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RESUMEN

La diabetes tipo 2 (DM2) es una enfermedad cronica, hasta hoy incurable, y no
transmisible caracterizada por la presencia de insulinorresistencia, por lo que
tratamientos hipoglucemiantes son deseables para mejorar la salud de pacientes
con DM2. Se ha informado del efecto hipoglucemiante de extractos de hojas de
Moringa oleifera, sin embargo, no se ha determinado este efecto después de la
ingesta cronica del polvo de hojas de moringa (PHM), ni su regulaciéon sobre
parametros relacionados con la via de la insulina. El objetivo de esta investigacion
fue evaluar los efectos del consumo crénico de PHM utilizando el modelo de moscas
de Drosophila melanogaster mutadas en alelos del receptor de insulina (InR) y
moscas control yellow-white (yw). Se determin6 la composicion quimica y algunos
compuestos bioactivos del PHM, reportando 49.96 + 0.80 % de carbohidratos, 29.34
+ 0.25 % de proteinas, 30.15 + 0.30 % de fibra total, 46.23 + 0.53 mg equivalentes
de acido galico/g de compuestos fendlicos libres y 29.49 + 1.48 mg equivalentes de
sinigrina/g de glucosinolatos totales. Tras la suplementacion con 0.5, 1.5, 2.5, 4.0y
55 % de PHM, se evaluaron los niveles de carbohidratos totales, glucosa,
glucogeno, lipidos totales vy triglicéridos en moscas virgenes de 4-5 dias post-
eclosion. Adicionalmente, se determind la sobrevivencia y el cambio de peso. Como
resultados, la sobrevivencia de moscas criadas con 1.5-2.5 % de PHM incrementé
>15 %. Machos yw tratados con 0.5-2.5 % de PHM presentaron regulacién de peso
corporal y disminucion de carbohidratos totales y glucosa (reduccién de 23-28%).
En machos InR no'se informé un efecto hipoglucemiante. Hembras yw presentaron
reduccion de peso, carbohidratos totales y glucosa con 1.5-2.5 % de PHM. Los
niveles de glucégeno disminuyeron en moscas InR con 5.5 % de PHM. Los lipidos
totales redujeron en ambas cepas (~15-30 %) con la suplementacion de 0.5-2.5 %
de PHM. Los resultados indican cambios metabdlicos dependientes del sexo tras la
ingesta crénica de PHM; bajas concentraciones de PHM mejoran la sobrevivencia,
reducen carbohidratos y regulan los niveles de lipidos, especialmente en moscas
yw, sugiriendo que el PHM podria mejorar la salud de personas con DM2.

(Palabras clave: Diabetes mellitus, receptor de insulina, Moringa oleifera,
Drosophila melanogaster).

vii



ABSTRACT

Type 2 diabetes (T2D) is a chronic, up to today incurable, non-communicable
disease characterized by insulin resistance. Simple hypoglycemic treatments are
desirable, as they may improve T2D patients’ health. Consumption of Moringa
oleifera leaf extracts has been reported as hypoglycemic. However, the
hypoglycemic effect of moringa leaf powder (MLP) chronic intake has not been
assessed, nor its regulation over insulin pathway parameters. The objective of this
research was to evaluate the effects of MLP chronic consumption._employing the
Drosophila melanogaster sole insulin receptor (INR) mutant alleles and yellow-white
(yw) control flies. For this purpose, the MLP chemical composition and some
bioactive compounds were determined. MLP had 49.96 + 0.80 % carbohydrates and
29.34 = 0.25 % protein; 30.15 £ 0.30 % total fiber 46.23 = 0.53 mg gallic acid
equivalents/g free phenolic compounds, and 29.49 + 1.48 mg sinigrin equivalents/g
total glucosinolates. After diet supplementation with 0.5, 1.5, 2.5, 4.0 and 5.5 % of
MLP, the levels of carbohydrates, glucose, glycogen, total lipids, and triglycerides
were measured in virgin flies of 4-5 days of emergence. Additionally, survivorship
and weight changes were determined. The results of the InR mutant flies (with a T2D
phenotype) were compared to control yw flies. As a result, survivorship increased in
both strains up to 15 % after 1.5-2.5 % MLP intake. yw males showed weight control,
as well as total carbohydrate and glucose reduction (23-28 %) after 0.5-2.5 % MLP
intake; while no decrease was found in InNR males for these parameters. Weight loss,
total carbohydrate, and total glucose reduction were reported for yw females after
1.5-2.5 % MLP intake. In addition, glycogen levels decreased in InR flies with 5.5 %
MLP supplementation. Both strains reported a lipid lowering effect (~15-30 %) with
0.5-2.5 % MLP intake. Results indicate metabolic changes in a sex-dependent
manner due to MLP chronic intake. Furthermore, MLP low concentrations improve
flies’ survivorship, reduce total carbohydrates and glucose, and regulate lipid levels,
especially in the yw strain, suggesting that MLP consumption may improve T2D
patients’ health.

(Keywords: Type 2 diabetes, insulin receptor, Moringa oleifera, Drosophila

melanogaster).
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades crdnicas no transmisibles constituyen un grave problema
de salud publica, cuyo tratamiento genera altos costos y repercute en la calidad de
vida de pacientes y de sus familias. Este grupo de patologias suelen aparecer
debido a una alimentacion incorrecta y a un estilo de vida poco saludable, como el

sedentarismo y el consumo de sustancias nocivas para la salud.

La diabetes mellitus tipo 2, considerada como una enfermedad hasta el
momento incurable, actualmente es la segunda causa de defunciones en México.
Es un tipo de diabetes caracterizada por la pérdida progresiva de la produccion de
insulina en el pancreas, dando como resultado niveles altos de glucosa sanguinea,
es decir, hiperglucemia. Una condicion de hiperglucemia cronica genera un
incremento de radicales libres en el organismo, y, por consiguiente, un estado de
estrés oxidativo. Dicho estrés oxidativo repercute sobre las células B del pancreas,
induciendo su apoptosis (muerte celular programada) y disminuyendo su capacidad

para producir insulina.

Ademas del consumo de farmacos, se ha recomendado el uso de terapias
alternativas naturales para el tratamiento de la diabetes, entre ellas la fitoterapia. La
fitoterapia considera el consumo de plantas con efecto hipoglucemiante, ya sea en

forma de extractos, infusiones, tabletas o algun otro tipo de preparacion.

La planta Moringa oleifera ha sido estudiada para el tratamiento de la
diabetes tipo 2 debido a su poder antioxidante, antiinflamatorio e hipoglucemiante,
el _cual se atribuye, principalmente, a la presencia de compuestos fendlicos,
flavonoides, terpenoides, glucosinolatos e isotiocianatos. Extractos de hojas de
moringa ricos en isotiocianatos y extractos enriquecidos en compuestos fendlicos
han mostrado un efecto hipoglucemiante en cepas de ratones insulinorresistentes.
El efecto hipoglucemiante de un aislado proteico de hojas de moringa ha sido
demostrado también en ratones con diabetes tipo 1 inducida. Se ha reportado,



ademas, que algunos de estos extractos de hojas de moringa mejoran la cascada
de sefializacién de la insulina. Sin embargo, el consumo de hojas enteras, cuya
composicién integra otros compuestos bioactivos, podria potenciar el efecto

hipoglucemiante o bien, contrarrestarlo.

Drosophila melanogaster, cominmente conocida como mosca de la fruta, es
considerada un organismo genético modelo para realizar investigaciones
relacionadas con el metabolismo, debido a la homologia entre su genoma y el
genoma humano. La sefializacién de la insulina en D. melanogaster se propaga a
través de péptidos similares a la insulina de vertebrados, producidos por células
productoras de insulina. Una vez que dichos péptidos son liberados, éstos se unen
a su receptor, el receptor de la insulina, el cual se activa y desencadena una
cascada de fosforilaciones para que los péptidos ejerzan su efecto hipoglucemiante.
Existen cepas de D. melanogaster que son mutantes en el gen homologo al receptor
de la insulina (InR). Este tipo de moscas suelen ser obesas y de menor tamafio,
presentan también mayor contenido de lipidos y carbohidratos respecto a su peso,
ademas de alteraciones en el sistema nervioso. Debido a sus caracteristicas, dicho
modelo mutante es considerado una alternativa viable para el desarrollo de

investigaciones sobre diabetes mellitus tipo 2.

Con base en lo anterior, se propuso evaluar el efecto del consumo crénico de
las hojas de moringa en el modelo mutante InR de Drosophila melanogaster, con la
finalidad de esclarecer el potencial hipoglucemiante del polvo de hojas de moringa
en la mejora del fenotipo caracteristico de la diabetes mellitus tipo 2.



2. ANTECEDENTES

2.1. Enfermedades crénicas no transmisibles.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define a las enfermedades
cronicas no transmisibles (ECNT) como enfermedades de larga duracion y
progresion lenta, para las cuales aln no existe un tratamiento correctivo eficiente,
por lo que el mejoramiento del paciente se logra a través del consumo de farmacos,
la practica de ejercicio, el consumo de una dieta sana y terapias alternativas (OMS,
2018a). En este grupo de enfermedades se enlistan aquellas relacionadas con el
estrés oxidativo, como lo es la diabetes mellitus tipo 2 (Beratarrechea, 2010; Lépez-
Ramos, 2010; Lépez-Lopez et al., 2016).

2.1.1. Impacto en salud publica por enfermedades crénico-degenerativas.

Segun datos de la OMS (2018a), a nivel mundial, las ECNT son las
responsables de casi cuatro de cada cinco muertes cada afo. En el Cuadro 1 se
muestran las principales causas de defunciones en México para el 2017.

Cuadro 1. Principales causas de defunciones en México (2017).

Importancia Causa Defunciones
1 Enfermedades del corazén 141,619

2 Diabetes Mellitus 106,525

3 Tumores malignos 84,142

4 Enfermedades del higado 38,833

5 Accidentes 36,215

6 Enfermedades cerebrovasculares 35,248

7 Agresiones 32,079

8 Enfermedades pulmonares obstructivas cronicas 22,954

9 Influenza y neumonia 21,892

10 Insuficiencia renal. 13,167

(INEGI, 2018)



En México, este grupo de patologias ocasionan aproximadamente el 80 %
del total de fallecimientos en el pais, generando un impacto a nivel econémico y
social (INEGI, 2018).

2.2. Diabetes Mellitus.

2.2.1. Generalidades y clasificacion.

La diabetes mellitus es una enfermedad caracterizada por alteraciones en el
metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas, dando._como resultado un
incremento persistente de los niveles de glucosa en sangre; su etiologia
multifactorial radica en aspectos tanto ambientales (estilo de vida y alimentacion
principalmente) como predisposicion hereditaria (Kharroubi & Darwish, 2015;

Menéndez-Garcia et al., 2015).

La Asociacion Americana de Diabetes (ADA, por sus siglas en Inglés) define
a la diabetes mellitus como una condicion caracterizada por un estado de
hiperglucemia, debido a la incapacidad del organismo para aprovechar la glucosa
proveniente de los alimentos (ADA, 2019).

Dependiendo de su etiologia, la diabetes mellitus se clasifica en: diabetes
mellitus tipo 1 (resultado de la destruccion autoinmune de las células ), diabetes
gestacional (diagnosticada exclusivamente durante el embarazo), diabetes mellitus
tipo.2 'y otros tipos especificos de diabetes debido a diferentes causas (Rojas et al.,
2018; ADA, 2019).

