibir las 

enzimas LP, AA y AG en comparación con el extracto hidroalcohólico HA, 

destacándose las PT obtenidas de hojas fresca como las más activas sobre las tres 

enzimas. También fue posible evidenciar que la neurolenina B (C1) está presente 

tanto en las PT como en el extracto HA en cantidades similares, mientras que los 

compuestos C5 y C6 están contenidos en mayor proporción en el extracto HA y no 

pudieron ser detectados en las PT obtenidas de hojas frescas. 

 

 Para que los compuestos de tipo sesquiterpenlactona estudiados inhiban la actividad 

catalítica de las enzimas AG y LP ser requiere la presencia de grupos éster en las 

posiciones 9 y 8 del anillo lactónico, como es el caso de los compuestos C1 y C2. 

Estas lactonas se comportan como inhibidores competitivos de AG y LP, con 

constantes de inhibición (Ki) mayores a la de Km de las dos enzimas, lo que indica 

que son inhibidores menos afines por las enzimas en comparación con los sustratos. 

 

 En el caso de los flavonoides se encuentra que los compuestos de tipo flavanona no 

son capaces de inhibir ninguna de las enzimas, haciéndose evidente la importancia 

de la insaturación entre los carbonos 2 y 3 del núcleo flavonoide para ejercer efectos 

inhibitorios cobre las tres enzimas de interés. La mayoría de los flavonoides 

inhibidores de las enzimas se comportaron como inhibidores de tipo competitivo o 

mixto sobre AA, AG y/o LP, y en general son menos afines por las enzimas que los 

sustratos empleados en cada caso, a excepción de los compuestos C17, C23 y C28 

sobre LP y C18 y C19 sobre AA, pues fueron los únicos compuestos que presentaron 

valores de Ki menores que las Km de las respectivas enzimas. 

 

 De los compuestos estudiados, solo C18 y C19 lograron inhibir la actividad catalítica 

de las tres enzimas digestivas, catalogándose como inhibidores multidiana o 

polifarmacológicos. 
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5.2. Recomendaciones 

 

 Es de importancia continuar con las investigaciones fitoquímicas en la especie N. 

lobata y en otras especies pertenecientes al género Neurolaena presentes en 

Colombia, con el fin de contribuir a la caracterización química de estas especies y 

para obtener otros constituyentes químicos con potencial de inhibición enzimática 

frente a LP, AA y AG, que contribuyan a dar mayor robustez a los resultados 

obtenidos.  

 

 Se recomienda evaluar las preparaciones tradicionales provenientes de N. lobata 

frente a otros modelos biológicos, para seguir contribuyendo a la validación de los 

usos tradicionales que se le dan a la especie. 

 

 Es importante seguir realizando estudios que permitan determinar el mecanismo de 

acción de los compuestos que tuvieron actividad sobre las enzimas LP, AA y AG, y 

realizar otros ensayos sobre los modelos de diabetes y obesidad con el fin de ampliar 

el espectro de actividad. 

 

 Se recomienda realizar estudios computacionales QSAR sobre las moléculas con 

mayor potencial con el fin de validar y establecer relaciones de estructura actividad 

cuantitativas y predecir algunos compuestos más activos. Para esta fase es necesario 

tener un mayor número de moléculas por lo que se recomienda contemplar estudios 

de síntesis de derivados y análogos de los núcleos de interés. 

 

 Realizar estudios de optimización farmacodinámica e incluir un mayor número de 

ligandos para hacer más robusto el modelo computacional, para predecir moléculas 

con mayor afinidad e interacción con las dianas biológicas de interés. 
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5. ANEXOS 

5.1. Anexos 1 

Datos espectroscópicos y constantes físicas de los compuestos: 

Neurolenina B (C1) 

Lobatina-A (C2) 

Acido p-hidroxibenzoico (C3) 

Acido 3,4-dihidroxibenzoico (C4) 

5, 6, 4´-trihidroxi-3,7-dimetoxiflavonol (C5) 