En el caso de la diabetes mellitus tipo 2, esta patologia es el resultado de la
pérdida progresiva de la produccion de insulina por parte de las células B
pancreaticas y, generalmente, debido a un estado de resistencia a la insulina. Los
pacientes con este tipo de diabetes suelen presentar obesidad, sin embargo, no es

un factor determinante para el desarrollo de la patologia (ADA, 2019).



2.2.2. Insulina: mecanismo de accion y resistencia a la insulina.

La insulina es una hormona compuesta por dos cadenas, Ay B, que lleva a
cabo su accion al unirse al receptor de insulina (Vikova et al., 2016). Considerada
dentro del grupo de factores de crecimiento insulinoides (Assefa et al., 2017), es
una hormona producida por las células 3, localizadas en los islotes de Langerhans
del pancreas, en respuesta al aumento de los niveles de glucosa plasmatica. La
insulina ejerce un efecto sobre la homeostasis de la glucosa al promover la
captacion y metabolismo de ésta Ultima en los diferentes drganos y tejidos,
principalmente en musculo esquelético, tejido adiposo y en el higado (Salinas-
Contreras & Hiriart, 2016).

El receptor de la insulina esta conformado por dos subunidades a y dos
subunidades B; es un receptor que se encuentra presente en todas las células de
los mamiferos con actividad tirosina-cinasa intrinseca (Cervantes-Villagrana &
Presno-Bernal, 2013). Las dos subunidades a del receptor de la insulina se
encuentran en la regidon extracelular, mientras que las subunidades [ son
transmembranales. Una vez unida la insulina a su receptor en las subunidades q,
las subunidades [ sufren un cambio conformacional, provocando Ila
autofosforilacion cruzada en los residuos de tirosina del receptor (Salinas-Contreras
& Hiriart, 2016). Esta modificacion promueve la fosforilacion y la activacion del
sustrato del receptor de insulina (IRS-1) en el citosol, que posteriormente activa a
fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) y a la proteina cinasa B (PKB/AKT1). PI3K y
PKB/AKT1, a su vez, favorecen una serie de fosforilaciones que contribuyen a la
translocacion del transportador de glucosa (GLUT4) desde vesiculas en el citosol
hacia la membrana plasmatica (Aguirre et al., 2016; Assefa et al., 2017). Una vez
en la membrana plasmatica, GLUT 4 permite el paso de glucosa hacia el interior de
la célula para su posterior oxidacion, produccion de energia y almacenamiento
(Ceddia et al., 2004).



Cuando la accién biologica de la insulina no se ve reflejada en los tejidos
sobre los cuales actia, a concentraciones que suelen ser efectivas en sujetos
sanos, se presenta un fenémeno conocido como resistencia a la insulina (Calderin-
Bouza et al., 2014).

La insulinorresistencia conlleva a una disminucién del paso de glucosa hacia
el interior de la célula, provocando que la glucosa permanezca elevada en‘la sangre,
promoviendo asi una mayor secrecion de insulina (Cantley y Ashcroft, 2015). De
esta forma, llega un momento en que las células B del pancreas se agotan, dejan
de producir suficiente insulina y se manifiesta un estado de hiperglucemia crénica

junto con insulinorresistencia (Salinas-Contreras & Hiriart, 2016).

2.2.3. Diabetes mellitus tipo 2: Fisiopatologia.

La diabetes mellitus tipo 2 suele ser asintomatica en sus inicios; no obstante,
algunas manifestaciones clinicas que pueden llegar a presentarse debido a la
hiperglucemia cronica son: poliuria (orina en exceso), polidipsia (sed en exceso),
polifagia (hambre excesiva), pérdida de peso y deshidratacion (Mealey & Ocampo,
2007).

Se han establecido parametros de control de glucosa en sangre tanto en
ayuno, como glucemia posprandial (glucosa plasmatica dos horas después de
comer) (ADA, 2019). Los niveles normales de glucosa sanguinea, para individuos
con y sin diagnostico de diabetes mellitus tipo 2, se muestran en el Cuadro 2.



Cuadro 2. Valores normales de glucosa en sangre.

Paciente sin diabetes

Glucosa en Nivel saludable | 70-100mg/dL

Moderadamente alta (prediabetes) 100-125mg/dL

ayHno Hiperglucemia 125mg/dL

Glucosa  Saludable a moderadamente alta <140mg/dL

posprandial Hiperglucemia >180mg/dL
Paciente con diabetes

Glucosa en Nivel saludable 70-130mg/dL

ayuno Hiperglucemia >130mg/dL

Glucosa  Nivel saludable <180mg/dL

posprandial Hiperglucemia >180mg/dL

(ADA, 2019)

La obesidad se asocia fuertemente al desarrollo de diabetes tipo 2 debido a
gue el aumento de tejido graso exige un incremento de concentraciones plasmaticas
de insulina para que los adipocitos puedan captar y metabolizar la glucosa (Salinas-
Contreras & Hiriart, 2016). Por este motivo, es comdn que en la diabetes tipo 2 se
presenten dos anormalidades fisiopatologicas: 1) resistencia a la insulina y 2)
defectos en la funcion de las células B del pancreas y, por consiguiente, deficiencia
de insulina. (Halban et al., 2014; ADA, 2019). Las células B pancreaticas son
sensibles a los niveles altos de glucosa en sangre y pueden llegar a morir por
glucotoxicidad, debido a un estado de estrés sobre el reticulo endoplasmico y a la

subsecuente activacion de genes pro-apoptoticos (Miani et al., 2013).

Ademas de su efecto hipoglucemiante, la insulina regula la sintesis de las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), de manera que un estado de
insulinorresistencia se ha visto asociado con el incremento de las VLDL producidas

en el higado, dando como resultado un estado de hipertrigliceridemia. El incremento



de acidos grasos libres en el plasma ocasiona lipotoxicidad sobre las células
pancreaticas, anomalia que, junto con la glucotoxicidad, genera un fenémeno
conocido como glucolipotoxicidad (Cervantes-Villagrana & Presno-Bernal, 2013;
Rojas et al., 2018).

El problema en pacientes con obesidad radica, ademas, en que el tejido
adiposo libera proteinas diabetogénicas como TNF-a (factor de necrosis tumoral
alfa), IL-6 (interleucina seis) y leptina. Tanto TNF-a como IL-6 conducen a la muerte
celular por medio de reacciones inflamatorias y la generacion de estrés oxidativo
(Halban et al., 2014; Abderrazak et al., 2016). De esta forma, con el paso del tiempo,
la secrecion de insulina disminuye debido a la muerte de las células 3 pancreaticas,
dando como resultado el desarrollo de insulinodependencia en pacientes con
diabetes mellitus tipo 2 (Zaccardi et al., 2016; Kharroubi & Darwish, 2015).

2.2.4. Complicaciones en salud por Diabetes Mellitus tipo 2.

Segun la NOM-015-SSA2-2010 para la prevencion, tratamiento y control de
la diabetes mellitus, entre las principales complicaciones que se presentan, como
consecuencia de una diabetes descontrolada, se pueden mencionar: angiopatia,
nefropatia, neuropatia y retinopatia diabéticas. La Federacion Mexicana de
Diabetes (FMD) menciona que la diabetes es la primera causa de amputaciones en
México; mientras que Rojas-Martinez et al. (2018) reportaron que la proporcién de
adultos con diabetes que presentd Ulceras y amputaciones aumentoé en el afio 2016

con-respecto al afio 2012.

2.2.5. Prevalencia de diabetes mellitus en México.

Datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricibn (ENSANUT), en el afio
2018, reportaron que el 11.4 % de las mujeres y el 9.1 % de los hombres, mayores
de 20 afios, habia recibido diagndstico de diabetes tipo 2, reportando un total de 8.6



millones de personas mayores de 20 afios con esta patologia. En el Cuadro 3 se

presenta la prevalencia de adultos diagnosticados con diabetes en México.

Cuadro 3. Porcentaje de adultos con diagndstico de diabetes en México.

Edad Hombres Mujeres Total
(afos) No. (miles) % No. (miles) % No. (miles) %
20-29 23.0 0.3 153.1 1.6 176.3 1.0
30-39 70.0 0.9 275.6 3.1 345.6 2.1
40-40 543.6 9.4 582.6 8.2 1126.2 8.7
50-59 743.9 17.7 872.1 17.2 1616.0 17.4
60-69 951.8 27.7 1228.4 32.7 2180.2 30.3
70-70 280.1 19.3 500.5 29.8 780.5 24.9
80 0 mas 80.6 12.5 159.3 21.8 239.9 17.5
Total 2693.2 8.4 3771.6 10.3 6464.8 9.4

(Hernandez et al., 2016)

Actualmente la diabetes mellitus tipo 2 constituye la segunda causa de

muerte a nivel nacional (OMS, 2018b).

2.2.6. Tratamiento.

2.2.6.1. Farmacoldgico.

Cualquier tratamiento efectivo para controlar la diabetes mellitus tipo 2 tiene
como objetivo reducir los niveles de glucosa sérica y de hemoglobina glucosilada
(HbAlc). La HbAlc es un valor que refleja, en forma de porcentaje, el promedio de
los niveles de glucosa en sangre de los tres meses previos a la toma de muestra
(ADA, 2019). En cuanto al uso de farmacos, la disminucién de los niveles de glucosa
y de HbAlc se logra, generalmente, mediante el consumo de hipoglucemiantes

orales, como metformina (farmaco insulino-sensibilizador), sulfonilureas (farmaco



insulino-secretor) o ambas, en las dosis establecidas por el sector salud (IMSS,
2014).

2.2.6.2. Estilo de vida.

Aunado al uso de farmacos, se ha demostrado que la practica de actividad
fisica, al menos treinta minutos al dia, mejora la sensibilidad a la insulina 'y ayuda a
reducir los niveles de glucosa en sangre (Yates et al., 2015). En cuanto a hébitos
de alimentacion, se recomienda una intervencion alimentaria que, ademas de
reducir los niveles de glucosa plasmaética, prevenga la aparicion de factores de
riesgo cardiovascular. La restriccion y adecuacion de nutrientes en la dieta pueden
disminuir la probabilidad de padecer dislipidemias o hipertension (Forero et al.,
2018).

2.2.6.3. Alternativas naturales.

Las terapias alternativas se basan en el manejo de productos naturales,
algunos de ellos sustentados por el método cientifico (Cano-Rodriguez &
Ballesteros-Pomar, 2018). La fitoterapia ha sido considerada en el tratamiento de la
diabetes tipo 2 como una alternativa para retrasar o evitar el consumo de farmacos
debido a que su practica implica el uso de plantas con propiedades medicinales,
entre ellas, propiedades hipoglucemiantes (Rios et al., 2016). De dichas plantas lo
gue se pretende es aprovechar sus principios bioactivos mediante su consumo en
forma de extractos, infusiones, tabletas o algun otro tipo de preparacion (Gallegos-
Zurita, 2016).

El amplio uso de plantas en el manejo de la diabetes se debe, principalmente,
a la presencia de polifenoles y sustancias cuyo mecanismo de accidon mejora la
homeostasis de la glucosa (Cano-Rodriguez & Ballesteros-Pomar, 2018). Existen
plantas cuyos compuestos bioactivos tienen la capacidad de inhibir actividades

enzimaticas (a-glucosidasas o a-amilasas); actuar sobre la captacion y transporte
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de glucosa por medio de los transportadores GLUT4; incrementar niveles de insulina

en sangre; y disminuir la generacion de radicales libres (Rios et al., 2016).

Una alternativa natural estudiada en los Gltimos afios ha sido el arbol Moringa
oleifera. El arbol de moringa posee un contenido importante de polifenoles 'y
glucosinolatos que le confieren un poder antioxidante de gran interés para el manejo
terapéutico de patologias como la diabetes mellitus tipo 2 (Rajanandh et al., 2012;
Jaja-Chimedza et al., 2018).

2.3. Moringa Oleifera

2.3.1. Generalidades.

Moringa oleifera, comunmente conocida como moringa, es un arbol
perteneciente a la familia Moringaceae, originario de los Himalayas, en la zona
noroeste de la India. Puede encontrarse también en regiones de Africa, Arabia,
Sureste de Asia, Islas del Pacifico.y del Caribe, asi como al sur del continente
Americano (Abdull-Razis et al., 2014; Valdez-Solana et al., 2015). En México, puede
producirse en la costa del Pacifico, desde las entidades de Baja California'y Sonora,
hasta el estado de Chiapas (Olson & Fahey, 2011; Leone et al., 2015; Castillo-Lopez
et al., 2017).

El arbol de moringa presenta multiples propiedades, tanto nutricionales como
nutracéuticas; todos los componentes del arbol son utilizados para diferentes
aplicaciones por la industria (Paliwal et al., 2011). Las hojas de moringa pueden ser
consumidas ya frescas, cocidas o en forma de polvo seco para combatir problemas
de malnutricién; ademas, han sido motivo de investigacion por su efecto terapéutico
y nutritivo (Mbikay, 2012). Por lo anterior, Moringa oleifera es considerada una
planta con propiedades funcionales que se ven reflejadas en sus efectos
antiinflamatorios, antihipertensivos, antidiabéticos, antioxidantes, anticancerigenos

e hipolipemiantes (Abdull-Razis et al., 2014).
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2.3.2. Composicion quimica.

Diferentes partes del arbol de moringa contienen una cantidad importante de
macro y micronutrientes. En el Cuadro 4 se presenta la composicion quimica y

nutricional de las hojas, semillas y vainas de moringa.

Cuadro 4. Composicion nutricional de Moringa oleifera (hojas, semillas y vainas) por

cada 100 g de producto.

Nutriente / Hojas . Vainas

compuesto Frescas Secas Polvo piahillas (frutos)
Energia (kcal) 92 329 205 -- 26
Proteinas (g) 6.7 29.4 27.1 35.97 £0.19 2.5
Grasas (Q) 1.7 5.2 2.3 38.67 £ 0.03 0.1
Carbohidratos (g) 12.5 41.2 38.2 8.67 £ 0.12 3.7
Fibra () 0.9 12.5 19.2 2.87 £0.03 4.8
Vitamina B1 (mg) 0.06 2.02 2.64 0.05 0.05
Vitamina B2 (mg) 0.05 21.3 20.5 0.06 0.07
Vitamina B3 (mQ) 0.8 7.06 8.2 0.2 0.2
Vitamina C (mg) 220 15.8 17.3 45 +0.17 120
Vitamina E (mg) 448 10.8 113 751.67 £ 4.41 --
Calcio (mg) 440 2185 2003 45 30
Magnesio (mg) 42 448 368 635 + 8.66 24
Fosforo (mg) 70 252 204 75 110
Potasio (mg) 259 1236 1324 -- 259
Cobre (mg) 0.07 0.49 0.57 5.20+0.15 3.1
Hierro (mg) 0.85 25.6 28.2 -- 5.3
Azufre (mg) -- -- 870 0.05 137

(Gopalakrishnan et al., 2016)
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Ademas, se ha identificado la presencia de glucosinolatos, acidos fendlicos,
carotenoides y tocoferoles (Maizuwo et al., 2017). Los glucosinolatos se encuentran
presentes en toda la planta de moringa, sin embargo, se ha identificado un mayor
contenido de estos compuestos tanto en las hojas como en las semillas (Bennett et
al., 2003; Amaglo et al., 2010).

2.3.2.1. Hojas

Se ha reportado que las hojas de moringa contienen proteinas,
carbohidratos, vitaminas, minerales, asi como carotenoides, polifenoles,
glucosinolatos, taninos, saponinas, oxalatos y fitatos (Leone et al., 2015; Maizuwo
et al., 2017). En el Cuadro 5 se muestran algunos compuestos bioactivos que han
sido identificados en las hojas de moringa.

Cuadro 5. Compuestos bioactivos identificados en diferentes muestras de hojas de

moringa.
Compuesto Concentracion (peso seco) Referencia

Acido galico 53.98 + 2.92 ug/g

Acido clorogénico 471.22 £ 2.32 pg/g Cuellar-Nufiez et al.
Acido cafeico 5.10 + 0.19 pg/g (2018)

Acido p-cumarico 82.11 + 0.22 ug/g

Catequina 5.98 + 0.01 mg/g

Epicatequina 18.63 + 0.01 mg/g

Rutina 70.21 + 0.03 mg/g Ademiluyi et al. (2018)
Quercetina 19.87 £ 0.03 mg/g

Kaempferol 19.65 + 0.02 mg/g

Glucosinolatos totales  21.22 + 3.7 mg eq. sinigrina/g Leone et al. (2018)
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Diversos estudios han reportado que las hojas deshidratadas de moringa
contienen cantidades importantes de vitaminas A, C y E, asi como de polifenoles,
principalmente acidos fendlicos, los cuales se encuentran en altas concentraciones
en comparacion con ciertas frutas y vegetales (ElI-Sohaimy et al., 2015; Falowo et
al., 2016; Leone et al., 2018). La presencia de compuestos fendlicos confiere
potencial nutracéutico a las hojas de moringa al ser capaces de retardar el desarrollo

de ECNT, debido a su fuerte accion antioxidante (Singh et al., 2009).

Asimismo, en hojas deshidratadas de moringa, Moyo et al. (2011) reportaron
la presencia de los aminoacidos esenciales treonina, tirosina, metionina,
fenilalanina, isoleucina, leucina, histidina, lisina -y triptéfano; otros compuestos
identificados fueron los &cidos grasos poliinsaturados omega-3 y omega-6, siendo
el acido a-linolénico el de mayor concentracion. Cabe mencionar que algunos
factores antinutricionales presentes en las hojas (taninos, saponinas, oxalatos y
fitatos) se encuentran en cantidades que no generan efectos nocivos en la salud
(Leone et al., 2015).

Respecto a los glucosinolatos, estos son metabolitos secundarios de las
plantas cuya estructura esta formada por una unidad de 3-D-glucopiranosil y un (Z)-
tiohidroximato anomérico O-sulfatado, conectados a una cadena lateral que puede
variar dependiendo del metabolismo de los aminoacidos propios de la planta
(Maldini et al., 2014).

Los glucosinolatos se convierten en isotiocianatos por accion de la enzima
enddgena mirosinasa, ubicada en las vacuolas de las células de mirosinasa, la cual
cataliza la hidrélisis de los glucosinolatos cuando la planta es sometida a dafio o
estrés (Figura 1) (Waterman et al., 2014; Deng et al., 2015). En las hojas de moringa,
el glucosinolato mas abundante es el 4-[(a-L-ramnopiranosiloxi)-bencil]-
glucosinolato, conocido como glucomoringina, acompafado de tres glucosinolatos

isoméricos en menor cantidad (Waterman et al., 2014; Forster et al., 2015).
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Figura 1. Bioconversion de glucosinolato a isotiocianato por accién de la enzima

mirosinasa (Adaptado de Lopez-Rodriguez et al., 2020).

2.3.2.2. Propiedades bioldgicas de hojas de Moringa oleifera.

Como resultado de diversos mecanismos sinérgicos, las hojas de moringa
previenen la produccion de radicales libres y estrés oxidativo en los tejidos (Tumer
et al., 2015; Udechukwu et al., 2018). Diversos autores han reportado la actividad
antioxidante de extractos etandlicos y metandlicos de hojas de moringa, informando
la mejoria_de sistemas antioxidantes como superdxido dismutasa, catalasa y
glutatibn-en modelos in vivo (Singh et al., 2014; Omodainisi et al., 2017), asi como
efectos inhibitorios sobre la expresion de los genes IL-1B (interleucina 1 beta) e
INOS (6xido nitrico sintasa) en estudios in vitro (Waterman et al., 2014; Charoensin,
2014).

Los isotiocianatos presentan accién antiinflamatoria y antioxidante in vivo e

in vitro al ser capaces de activar enzimas de desintoxicacion (Maldini et al., 2014).

En este sentido, se ha demostrado la reduccion de la ganancia de peso y resistencia
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a la insulina en ratones con obesidad, debido a la accion de los isotiocianatos
presentes en hojas de moringa (Waterman et al., 2015), asi como a la reduccién en
la expresion de algunos marcadores de inflamacion como iNOS, IL-13 e IL-6 y NF-
kB (factor nuclear kappa B) (Jaja-Chimedza et al., 2017).

Otros efectos reportados en extractos de hojas de moringa son: efecto anti
proliferativo y quimioprotector (Charoensin, 2014; Cuellar-Nuiez et al., 2018),
regulacion en los niveles de colesterol y triglicéridos (Waterman. et al., 2015),
actividad antihipertensiva (Aekthammarat et al., 2019), y, en ultimos afios, efectos
benéficos sobre el sistema nervioso (Jaafaru et al., 2019). Todas estas propiedades
se explican, principalmente, por el contenido-en compuestos antioxidantes,

vitaminas y minerales (Maizuwo et al., 2017; Omodanisi et al., 2017).

2.3.2.3. Efecto hipoglucemiante de hojas de Moringa oleifera.

El efecto hipoglucemiante de las hojas de moringa se atribuye a su contenido
de fibra y a su poder antioxidante, principalmente (Gopalakrishnan et al., 2016). Se
consideran a las hojas de moringa como fuente de fibra dietaria, especialmente fibra
insoluble, la cual ejerce un efecto hipoglucemiante al disminuir el tiempo de
captacion de glucosa en el intestino (Taweerutchana et al., 2017; Leone et al., 2018)

por inhibicion de la enzima a-amilasa (Azad et al., 2017).

También se ha demostrado que las hojas de moringa presentan efecto
hipoglucemiante debido a su contenido de isotiocianatos, los cuales inducen
enzimas detoxificantes como glutation transferasa y NAD(P)H quinona
deshidrogenasa (Gupta et al., 2012; Waterman et al., 2015; Omodanisi et al., 2017).
Asimismo, la presencia de terpenoides esta relacionada con la estimulacion de las
células B en el pancreas, favoreciendo la secrecion de la hormona insulina y, por

consiguiente, la reduccion de niveles de glucosa plasmatica (Tende et al., 2011).
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Waterman et al. (2015) demostraron el efecto hipoglucemiante de un extracto
de hojas de moringa rico en isotiocianatos, suplementando la dieta de ratones
obesos de la cepa C57BL/6J. En el estudio se evaluaron niveles de proteinas
involucradas en la sefializacién de la insulina, encontrando niveles mayores de IRS-
1, IRS-1p, PI3K, Aktlp y Akt2p en higado; asi como un incremento de IRS-1, IRS-
1p, IRS-2, IR B, Aktl y GLUT4 en musculo de los ratones suplementados con el

extracto de moringa rico en isotiocianatos.