5, 6, 3´,4´-trihidroxi-3,7-dimetoxiflavonol (C6) 
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5.1.1. Anexo A1. Datos espectroscópicos y espectros RMN para el compuesto C1 

 

Tabla A 1.1 Datos espectroscópicos para el compuesto C1 

 

Nombre Neurolenina B 

Estado Físico Sólido blanco 

Formula 

Molecular 
C22H30O8 

Peso Molecular 422.47 g/mol 

Punto De 

Fusión 
165-164°C 

[α] 20 
D -285.9° 

RMN 1H: (300 MHz, CDCl3) δ 6.58 (d, J = 11.9 Hz, 1H), 6.30 (s, 1H), 6.00 (t, J 

= 11.5 Hz, 1H), 5.80 (s, 1H), 5.54 (s, 2H), 4.54 (dd, J = 11.8, 4.9 Hz, 1H), 4.12 (s, 

OH), 3.09 (m, 1H), 2.58 (s, 1H), 2.09 (s, 1H), 2.08 (s, 3H), 2.04 – 1.95 (m, 1H), 

1.94 – 1.88 (m, 1H), 1.81 (td, J = 13.8, 12.4, 4.9 Hz, 1H), 1.41 (td, J = 13.8, 11.8, 

5.3 Hz, 1H), 1.32 (s, 3H), 1.11 (d, J = 6.3 Hz, 3H), 0.85 (d, J = 6.1 Hz, 6H). 

APT: (75 MHz, CDCl3) δ 204.8 (C-1, C=O), 170.2 (C-1´, C=O), 170.4 (C-1¨, 

C=O), 168.9 (C-12. C=O), 148.3 (CH, C-3), 134.9 (C, C11), 126.7 (CH2 C-13), 

125.4 (CH, C-2), 79.4 (C, C-10), 76.5 (CH, C-6), 74.0 (CH, C-9), 73.9 (CH, C-8), 

42.7 (CH2, C-2´), 41.3 (CH, C-7), 40.4 (CH2, C-5), 28.3 (CH, C-4), 25.0 (CH, C-

3´), 23.8 (CH3, C-14), 22.5 (CH3, C-4´), 22.3 (CH3, C-5´), 20.7 (CH3, C-2´´), 19.8 

(CH3, C-15). 

(Passreiter, Wendisch, and Gondol 1995) 
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Figura A 1.1 Espectro RMN 1H (300 MHz, CDCl3) compuesto C1 

 

 

Figura-A1.2 Espectro APT (75 MHz, CDCl3) compuesto C1 
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5.1.2. Anexo A1. Datos espectroscópicos y espectros RMN para el compuesto C2 

 

 

Tabla A2.1 Datos espectroscópicos para el compuesto C2 

 

Nombre Lobatina-A 

Estado Físico Sólido blanco 

Formula 

Molecular 
C22H30O8 

Peso Molecular 422.47 g/mol 

Punto De 

Fusión 
123-124 °C 

[α] 20 
D -298.9° 

RMN 1H: (300 MHz, CDCl3) δ 6.31 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 5.91 (t, J = 9.58, 8.13 

Hz, 1H), 5.85 (dd, J = 10.4, 1.6 Hz, 1H), 5.69 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 5.65 (d, J = 

10.4 Hz, 1H), 4.92 (dt, J = 7.7, 3.8 Hz, 1H), 4.25 (s, 1H), 3.57 (dd, J = 15.9, 9.6 

Hz, 1H), 3.06 (dd, J = 15.9, 7.9 Hz, 1H), 2.82 (dd, J = 15.1, 3.6 Hz, 1H), 2.73 (dd, 

J = 15.0, 4.2 Hz, 1H), 2.61 (m, J = 7.8, 3.1, 1.6 Hz, 1H), 2.14 (s, 3H), 2.12 (m, 

1H), 2.08 (m, 1H), 1.89 (m, 1H), 1.84 (s, 3H), 1.33 (s, 3H), 0.88 (d, J = 4.4 Hz, 

3H), 0.85 (d, J = 4.5 Hz, 3H). 