Por su parte, Attakpa et al. (2017), por medio de analisis de
inmunotransferencia, reportaron incrementos en la expresion de la via Akt
dependiente de insulina, asi como en los niveles del transportador GLUT 4. Ambos
parametros fueron evaluados en el masculo de ratones con obesidad inducida de la
cepa C57BL/6J, los cuales fueron tratados con un extracto acuoso de etanol

elaborado con hojas pulverizadas de moringa.

Joung et al. (2017) informaron sobre la mejoria en la tolerancia a la glucosa
en ratones obesos de la cepa C57BL/6, después de 8 semanas de suplementacion
en dieta con extracto metandlico fermentado de hojas de moringa. Ademas, los
autores reportaron una disminucién en la expresion de genes relacionados con
marcadores de-inflamacion (IL-13, 1L-6, 1L-12 y TNF-a) en tejido adiposo, tejido
muscular y en higado.

Asimismo, Paula et al. (2017) evaluaron las propiedades hipoglucemiantes y
antioxidantes de un aislado proteico elaborado con hojas de moringa. Por medio de
inyecciones intraperitoneales, ratones con diabetes tipo 1 fueron tratados con
diferentes dosis del aislado proteico, reportando un incremento de la enzima
catalasa en tejido hepatico, asi como una disminucion de los niveles de glucosa

sérica después de 7 dias de tratamiento.
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La capacidad insulino secretora de 4-hidroxifenilacetonitrito isotiocianato,
fluoropirazina, 4-hidroxibenzoato de metilo, 4-a-L-ramnanosanosiloxibencilo y 3,4-
dihidroxi benzonitrilo, compuestos presentes en el arbol de moringa, fue evaluada
por Hafizur et al. (2018). Los resultados de dicho estudio sugirieron una fuerte
secrecion de insulina ejercida por el compuesto fluoropirazina, el cual, ademas,

mejoro la funcion de las células B pancreéticas.

2.4. Drosophila melanogaster

2.4.1. Generalidades

La mosca de la fruta, Drosophila melanogaster, es un insecto cuyo ciclo de
vida corto, promedio de supervivencia entre 60 y-80 dias, y su facilidad de manejo
en el laboratorio, le han convertido en un modelo 6ptimo para la investigacion de
enfermedades relacionadas con el metabolismo, entre ellas la diabetes tipo 2
(Santalla et al., 2016).

Con respecto a su morfologia, el cuerpo de Drosophila melanogaster esta
formado de tres partes: cabeza (contiene 6rganos sensoriales), torax (se
encuentran las extremidades y las alas) y abdomen (donde se localiza el cuerpo
graso, asi como-los genitales masculinos o femeninos). Ademas, por ser un insecto
holometabolo, su ciclo de vida consta de cuatro estadios: huevo (etapa
embrionaria), larva (constituido de tres estadios), pupa y adulto (Figura 2). Cabe
sefalar que sdlo las larvas y las moscas adultas se alimentan activamente, siendo

el estadio de larva la principal etapa de alimentacion (Staats et al., 2018).

Bajo condiciones controladas en laboratorio, el ciclo de vida de la mosca tiene
una duracion aproximada de 10 dias, desde huevo hasta mosca adulta, cuando la
crianza se realiza en un medio nutritivo a temperatura ambiente (25 °C) (Goenaga,
2010).
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Figura 2. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster (Goenaga, 2010).

Se considera a Drosophila melanogaster como unorganismo genético
modelo para el desarrollo de investigaciones asociadas al metabolismo, crecimiento
y proliferacion; constituye, actualmente, una via exitosa para la realizacion de
experimentos gracias a la homologia entre su genoma y el genoma humano (Otero-
Moreno et al., 2016).

En comparacidén con otras especies, algunas ventajas que presenta este
modelo bioldgico son mayor controly homogeneidad de sus antecedentes genéticos
(lo que favorece la reproducibilidad de resultados); posibilidad de evaluar
pardmetros en diferentes etapas de desarrollo (larva y adulto); evaluacién de
esperanza de vida; y, en-el caso de modelos diabéticos, viabilidad de evaluar
cambios en diferentes niveles de la via insulinica (existen cepas con mutaciones en
genes especificos de la cascada de sefializacion de la insulina) (Alvarez-Rendoén et
al., 2018). Asimismo, este modelo presenta ventajas respecto a cuestiones éticas y
econdémicas, siendo un organismo viable para la realizacion de investigaciones en
todo el mundo (Santalla et al., 2016).

Dado que la manipulacion de D. melanogaster resulta ser sencilla, se han
establecido metodologias genéticas, bioquimicas y moleculares para examinar
respuestas celulares frente a sefales externas, como la ingesta de nutrientes y de
compuestos bioactivos (Staats et al., 2018). Su alto grado de conservacion evolutiva

y bajo nivel de redundancia genética, asi como la amplia caracterizacion de genes
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implicados en la via de la insulina y el metabolismo, hacen de D. melanogaster un
sistema viable para el estudio de la ruta insulinica y efectos metabdlicos (Dubnau,
2014; Alvarez-Rendon et al., 2018).

2.4.2. Viade lainsulina en Drosophila melanogaster.

La sefalizacion de insulina en la mosca se propaga por medio de los péeptidos
similares a la insulina (DILPs, por sus siglas en Inglés), los cuales se encuentran
regulados por la alimentacion y nutricion (Post & Tatar, 2016), ejerciendo su efecto
sobre el crecimiento y el tamafio de la mosca adulta (Lee et al., 2008). En total se
han identificado ocho péptidos similares a la insulina (DILPs 1-8), de los cuales,
DILP2 presenta una homologia mayor con la insulina de vertebrados (Alvarez-
Rendodn et al., 2018).

En general, los DILPs son secretados por células productoras de insulina
(IPCs, por sus siglas en Inglés), similares a las células 8 del pancreas, localizadas
en el sistema nervioso central de la mosca (Nassel & Broeck, 2015; Staats et al.
2018). Cabe sefalar que, a diferencia de los vertebrados, los DILPs en las moscas
presentan funciones tanto insulinicas como funciones de factores de crecimiento de
insulina (IGF) (Alvarez-Rendon et al., 2018).

Al igual que en los vertebrados, la mosca de la fruta requiere de una cascada
de fosforilaciones para que los DILPs lleven a cabo su funcién hipoglucemiante
(Graham & Pick, 2017). Una vez que el insecto es alimentado a través de la dieta,
ya sea controlada o no, los niveles de glucosa en la hemolinfa de la mosca
incrementan. Cuando este fendmeno ocurre, las células productoras de insulina,
localizadas en el cerebro de la mosca, captan la presencia de glucosa y liberan a
los DILPs, principalmente DILP2 (Hietakangas & Lemaitre, 2017; Staats et al.,
2018).
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Una vez liberados, los DILPs (1 al 7) se unen al receptor de insulina (InR) de
la mosca, un receptor transmembranal que presenta actividad tirosina-quinasa.
Dicho receptor se activa por fosforilacion cruzada en sus residuos de tirosina, para
posteriormente interactuar con el sustrato del receptor de la insulina, homologo a
los IRS1-4 humanos, conocido como chico en D. melanogaster (Post & Tatar, 2016).
De esta forma, se crean sitios de union que permiten la sefalizacion de otras
proteinas, como fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K), la cual, mediante una serie de
fosforilaciones, favorece el reclutamiento y activacion de la proteina cinasa B
(conocida como AKT) (Otero-Moreno et al., 2016). AKT, una vez activa, actia sobre
los homologos de la mosca implicados en el crecimiento y el metabolismo, entre
ellos: Rheb (proteina necesaria para activar a mTOR), mTOR (quinasa de
rapamicina), S6K (quinasa de la proteina S6 del-ribosoma), shaggy (homélogo de
glucoégeno quinasa sintasa GSK-3p) y el factor de transcripcion dFOXO, un factor

cuya activacion favorece procesos catabdlicos (Murillo-Maldonado et al., 2011).

2.4.3. Modelo InR.

En D. melanogaster, InNR es el homélogo del receptor de la insulina y del
receptor del factor de crecimiento similar a la insulina de mamiferos, el cual ejerce
un efecto importante sobre el crecimiento y el desarrollo de la mosca (Brogiolo et
al., 2001).

En D. melanogaster ambos tipos de diabetes pueden ser inducidos, ya sea
anulando la expresién de los péptidos similares a la insulina (dando como resultado
diabetes tipo 1), o bien, realizando mutaciones en los componentes de la via
insulinica, entre ellos el receptor de la insulina, y modificando la dieta del insecto
para inducir un estado de obesidad o hiperglucemia (ocasionando diabetes de tipo
2) (Alvarez-Rendon et al., 2018). Manipulaciones genéticas sobre el receptor de
insulina en D. melanogaster, cuyo gen se localiza en el brazo derecho del tercer

cromosoma, dan como resultado fenotipos con una funcién disminuida en la via de
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la insulina (Chen et al., 1996; Otero-Moreno et al., 2016). Cabe sefalar, sin
embargo, que sélo los genotipos heteroalélicos débiles de InR son compatibles con
la vida, pudiendo generar moscas adultas, pero con graves problemas de desarrollo
(Brogiolo et al., 2001).

Las cepas mutantes en el receptor de insulina suelen ser obesas, presentan
menor tamafio, mayor contenido de lipidos y carbohidratos, asi como alteraciones
en el sistema nervioso y alteraciones circadianas (Murillo-Maldonado et al., 2011;
Alvarez-Rendén & Riesgo-Escovar, 2020). En la Figura 3  se muestra la

comparacion entre el tamafio de una cepa silvestre (yellow-white) y la cepa InR.

Figura 3. Comparacion del tamafio corporal de macho (A) y hembra (Al) de cepa

yellow-white vs macho (B) y hembra (B1) de cepa InR.

Manipulaciones genéticas que modifiquen la homeostasis metabdlica de la
mosca dan como resultado cambios en los niveles circulantes de carbohidratos,
entre ellos la trehalosa (Matsuda et al., 2015). En la mosca de la fruta, la glucosa
proveniente de los alimentos se absorbe en el tracto digestivo y pasa directo al
cuerpo graso (6rgano analogo al tejido adiposo y al higado de mamiferos). Una vez
en el cuerpo graso, la glucosa se convierte en trehalosa por accion de la enzima

trehalosa-6-fosfato sintasa (Yasugi et al., 2017). La trehalosa es un azucar no
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reductor, el cual puede ser almacenado en forma de energia, o bien, puede ser
liberado hacia la hemolinfa (Graham & Pick, 2017). Dado que los niveles de glucosa
en los insectos suelen ser muy bajos, generalmente se considera la trehalosa como
el carbohidrato principal que circula por la hemolinfa de las moscas (Reed et al.,
2010; Matsuda et al., 2015).

La resistencia a la insulina conlleva a un estado de obesidad en D.
melanogaster debido a una acumulacion anormal de carbohidratos y lipidos totales
respecto a su peso (Murillo-Maldonado et al., 2011). Ademas, en el cuerpo graso de
la mosca se almacenan nutrientes, entre ellos los lipidos, cuando la cantidad de
nutrientes es abundante. Dichos lipidos se almacenan en forma de triacilglicéridos
(TAG), de manera que la cuantificacién de TAG es un parametro que permite definir

el estado de obesidad en el insecto (Musselman & Kiihnlein, 2018).

Por estos motivos, el modelo Drosophila melanogaster, mutante en InR
(receptor de la insulina), se considera una opcion viable para realizar
investigaciones asociadas a diabetes mellitus tipo 2 (Post & Tatar, 2016; Graham &
Pick, 2017; Alvarez-Rendén et al., 2018).
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3. JUSTIFICACION

En México, la diabetes mellitus tipo 2 se ha establecido como un problema
de salud publica de gran prevalencia, generando altos costos de inversion por parte
de los pacientes, sus familias, y del sector salud. Dado que esta patologia es una
enfermedad hasta hoy incurable, cuyo tratamiento consiste en el control de la
glucemia, se sugiere como terapia alternativa el consumo de alimentos o
suplementos alimenticios con potencial hipoglucemiante. En este sentido, el
consumo de plantas con propiedades funcionales y compuestos nutracéuticos como
alternativa natural para ayudar a disminuir el riesgo a padecer enfermedades

cronicas no transmisibles, favorece la calidad de vida de las personas.

Moringa oleifera actualmente es cultivada en diversos paises gracias a su
capacidad de crecer en climas tropicales'y subtropicales. Las hojas de moringa se
caracterizan, entre otras cosas, por poseer nutrientes como aminoacidos esenciales
y carbohidratos. Contienen, ademas, fibra y compuestos fendlicos, asi como
glucosinolatos. Diferentes extractos de hojas enriquecidos en compuestos fendélicos
y en isotiocianatos han demostrado actividad antiinflamatoria, antioxidante e
hipoglucemiante. No obstante, el contenido de otros componentes en hojas enteras

de moringa podria potenciar dichos efectos.

Por lo anterior, se propuso evaluar el efecto hipoglucemiante del consumo
cronico.de hojas de moringa en el modelo de Drosophila melanogaster mutante en
el receptor de insulina (InR), asi como su efecto regulatorio sobre parametros
asociados a la sefializacion de la insulina. Esto con la finalidad de elucidar el
potencial hipoglucemiante del polvo de hojas de moringa para poder incluir su

consumo como terapia coadyuvante en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general.

Evaluar el efecto hipoglucemiante de hojas de moringa (Moringa oleifera)

sobre el fenotipo de la mutante InR de Drosophila melanogaster.

4.2. Objetivos especificos

1. Determinar la composicion quimica, algunos compuestos bioactivos y la
capacidad antioxidante de hojas de moringa (Moringa oleifera).
1.1 Determinar el contenido de proteina, lipidos, humedad, cenizas y
carbohidratos.
1.2 Evaluar el contenido de algunos compuestos bioactivos como: fibra
dietaria total (insoluble y. soluble), compuestos fendlicos (acidos
fendlicos y flavonoides), taninos condensados y glucosinolatos.

1.3 Determinar la capacidad antioxidante del polvo de hojas de moringa.

2. Evaluar el efecto hipoglucemiante de hojas de moringa en la mutante InR de
Drosophila melanogaster.
2.1. Determinar los niveles de carbohidratos totales, glucosa y glucégeno

delas moscas en estudio.

3. Determinar el efecto del consumo de hojas de moringa sobre algunos
pardmetros macroscopicos y fisiologicos asociados a alteraciones del
receptor de insulina en la mutante InR de Drosophila melanogaster.

3.1. Determinar la sobrevivencia de las moscas en estudio.
3.2. Evaluar el cambio de peso de las moscas en estudio.
3.3. Determinar los niveles de lipidos totales y triglicéridos de las moscas

en estudio.

25



5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Materiales

5.1.1. Material bioldgico.

Las hojas de moringa (Moringa oleifera) se obtuvieron de la ciudad de

Santiago de Querétaro, del estado de Querétaro (México).

Las cepas de Drosophila melanogaster (silvestres yellow-white y mutantes
INR) provinieron del cepario de moscas del laboratorio de Genética de Transduccion
de Sefales, donadas por el Dr. Juan Rafael Riesgo Escovar del Instituto de
Neurobiologia de la UNAM, Campus Juriquilla. Dichas cepas fueron obtenidas del
Institute of Molecular Systems Biology ETH, Zirich. Las caracteristicas de dichas
cepas se encuentran descritas en la plataforma digital Flybase (Flybase, 2019a;
Flybase, 2019b).

5.1.2. Reactivos

Reactivos de uso general a-amilasa, proteasa, amiloglucosidasa, peptidasa,
(+)-catequina, vainillina, reactivo de Folin-Ciocalteu, tetracloropaladato de sodio,
sinigrina, acido propiodnico, kit de glucosa (GAGO) y reactivo de antrona fueron
adquiridos de Sigma-Aldrich Chemical Company. Acetona, etanol, acido clorhidrico,
hidroxido de sodio, éter de petroleo, acido sulfarico, acido fosforico, acetato de
sodio, ‘carbonato de sodio, hidroxido de sodio, hidréxido de potasio, metanol, rojo
de metilo, persulfato de potasio y verde de bromocresol fueron adquiridos de J.T.

Baker.

Para la preparacion del alimento de las moscas se utilizaron insumos
donados por el laboratorio de Genética de Transduccion de Sefales del Instituto de

Neurobiologia de la UNAM Campus Juriquilla.
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5.2. Métodos

5.2.1. Caracterizacién quimica de hojas de Moringa oleifera.

La cantidad de proteina, lipidos, humedad y cenizas se determiné empleando
la metodologia descrita por la Association of Official Analytical Chemists (AOAC),
2002.

5.2.1.1. Cuantificacion de proteina (Técnica 920.87).

Se realizé la cuantificacion de proteina por digestion de muestras, seguida
de destilacion. Se pesaron 0.5 g de muestra y se agregaron a tubos Kjeldhal junto
con 3.5 g de Na2S0Oa4, 0.4 g de CuSO4 y 15 mL de H2SOa. Se colocaron los tubos
con las muestras en el digestor y se llevaron a una temperatura de 360-420 °C,
incrementando la temperatura gradualmente. Una vez observado un cambio de
color a verde claro en las muestras, se dejaron enfriar los tubos a temperatura
ambiente y se les adicion6 100 mL de agua destilada. Para proceder con la
destilacién, se colocaron los tubos Kjeldahl en el equipo (destilador) y se adicionaron
50 mL de NaOH al 40 %. El destilado se recibi6 en un matraz Erlenmeyer
previamente preparado.con 25 mL de H3BOs al 4 %, utilizando rojo de metilo y verde
de bromocresol como indicador. Una vez realizada la destilacion, se titulé con HCI
0.1 N. Para la determinacion del nitrégeno total se empledé 6.25 como factor de

conversion-equivalente al porcentaje de proteina contenida en la muestra.

% nitrogeno = [ (A)(B) ] * 0.014 x 100
C

Donde:
A = mL gastados de acido
B = Normalidad del 4cido

C = gramos de la muestra

% Proteina = % nitrégeno x 6.25
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5.2.1.2. Cuantificacion de lipidos (Técnica 920.39).

En cartuchos de celulosa (desgastados) se pesaron 3 g de muestra en base
seca. Se adicionaron 100 mL de éter de petroleo en matraces Soxhlet y se colocaron
los cartuchos dentro del equipo (extractor Soxhlet). Se realizd la extraccion de
lipidos durante 5-6 horas a 180 °C. Después de este tiempo, se evapor¢ el residuo
de éter y se colocaron los matraces en la estufa a 80 °C durante 6 horas. Por ultimo,
se atemperaron los matraces en el desecador y finalmente se realizo el célculo de

lipidos por diferencia de peso.

% Grasa = (Peso final — Peso inicial) * 100

Peso de la muestra

5.2.1.3. Cuantificacion de humedad (Técnica 925.10).

Se pesaron 2 g de muestra en charolas taradas previamente. Se colocaron
las muestras a 130 °C en la estufa durante 2 horas. Pasadas las 2 horas, se retiraron
las muestras de la estufa y se llevaron al desecador para su enfriamiento.
Finalmente, se pesaron las muestras. Para realizar el célculo de humedad se

empled la siguiente formula:

% Humedad = (Peso inicial de la muestra — Peso final) * 100

Peso inicial de la muestra

5.2.1.4. Cuantificacién de cenizas (Técnica 923.03).

En una capsula de porcelana, previamente tarada, se pesaron 2 g de
muestra. La muestra se incineré y se llevd durante 4 horas a la mufla a una
temperatura de 550 °C. Se retiraron las capsulas de la mufla y se colocaron en un
desecador hasta su enfriamiento. Se pesaron las capsulas con las cenizas y el

contenido total se determind por medio de la siguiente formula:
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% Cenizas = [ (Peso final — peso inicial) / Peso de la muestra] * 100

El resultado se expresé en base seca.

5.2.1.5. Cuantificacién de carbohidratos.

El contenido de carbohidratos de la muestra se realiz6 por diferencia de peso,

considerando el porcentaje de las determinaciones sefaladas anteriormente.

5.2.2. Determinacion de compuestos bioactivos.

5.2.2.1. Fibra dietaria.

La fibra dietaria total se determiné mediante la suma de fibra insoluble y fibra

soluble.

5.2.2.1.1. Fibra insoluble.

La determinacion de fibra insoluble se realiz6 por el método propuesto por
Shiga et al. (2003).

Se pesé 1 g de muestra pulverizada y desgrasada y se coloc6 en un matraz
Erlenmeyer, protegido de la luz, al cual se agregaron 50 mL de tampdn de fosfato
0.08 M a pH 6. Acto seguido, se adicionaron 100 puL de a-amilasa. Se incub6 el
matraz Erlenmeyer en bafio Maria a 95 °C durante 30 minutos, agitando cada 5
minutos hasta completar el tiempo. Terminada la incubacion, se ajusté el pH a 7.5
utilizando NaOH y se adicionaron 100 pL (5 mg/mL) de proteasa, para volver a
incubar a bafio Maria a una temperatura de 60 °C durante 30 minutos con agitacion
continua. Pasados los 30 minutos, se dejé atemperar la muestra y nuevamente se
ajusto el pH a 4 empleando HCI. Posteriormente, se adicionaron 300 pL de
amiloglucosidasa y se incubé a 60 °C durante 30 minutos, agitando continuamente.
Finalizando la incubacion, se filtré la muestra en papel Whatman No. 4, previamente

pesado. Se realizaron dos lavados empleando 15 mL de agua destilada a una
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temperatura de 60 °C y otros dos lavados con 15 mL de etanol al 80 %. Se llevo el
papel filtro a peso constante a 60 °C durante 24 horas y, finalmente, se registro su

peso.

La diferencia registrada en el peso del papel filtro fue atribuida a la fraccién

de fibra insoluble (residuo presente en el filtro).

% Fibra insoluble = (W1 — W>) x 100
W3

Donde:
W1 = Peso del papel filtro con la muestra (gramos)
W2 = Peso del papel (gramos)

W3 = Peso de la muestra (gramos)

5.2.2.1.2. Fibra soluble.

Una vez determinada la fibra insoluble, se conservo el residuo filtrado y se
afiadié un volumen igual de etanol 80 %. Se dejé en reposo por 24 horas a 4 °Cy,
pasado este tiempo, se filtré en papel Whatman No. 42 previamente pesado. Acto
seguido, se realizaron dos lavados con 15 mL de etanol 80 %, seguidos de otros
dos lavados con 15 mL de acetona. Se dej6é secando el papel filtro durante 24 horas

a 60 °C y se registro su peso.

% Fibra soluble = (W1 — W>) x 100
W3

Donde:
W1 = Peso del papel filtro con la muestra (gramos)
W2 = Peso del papel (gramos)

W3 = Peso de la muestra (gramos)
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5.2.3. Determinacion de compuestos fendlicos.