APT: (75 MHz, CDCl3) δ 210.1 (C, C=O), 171.0 (C, C=O), 170.5 (C, C=O-1´), 

168.2 (C, C=O), 136.8 (C, C-4), 134.4 (C, C-11), 124.4 (CH2 , C-13), 121.5 (CH, 

C-3), 80.6 (C, C-10), 76.7 (CH, C-9), 72.6 (CH, C-6), 66.6 (CH, C-8), 42.9 (CH2, 

C-5), 42.2 (CH, C-7), 36.2 (CH2, C-2´), 36.0 (CH2, C-2), 25.6 (CH3, C-14), 25.6 

(CH3, C-14), 25.5(CH, C-3´), 22.6 (CH3, C-15), 22.5 (CH3, C-4´), 22.3(CH3, C-

4´), 22.3(CH3, C-5´), 20.7 (CH2, C-2´´).  

(Passreiter, Wendisch, and Gondol 1995) 
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Figura-A2.1 Espectro RMN 1H (300 MHz, CDCl3) compuesto C2 

 

Figura-A2.1 Espectro APT (75 MHz, CDCl3) compuesto C2 
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5.1.3. Anexo A1. Datos espectroscópicos y espectros RMN para el compuesto C3 

 

Tabla A 3.1 Datos espectroscópicos para el compuesto C3 

 

Nombre 
Ácido p-

hidroxibenzoico 

Estado 

Físico 
Sólido amarillo 

Formula 

Molecular 
C7H6O3 

Peso 

Molecular 
138.03 g/mol 

Punto De 

Fusión 
206-208 °C 

RMN 1H: (400 MHz, Acetona-d₆) δ 7.92 (d, J = 8.8 Hz, 2H-2,6), 

6.92 (d, J = 8.8 Hz, 2H-3,5). 

APT: NMR (100 MHz, Acetona-d₆) δ 115.9 (CH, C-3, 5), 122.6 

(C, C-1), 132.7 (CH, C-2, 6), 162.6 (C, C-4), 167.7 (C, C=O). 

(Xin, Aisa, and Wang 2008) 

 

 

Figura-A3.1 Espectro RMN 1H (300 MHz, Acetona-d₆) compuesto C3 
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Figura-A3.2 Espectro APT (75 MHz, Acetona-d₆) compuesto C3 

5.1.4. Anexo A1. Datos espectroscópicos y espectros RMN para el compuesto C4 

 

Tabla A 4.1 Datos espectroscópicos para el compuesto C4 

 

Nombre 
Ácido 3,4-

dihidroxibenzoico 

Estado Físico Sólido amarillo 

Formula 

Molecular 
C7H6O2 

Peso Molecular 154.12 g/mol 

Punto De 

Fusión 
193-195 °C 

RMN 1H: (400 MHz, CD4O) δ 7.53 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.47 (dd, J = 8.3, 2.1 Hz, 

1H), 6.90 (d, J = 8.3 Hz, 1H) 

APT: NMR (100 MHz, CD4O)  δ 115.7 (CH, C-5), 117.7 (CH, C-2), 123.5 (C, 

C-1), 123.9 (CH, C-6), 146.0 (C, C-3), 151.5 (C, C-4), 170.2 (C, C=O). 

(D. M. C. Nguyen et al. 2013) 
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Figura-A4.1 Espectro RMN 1H (300 MHz, CD4O) compuesto C4 

 

Figura-A4.2 Espectro APT (75 MHz, CD4O) compuesto C4 
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5.1.5. Anexo A1. Datos espectroscópicos y espectros RMN para el compuesto C5 

 

Tabla A 5.1 Datos espectroscópicos para el compuesto C5 

 

Nombre 
5,6,4´-trihidroxi-3,7-

dimetoxiflavonol 

Estado Físico Sólido amarillo 

Formula 

Molecular 
C17H14O7 

Peso Molecular 330.07 g/mol 

Punto De Fusión 179-181 °C 

RMN 1H: (400 MHz, Acetona-d₆) δ 12.48 (s, 1H), 7.01 (d, J = 8.9 Hz, 2H-2´, 6´), 8.03 

(d, J = 8.9 Hz, 2H-3´, 5´), 6.81 (s, 1H-8), 3.97 (s, 3H-1´´), 3.86 (s, 3H-2´´). 

APT: (100 MHz, Acetona-d₆) δ 179.6 (C, C=O), 160.8 (C, C-4´), 156.9 (C, C-7), 

150.29 (C, C-9), 146.8 (C, C-5), 157.1 (C, C-2), 138.1 (C, C-3),  130.1 (C, C-6), 130.8 

(CH, C-2´,6´), 122.7(C, C-1´), 116.3(CH, C -3´,5´), 106.9 (C, C-10), 91.2 (CH, C-8), 

60.1(CH3, C-2´´), 56.7 (CH3, C-1´´). 

(Ulubelen, Kerr, and Mabry 1980) 

 

Figura-A5.1 Espectro RMN 1H (300 MHz, Acetona-d₆) compuesto C5 
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Figura-A5.2 Espectro APT (75 MHz, Acetona-d₆) compuesto C5 

 

5.1.6. Anexo A1. Datos espectroscópicos y espectros RMN para el compuesto C6 

Tabla A 6.1 Datos espectroscópicos para el compuesto C6 

 

Nombre 
5,6,3´,4´-trihidroxi-3,7-

dimetoxiflavonol 

Estado Físico solidos amarillos-café 

Formula 

Molecular 
C17H14O7 

Peso 

Molecular 
346.29 g/mol 

Punto De 

fusión 
108-110 °C 

RMN 1H: (400 MHz, Acetona-d₆) δ 12.47 (s, 1H-5-OH), 7.71 (d, J = 2.2 Hz, 1H-

5´), 7.58 (dd, J = 8.5, 2.2 Hz, 1H-6´), 6.99 (d, J = 8.5 Hz, 1H-2´), 6.80 (s, 1H-8), 

3.97 (s, 3H-2´´), 3.86 (s, 3H-1´´). 
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APT: (100 MHz, Acetona-d₆) δ 179.6 (C, C=O), 150.8 (C, C-9), 154.9 (C, C-7), 

146.8 (C, C-5), 149.0 (C, C-2), 146.7 (C, C-3’), 145.9 (C, C-4’), 139.0 (C, C-3), 

130.7 (C, C-6), 123.1(C, C-1’), 122.0(CH, C-6’), 116.3 (CH, C-2´), 116.2 (CH, C-

5´), 106.8 (C, C-10), 91.2(CH, C-8), 60.1 (CH3, C-1´´), 56.7 (CH3, C-2´´). 

(Ulubelen, Kerr, and Mabry 1980) 

 

 

Figura-A6.1 Espectro RMN 1H (300 MHz, Acetona-d₆) compuesto C6 
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Figura-A6.2 Espectro APT (75 MHz, Acetona-d₆) compuesto C6 
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5.2 Anexo 2  

 

5.1.7. Curva de calibración de compuesto C1 (Neurolenina B) a 254 nm en hojas Secas. 

 

5.1.8. Curva de calibración de compuesto C1 (Neurolenina B) a 254 nm en hojas 

Frescas. 
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5.1.3. Curva de calibración de compuesto C5 (6-hidroxikaempferol 3,7-dimetil éter) a 

254 nm en hojas Secas. 

 

5.1.4. Curva de calibración de compuesto C5 (6-hidroxikaempferol 3,7-dimetil éter) a 

254 nm en hojas Frescas. 
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5.1.5. Curva de calibración de compuesto C6 (quercetagetina 3,7-dimetil éter) a 356 nm 

en hojas Secas. 

 

 

5.1.6. Curva de calibración de compuesto C6 (quercetagetina 3,7-dimetil éter) a 356 nm 

en hojas Frescas. 
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