5.2.3.1. Obtencién de extracto metandlico.

Para la obtencion del extracto se siguio la metodologia propuesta por Saura-
Calixto et al. (2007). Se pesaron 0.25 g de hojas de moringa previamente secadas
y tamizadas. Se adicionaron 10 mL de metanol 50 % y se dej6 la muestra en
agitacion durante 1 hora. Posteriormente, se centrifugd la muestra a 5000 rpm
durante 15 minutos a 4 °C. Se recupero el sobrenadante en un frasco ambar y al
sedimento se le realizé una segunda extraccion con 10 mL de acetona 70 %,
seguido de agitacion (1 hora) y centrifugacion bajo las mismas condiciones. Se
recupero el sobrenadante junto con el sobrenadante de la primera extraccion y se
filtr6 el extracto usando discos de 0.45 um. El extracto obtenido se almacend a -20

°C hasta su analisis.

5.2.3.2. Cuantificacién de fenoles totales.

Se realizé la cuantificacion de fenoles totales siguiendo la metodologia
propuesta por Singleton et al. (1999). Se tomaron 50 pL de extracto metandlico a
los que se les adiciond el reactivo de Folin-Ciocalteu (1:10) y se neutralizo la
reaccion con 625 pL. de Na2COs. Se incubd por 2 horas en la oscuridad, a
temperatura ambiente, y se realiz6 la cuantificacion de fenoles en espectrofotometro
a una longitud de onda de 760 nm. Los valores obtenidos se compararon contra una
curva de calibracion de acido galico (0-80 ug/mL). El contenido de fenoles totales

se expres6 como mg equivalentes de acido galico por gramo de muestra seca.

5.2.3.3. Cuantificacién de flavonoides.

Para la cuantificacion de flavonoides se empleé la metodologia descrita por
Oomabh et al. (2005) con adaptacion a microplaca. Se mezclaron 50 yL de extracto
metanolico con 180 pL de agua destilada y con 20 pL de solucion 2-

aminoetildifenilborato al 1 % en metanol. Se analizaron las muestras a una longitud
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de onda de 404 nm en MULTISKAN vy los valores se compararon contra una curva
estandar de rutina con intervalo de 0-100 pg/mL. Se reporté la concentracion de

flavonoides como mg equivalentes de rutina por gramo de muestra seca.

5.2.3.4. Cuantificacién de taninos condensados.

Se empled la metodologia descrita por Desphande & Cheyran (1987) con
adaptacién a microplaca propuesta por Feregrino-Pérez et al. (2008). Se agregaron
50 pL de extracto metandlico en los pozos de la microplaca y se adicionaron 200 pL
de reactivo de vainillina 1 % - HCI 8 % (1:1). Se realiz6 el-andlisis de las muestras
a una longitud de onda de 540 nm en MULTISKAN. Se compararon los valores
obtenidos contra una curva estandar de (+)-catequina con un intervalo de 0-1
mg/mL. La cuantificacion de taninos condensados se expres6 como mg

equivalentes de (+)-catequina/g de muestra.

5.2.3.5. Determinacion de glucosinolatos (HPLC).

El contenido de glucosinolatos se determind siguiendo la metodologia
descrita por Forster et al. (2015). Se realizé un extracto de metanol empleando 20
mg de muestra liofilizada y 750 uL de metanol 70 %. Se afadieron 100 pL de 2-
propenil glucosinolato'l mM y se calentaron las muestras en un termo mezclador a
80 °C durante 10 minutos. Posteriormente, se centrifugaron las muestras a 16000 x
g durante 10 minutos y se recolectaron los sobrenadantes. El sedimento se extrajo

dos veces mas con 500 pL de metanol al 70 % durante 5 minutos.

Los sobrenadantes resultantes se colocaron en un concentrador de vacio a
un volumen de 150 pL, se afiadieron 200 pL de C4HsBaOa4 (0.4 M) a cada tubo y se
completaron hasta 1 mL con agua ultra pura. Las muestras se incubaron por 30
minutos a 25 °C y posteriormente se centrifugaron a 16000 x g por un tiempo de 10
minutos. Terminada la centrifugacion, los sobrenadantes se decantaron y se

completaron hasta 2 mL con agua ultra pura. Acto seguido, se filtré 1 mL de cada
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muestra utilizando tubos de microcentrifuga y se transfirieron los filtrados a viales
de HPLC. Para el analisis en HPLC se inyectaron 10 uL de muestra en una columna
de 4.6 x 250 mm SB-C18y se realiz6 la elucién a un caudal de 1.5 mL/min utilizando
como solvente A 100 % de acetato de amonio 0.1 M y como solvente B 40 % de
acetonitrilo / 60 % acetato de amonio 0.1 M. La elucién se llevd a cabo por medio
del siguiente gradiente: 0—2 min: 0—-1 % B, 2—20 min: 1-50 % B, 20—24 min: 50-100
% B, 24-26 min: 100 % B, 26-27 min: 100-1 % B, y 27-35 min: 1-0 % B. La
deteccion de los componentes se realizd a 229 nm y su identificacion se determiné
a partir del tiempo de retencion. La cuantificacion de estos compuestos fue
determinada por medio de una curva estandar de sinigrina en un intervalo de 0-2
MM; los resultados se expresaron como mg equivalentes de sinigrina/g de muestra

Seca.

5.2.3.6. Determinacion de glucosinolatos (espectrofotometria).

Se sigui6 la metodologia descrita por Mawlong et al. (2017) con adaptaciones
para determinacion de glucosinolatos en hojas de moringa por Leone et al. (2018).
Se realizé un extracto metandlico empleando 50 mg de muestra liofilizada en 1 mL
de metanol 70 %. La muestra se incub6 a 80 °C durante 15 minutos; acto seguido,
se centrifugd a 3000 rpm durante 4 minutos a temperatura ambiente y se recuperé
el sobrenadante. La extraccion se realiz6 dos veces hasta completar 2 mL de
extracto. Se tomaron 100 pL de extracto y se afiadieron 300 uL de agua HPLC y 3
mL de tetracloropaladato de sodio 2 mM. La muestra se incubd durante 1 hora a
temperatura ambiente; terminada la incubacion, se agreg6 a una microplaca de 96
pozos, por triplicado. La absorbancia se ley6é a una longitud de onda de 425 nm.

La cuantificacion de glucosinolatos se realizé por medio de una curva

estandar de sinigrina en un intervalo de 0—2 pM y los resultados se expresaron como

mg equivalentes de sinigrina/g de muestra seca.
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5.2.4. Determinaciéon de capacidad antioxidante.

5.2.4.1. Capacidad antioxidante por método DPPH.

La capacidad antioxidante por el método DPPH se realiz6 conforme a la

técnica propuesta por Fukumoto & Mazza (2000).

Se agregaron 20 uL de muestra (extracto metandlico) y 200 uL de solucién
DPPH previamente preparada en una microplaca de 96 pozos, junto con un control
de 20 pL de metanol y 200 pL de solucion DPPH. Las muestras y el control se
prepararon por triplicado y se leyeron cada 0, 4, 10, 30, 60 y 90 minutos a una
longitud de onda de 520 nm en un lector de Elisa. Entre cada lectura, la microplaca
se mantuvo a temperatura ambiente (25 °C) protegida de la luz. Para comparar los
valores resultantes se utilizé6 como estandar una curva de calibracién con Trolox (O-
800 uM).

La actividad antirradical (ARA) se determin6é como porcentaje de inhibicion

de DPPH, por medio de la-ecuacién descrita por Burda y Oleszek (2001):
% ARA = 100 x (1 — Amuestra) / Acontrol

Donde:

ARA = Actividad antirradical

Amuestra = Absorbancia de la muestra (520 nm)

Acontrol = Absorbancia del control (520 nm)

Se expresaron los resultados como capacidad antioxidante en umol equivalentes de

Trolox/g de muestra seca.
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5.2.4.2. Capacidad antioxidante por método ABTS.

Se realiz6 la determinacion de capacidad antioxidante por el método ABTS
siguiendo la técnica descrita por Nenadis et al. (2004) utilizando una microplaca de

96 pozos.

Se preparé una solucién acuosa de ABTS 7 mM y una solucién de persulfato
de potasio 140 mM. Se mezclaron 5 mL de ABTS y 88 pL de K2S20s y se incubo la
mezcla por 12 horas (protegida de la luz) para la generacion del radical. Terminado
el tiempo de incubacién, se realizé una dilucion adicionando 500 uL de la solucién
incubada con 20-25 mL de etanol. La solucion se leyé a una longitud de onda de
734 nm y se reportaron valores de absorbancia entre 0.7 y 0.99. En una microplaca
de 96 pozos se adicionaron, por triplicado, 20 yL de extracto metandlico y un control
con solo 20 uL de metanol. A cada muestra'y control se agregaron 230 uL de ABTS
y se ley6 la placa a una longitud de onda de 734 nm. Se utiliz6 una curva de
calibracion de Trolox (0-800 uM) como estandar para realizar la comparacion de los
valores. Los resultados se expresaron como la actividad antirradical (% ARA) y

como pmol equivalentes de Trolox/g muestra seca.

5.2.5. Ensayo de Drosophila melanogaster (mutantes InR y controles yw).

Inicialmente se obtuvieron las cruzas de moscas correspondientes para el
modelo experimental (mutantes InR y controles silvestres yellow-white). En el caso
de mutantes InR, se realizd la cruza entre hembras y machos heterocigotos,
mutadas en diferentes alelos del mismo gen, para obtener moscas heteroalélicas
viables (INRELS/ InR3TS).

Se realiz6 una puesta de embriones de 20 horas, tanto para cepas silvestres
(yellow-white) como para cepas mutantes (InR). Para las cepas mutantes se
colocaron 100 hembras virgenes InRE¥/Tm3-GFP y 100 machos InR3™/Tm3-GFP
(GFP: proteina verde fluorescente; Figura 4) en una camara de puesta de huevos

para permitir la cruza de dichas moscas. Pasadas las 20 horas, se recolectaron los
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embriones y se colocaron en los diferentes tipos de dieta (alimento estandar y
alimento estandar suplementado con polvo de hojas de moringa en cantidades de
0.5, 1.5, 25, 4.0y 5.5 %), considerando 100 embriones para cada tratamiento. En
el caso de los embriones de la cepa InR, se seleccionaron aquellos que fueran

heteroalélicos, es decir, embriones que no expresaran a GFP.

Una vez transferidos los huevos en las diferentes dietas con y sin moringa,
se incubaron los viales con los embriones a temperatura ambiente (25 °C) y se
registro tanto el nimero de pupas como el nimero de adultos que eclosionaron de

cada tratamiento.

Para la realizacion de experimentos, se consideraron moscas virgenes de
ambos sexos de 4-5 dias post eclosion; se registré la informacién fenotipica, sexual,
metabdlica y estadistica de la primera generacibn de moscas mutantes en el
receptor de insulina (InRE19/INR3T%). La informacién obtenida de las moscas

mutantes INRE¥/InR3T> fue comparada contra su control silvestre (yellow-white).

Figura 4. Huevos de Drosophila melanogaster: (A) huevo heteroalélico, no expresa

GFP; (B) huevo heterocigoto, expresando GFP.

Las moscas se incubaron en viales de vidrio de 2 cm de didmetro x 10 cm de
altura (aproximadamente 25 moscas por tubo) y se alojaron en el laboratorio D-04

del Instituto de Neurobiologia de la UNAM, campus Juriquilla (Querétaro). La
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temperatura a la cual se cultivaron los viales con las moscas fue de 25 °C, con una
humedad relativa de 50 % en un ciclo de 12 horas luz y 12 horas oscuridad. Las
moscas fueron expuestas a un riesgo minimo: suministro ad libitum de alimento
estandar (piloncillo, levadura y agar) y alimento estdndar suplementado con
cantidades determinadas de polvo de hojas de moringa. Todos los viales contenian
10 mL de alimento, ademas, estuvieron identificados con el nombre de la cepay la

fecha de puesta de las moscas.

Para la observacion de las caracteristicas fenotipicas de las moscas, éstas
fueron colocadas sobre una placa exclusiva para su anestesia y analizadas bajo un
estereoscopio. Se analizaron grupos de 20 moscas de cada cepa,
aproximadamente, durante 10-15 minutos. Para su anestesia, las moscas fueron
expuestas a dosis constantes de CO2 grado medicinal (pureza minima 99.00 %). El
COz2 estuvo contenido en un tanque presurizado, el cual burbujed la corriente de
CO2 a través de agua contenida en un matraz de vidrio para asegurar un alto grado
de humedad relativa. Dicha corriente de CO: fue transferida a la placa para
anestesiar a las moscas a través de una manguera, de manera que las moscas
fueron anestesiadas por contacto. Se cuidé el bienestar de las moscas durante la

induccion de anestesia, asi como durante su analisis (MacMillan et al., 2017).

Después de su analisis, se seleccionaron las moscas necesarias para los
estudios pertinentes (mutantes InREL/InR3T>; controles yw). Las moscas cuyo ciclo

de vida llegé a su fin fueron desechadas en una solucién de etanol 70 %.

Los tubos con alimento en condiciones inadecuadas (alimento seco,
agrietado o contaminado) fueron retirados para su lavado y esterilizacion. Los
residuos biol6gicos generados durante la experimentacion fueron desechados
segun lo establecido por la NOM-087-ECOL-SSA1-2002. Los residuos quimicos
fueron manejados conforme a las recomendaciones establecidas en la NOM-052-
SEMARNAT-2005 y al manual para el manejo de los residuos peligrosos de tipo
quimico (CRETI) (Secretaria de Salud, 2011).
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5.2.5.1. Preparacion de alimento.

En la Figura 5 se muestran las diferentes dietas a las que fueron sometidas
las moscas en estudio, desde su etapa larvaria hasta su etapa adulta de 4-5 dias

post eclosion.

Figura 5. Dieta estandar y dieta estdndar suplementada con diferentes concentraciones de polvo

de hojas de moringa (PHM).

DE: Dieta estandar; A:-DE + 0.5 % PHM; B: DE + 1.5 % PHM; C: DE + 2.5 % PHM; D: DE + 4.0 %
PHM; E: DE + 5.5 % PHM.

Parala preparacion del alimento se utilizaron hojas de moringa recolectadas
en el mes de Julio de 2019, provenientes del estado de Querétaro; las hojas fueron
secadas (secado en horno a 40 °C durante 6.5 horas), molidas y tamizadas (tamiz
malla 60). El polvo obtenido para preparar el alimento se mantuvo en refrigeracion
a 4 °C hasta su uso. Para la preparacion de la dieta estandar se utilizé piloncillo (10
%), levadura (10 %), agar (1.6 %) y se afadio acido propidnico como conservador.
La dieta estandar se suplemento6 con diferentes cantidades de PHM (0.5, 1.5, 2.5,
4.0y 5.5 %) y se repartié en viales en una concentracion de 10 mL/vial. Todos los

viales se mantuvieron a una temperatura de 4 °C hasta su uso.
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5.2.6. Medicion de parametros metabadlicos.

5.2.6.1. Determinacién de carbohidratos totales.

Se cuantificaron carbohidratos totales por medio de la técnica descrita por
Van Handel (1985a). Se emplearon moscas virgenes de ambos sexos y ambas
cepas, de 4-5 dias post eclosion. Las moscas, previamente congeladas y pesadas,
se homogenizaron individualmente en 100 pL de etanol 25 % utilizando un pistilo de
plastico. Los sobrenadantes del homogenado se transfirieron a tubos limpios y se
agregaron 2.4 mL de reactivo de antrona a cada tubo, se mezclaron las soluciones

y se calentaron a 92 °C durante 17 minutos.

El contenido de carbohidratos se determiné empleando una curva estandar
de glucosa con concentracion de 500 ug/1 mL de etanol 25 % empleando un lector

Elisa a una longitud de onda de 625 nm.

5.2.6.2. Determinacion de glucosa.

Se siguié la técnica de Tennessen et al. (2014). Se seleccionaron
aleatoriamente moscas (hembras y machos virgenes) de 4-5 dias post eclosién de
cada tratamiento. Las moscas se homogenizaron, individualmente, en 100 yL de
tampoén de fosfato salino (PBS) y se dejaron incubando durante 10 minutos a 70 °C.
Posteriormente, el homogenado se centrifugd a 14000 rpm durante 3 minutos a 4
°C. Acto seguido, se recuperaron 30 puL de sobrenadante de cada muestra y se
transfirieron a una placa de 96 pozos. Se afiadieron 100 pL de reactivo de glucosa
(GAGO-Sigma Aldrich) y se incubaron las muestras a 37 °C durante 30 minutos.
Terminada la incubacién, las muestras se leyeron a una longitud de onda de 540

nm.

Se compararon los valores resultantes utilizando una curva estandar de
glucosa (glucosa 1 mg/mL en PBS) tratada bajo las mismas condiciones que las

muestras.
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5.2.6.3. Determinacion de glucégeno.

Se determiné la cantidad de glucogeno segun la metodologia descrita por

Tennessen et al. (2014).

Se homogenizaron, individualmente, moscas adultas de cada tratamiento
(hembras y machos virgenes) de 4-5 dias post eclosion en 100 yuL de PBS. Se
incubaron las muestras a 70 °C durante 10 minutos y se centrifugaron a 14000 rpm
durante 3 minutos a una temperatura de 4 °C. Posteriormente, se recuperaron 30
pL de sobrenadante de cada muestra y se transfirieron, por duplicado, a tubos de
microcentrifuga de 1.5 mL. Al primer tubo se agregaron 10 pyL de PBS y al segundo
se afiadieron 10 pL de solucién de amiloglucosidasa. Se dejaron incubando los
tubos por 60 minutos a 37 °C y, pasada la incubacién, se centrifugaron a 14000 rpm
durante 1 minuto a 20 °C. Acto seguido, se transfirieron 30 pL de sobrenadante de
cada tubo a una placa de 96 pozos, se afiadieron 100 pL de reactivo de glucosay
se dejo la placa en incubacién durante 30 minutos a 37 °C. Finalmente, las muestras
se leyeron a una longitud de onda de 540 nm. Los niveles de glucosa y glucégeno
fueron determinados utilizando una curva estandar de glucosa (1 mg/mL) y
glucogeno (1 mg/mL), respectivamente. La cantidad de glucégeno fue determinado

por medio de la siguiente férmula:

Glucogeno = (Concentracion de glucosa + glucdgeno) - Glucosa

5.2.7. Determinacion de parametros asociados a alteraciones del receptor de
insulina.

5.2.7.1. Determinacion de sobrevivencia (pupas y adultos).

Se determing el porcentaje de pupas y adultos de acuerdo con la metodologia
descrita por Lozinsky et al. (2013). Después de la puesta de huevos de 20 horas,
se recolectaron huevos (silvestres y mutantes) y se transfirieron a viales con

alimento estandar (control) o alimento suplementado con polvo de hojas de moringa

40



(se colocaron 25 huevos por vial, completando un total de 100 huevos por
tratamiento). Se dejaron los viales en incubacién y se registré el nimero de pupas
hasta la eclosion de moscas adultas. EI numero total de moscas adultas se

determiné diariamente hasta 5 dias posteriores de la 12 eclosion registrada.

5.2.7.2. Determinacion de peso.

Se realiz6 la medicion del peso de acuerdo con Bohni et al. (1999). El cuerpo
de hembras y machos de 5 dias post eclosion se peso en forma individual utilizando

una microbalanza Cahn C-31 en un rango de 0.1 pug a 25 mg.

5.2.7.3. Extraccion y determinacién de lipidos totales.

La extraccion y determinacion de lipidos totales se realizé de forma individual

siguiendo la técnica descrita por Van Handel (1985b).

Se emplearon 10 moscas adultas, de ambos sexos, de 4-5 dias post eclosion.
Las moscas, previamente congeladas a -70 °C, se seleccionaron aleatoriamente y
se colocaron en tubos de ensaye a 90 °C durante una hora. Las muestras se dejaron
enfriar y se homogenizaron con 500 pL de cloroformo-metanol (1:1). Se transfirio el
sobrenadante a un tubo de ensaye limpio y se calent6 a 100 °C durante 30 minutos
para evaporar el solvente. Acto seguido, se adicionaron 200 uL de acido sulfarico
concentrado (95-98 %) y se volvieron a calentar los tubos con las muestras durante
10 minutes a 100 °C. Terminado el calentamiento, se atemperaron las muestras, se
agregaron 2.4 mL de solucion de vainillina-acido fosforico a cada tubo de ensaye y

se dejaron en incubacion durante 10 minutos.

Enseguida, se realizo la lectura de las muestras a una longitud de onda de
490 nm en un lector Elisa, empleando como estandar una curva con aceite vegetal

comercial en solucién de 1 mg/mL en cloroformo.
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5.2.7.4. Extraccion y determinacién de triglicéridos.

Se siguid la metodologia descrita por Palanker et al. (2009). Se emplearon
moscas virgenes de 4-5 dias post eclosion, hembras y machos de ambas cepas.
Las moscas se homogenizaron en 100 puL de PBS (frio), 0.05 % Tween-20 y se
incubaron a 70 °C durante 5 minutos. Posteriormente, se agregaron 20 pL de PBS
o reactivo de triglicérido y se volvié a dejar en incubacién a 37 °C durante 30
minutos. Pasado el tiempo de incubacién, se centrifugaron las muestras a 2000 rpm
por 3 minutos. Acto seguido, se transfirieron 30 pL de muestra a una microplaca de
96 pozos y se dejaron incubando con 100 L de reactivo libre de glicerol durante 5
minutos a 37 °C. Finalmente, se realiz0 la lectura de las muestras a una longitud de
onda de 540 nm.

5.3. Andlisis estadistico.

Todos los experimentos con hojas de moringa fueron llevados a cabo por
triplicado y se reportaron los resultados como la media + la desviacidén estandar.
Para pruebas no paramétricas, se llevdo a cabo la prueba de Kruskal-Wallis,
reportando la comparacién de medias + el error estandar. Se aplicé la prueba post-
hoc de Tukey para realizar las comparaciones multiples de los diferentes
tratamientos con moringa y se empled la prueba de Dunnet para comparar
resultados contra un control. Los datos obtenidos se analizaron utilizando el

programa estadistico JMP (versién 8.0).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Caracterizacion quimica y compuestos bioactivos de hojas de moringa

(Moringa oleifera).

En el Cuadro 6 se muestran los resultados obtenidos de la composicion
guimica y algunos compuestos bioactivos presentes en las hojas de moringa, las

cuales fueron secadas en horno a 40 °C en un lapso de 6.5 horas.

Cuadro 6. Contenido de la composicion quimica y compuestos bioactivos de la

muestra de hojas de moringa.

Composicion quimica (%)

Proteina 29.34 £ 0.25
Lipidos 444 +0.14
Cenizas 9.15+0.28
Humedad 6.65+0.42
Carbohidratos? 49.96 +0.80
Compuestos bioactivos

Fibra dietaria total? 30.15+0.30

Fibra dietaria insoluble? 26.41 +0.37

Fibra dietaria soluble? 3.74+0.12
Fenoles totales (libres)? 46.23 + 0.53
Flavonoides totales (libres)* 29.79+0.41
Taninos condensados® 3.12+0.65
Glucosinolatos (HPLC)®" 29.49 +1.48
Glucosinolatos totales (espectrofotometria)®” 28.71 £0.62

Los resultados son la media de tres réplicas * la desviacion estandar; los valores son expresados en
base seca.

1Calculado por diferencia; 2expresado en porcentaje; *mg equivalentes de acido galico/g de muestra;
‘mg equivalentes de rutina/g de muestra; Smg equivalentes de (+) catequina/g de muestra; ®mg
equivalentes de sinigrina/g de muestra; *determinado en muestra liofilizada.
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El porcentaje de proteina resulté ser mayor al reportado por Olson et al.
(2016) quienes caracterizaron hojas provenientes de la costa de Jalisco, México.
Por el contrario, el resultado reportado en el presente trabajo mostré valores
inferiores a los reportados por Castillo-Lépez et al. (2017), quienes reportaron
porcentajes de proteina en un intervalo de 31.69-36.83 % referente a hojas de
moringa del norte de México. Otros autores han reportado contenido proteico en
hojas de moringa alrededor de 22.87 y 25.40 % para muestras provenientes de
Africa y Asia, respectivamente (Agamou et al., 2015; Abdulkadir et al., 2016). Las
diferencias se pueden atribuir a las condiciones climaticas y al sitio de cultivo
(Bridgemohan et al., 2020). Cabe sefalar que el contenido proteico de las hojas de
moringa ha sido sugerido por su funcion para combatir problemas de malnutricion
(Tshingani et al., 2017); ademas, la cantidad de proteina en la dieta influye en el

correcto desarrollo y la sobrevivencia de lamosca de la fruta (Jang & Lee, 2018).

Se han reportado valores de lipidos para hojas de moringa alrededor 4.67,
8.5y 10.26 % en zonas de Grecia, centro de Africa y centro-norte de México,
respectivamente (Valdez-Solana et al., 2015; Agamou et al., 2015; Lalas et al.,
2017). Los valores reportados para la muestra analizada en el presente trabajo no
sobrepasan el contenido reportado por otros autores. Resulta de interés el contenido
lipidico ya que,-de acuerdo con algunos autores, en las hojas de moringa destaca
la presencia de los &cidos grasos linoleico, a-linoleico y estearico (Moyo et al.,
2011); dichos acidos grasos mejoran el metabolismo celular por medio de procesos
antiinflamatorios y el mejoramiento de la via de sefializacion de la insulina (Palomer
et al., 2018; Senyilmaz-Tiebe et al. 2018).

Lalas et al. (2017) reportaron que las hojas de moringa también contienen
elementos de importancia biolégica como calcio, potasio, magnesio y hierro,
principalmente, y una medida indirecta de éstos es el contenido de cenizas. En lo
que refiere al contenido de cenizas, el porcentaje reportado en la presente

caracterizacion se encontré dentro del rango informado por otros autores para hojas
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del estado de Oaxaca (8.5 %) y hojas del estado de Hidalgo (11.22 %) (Guzman-
Maldonado et al.,, 2015; Cuellar-Nufiez et al., 2018). Las diferencias entre el
contenido de cenizas respecto a otros estados en México podrian explicarse debido
al grado de madurez (hojas maduras) y a las condiciones climéticas de la ciudad
(hojas recolectadas en verano), ya que se ha demostrado que ambos factores
pueden influir en el contenido final de macro y micronutrientes (Amaglo et al., 2010;
Agamou et al., 2015).

En cuanto al porcentaje de humedad, éste coincidié con el reportado por
Castillo-Lopez et al. (2017), en un intervalo de 6.56 a 8.03 %, referente a hojas de
moringa del estado de Sinaloa; sin embargo, fue inferior a los valores 10.16 - 14.27
% reportados por Cuellar-Nufiez et al. (2018) quienes caracterizaron hojas del
estado de Hidalgo. Nuevamente, las condiciones climaticas y de humedad de cada

estado pudieron ejercer un impacto en el resultado final.

Respecto al contenido. de carbohidratos, Castillo-Lopez et al. (2017)
reportaron 41.29 + 0.54 %, mientras que Melo et al. (2013) informaron 51.66 % para
hojas de los estados de Sinaloa y de Michoacan, respectivamente. El porcentaje
reportado en el presente trabajo esta dentro de los valores de dichos autores. Dado
que el contenido de carbohidratos fue determinado por diferencia respecto a los
otros macro y micronutrientes presentes en las hojas de moringa, variaciones en el
contenido de humedad pueden ejercer diferencias en el contenido total de los

hidratos de carbono.

El contenido de fibra total que presento6 la muestra analizada fue superior a
los valores reportados por otros autores que han caracterizado hojas de moringa de
diferentes estados de México, encontrando porcentajes de fibra total en el rango de
15-28 %, aproximadamente (Melo et al., 2013; Valdez-Solana et al., 2015; Cuellar-
Nufiez et al., 2018). Destaca, principalmente, el contenido de fibra insoluble que

resulté ser mayor al reportado por Agamou et al. (2015); mientras que el contenido
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de fibra soluble fue similar al reportado por Caicedo-Lopez et al. (2019). Resulta de
interés el contenido de fibra total ya que se ha indicado que el consumo de fibra
dietaria, principalmente la fraccion soluble, retarda la absorcion de glucosa a nivel
intestinal, reduciendo asi niveles elevados de glucemia posprandial (Weickert &
Pfeiffer, 2018). Ademas, se ha sugerido que el consumo de fibra soluble promueve
la saciedad en pacientes con diabetes mellitus tipo 2, favoreciendo la reduccion en

la ingesta de alimento (Abutair et al., 2018).

El contenido de fenoles totales (libres) reportado en el presente trabajo fue
mayor al reportado para hojas de moringa del estado de Hidalgo (32.75 + 0.07 mg
equivalentes de &cido galico/g en muestra seca), de acuerdo con Caicedo-Lopez et
al. (2019). Asimismo, el valor de fenoles totales de la muestra fue similar al
contenido fendlico informado por Ademiluyi et al. (2018) de 46.88 + 1.42 mg

equivalentes de acido gdlico/g en muestra seca.

El total de flavonoides (libres) en la muestra analizada representd
aproximadamente el 64 % del total de los compuestos fendlicos; se encontraron
valores inferiores a los reportados por Mukunzi et al. (2011) y Caicedo-Lopez et al.
(2019), quienes reportaron 39.08 £ 0.87 y 42.64 + 2.76 mg equivalentes de rutina/g
en muestra seca, respectivamente. La menor concentracion de los valores de
flavonoides totales de la muestra analizada respecto a otros reportes pudo ser
debida a la temperatura de secado de la muestra (secado en horno a 40 °C). En
este sentido, Ademiluyi et al. (2018) caracterizaron extractos acuosos de hojas de
moringa secadas por: liofilizacion, temperatura ambiente, secado al sol y secado en
horno (40 °C), informando una concentracion menor de casi el 50 % en el contenido
total de flavonoides en la muestra secada en horno en comparacién con la muestra
secada a temperatura ambiente. Los autores atribuyeron esta disminucién a la
degradacion de los compuestos fendlicos como consecuencia de las altas

temperaturas.
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Ademas de ejercer un efecto antioxidante, se ha demostrado que extractos
acuosos y metanolicos de hojas de moringa ricos en compuestos fendlicos son
capaces de inhibir in vitro a las enzimas intestinales a-amilasa y a-glucosidasa de
manera dosis-dependiente (Jimoh, 2018; Magaji et al., 2020), retardando asi la
degradacion de carbohidratos complejos hacia glucosa y su posterior absorcién

hacia el tubo intestinal.

Se ha identificado la presencia de algunos factores anti nutricios en las hojas
de moringa, entre ellos los taninos condensados. En la muestra analizada se
encontré un bajo contenido de estos compuestos en comparacion con otros
compuestos fendlicos; sin embargo, el resultado fue similar al reportado por
Adisakwattana & Chanathong (2011) quienes reportaron 4.90 + 0.20 mg

equivalentes de (+) catequina/g muestra seca.

Las hojas de moringa se distinguen principalmente por su contenido de
glucomoringina. Generalmente, el contenido de algunos compuestos tiende a ser
mayor cuando es determinado por técnicas espectrofotométricas, debido al
acoplamiento de otras moléculas con los metabolitos en estudio. En el presente
trabajo se observo el efecto contrario: por espectrofotometria se determiné un
contenido menor de glucosinolatos en comparacion con la determinacién por HPLC.
En este sentido, es importante sefialar que el reactivo utilizado en la prueba
espectrofotométrica (tetracloropaladato de sodio) reacciona con todos los
glucosinolatos, pero especialmente con los indol-glucosinolatos (Mawlong et al.,
2017), mientras que las hojas de moringa se distinguen por la presencia de bencil-
glucosinolatos; los valores ligeramente menores de glucosinolatos totales
reportados en la prueba colorimétrica podrian ser atribuidos a esta causa. No
obstante, la diferencia del contenido de glucosinolatos totales entre la prueba
espectrofotomeétrica y por HPLC no fue significativa, lo que podria sugerir el empleo

de la técnica colorimétrica, que ademas es mas econémica y requiere menor tiempo,
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como una opcion viable para una estimacion del contenido real de glucosinolatos

en las hojas de moringa.

Se sabe que el contenido de glucosinolatos totales varia dependiendo del
estado de madurez de la planta, la zona geografica, asi como el tipo de solvente'y
la metodologia empleada para su extraccion, de manera que se han reportado
valores de glucosinolatos totales en hojas de moringa en el intervalo de 20-60 mg/g
de muestra seca (Bennett et al., 2003; Amaglo et al., 2010).

Leone et al. (2018) cuantificaron el contenido total de glucosinolatos
espectrofotométricamente, al igual que en el presente trabajo, reportando valores
de 21.22 £+ 3.7 mg equivalentes de sinigrina/g muestra seca, ligeramente inferiores
en comparacion con el contenido total de glucosinolatos reportado en la presente

caracterizacion.

6.2. Capacidad antioxidante (ABTS'y DPPH).

En el Cuadro 7 se muestran los resultados obtenidos para la capacidad

antioxidante del polvo de hojas de moringa por los métodos de ABTS y DPPH.

Cuadro 7. Capacidad antioxidante de polvo de hojas de moringa.

Capacidad antioxidante PHM

Método % ARA! TEAC?
ABTS 95.63 £0.92 748.94 + 4.05
DPPH 85.90 +0.74 680.61 + 5.22

1Capacidad antirradical reportada como el porcentaje de inhibicion del radical (ABTS o DPPH).
2Capacidad antioxidante reportada como pmoles equivalentes de Trolox/g de muestra.

Los resultados son la media de seis réplicas + la desviacién estandar; los valores son expresados
en base seca.
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La capacidad antioxidante fue determinada en extractos metandlicos
(metanol:agua 50:50 v/v; 40 mL/g de muestra). Los valores de TEAC reportados
tanto para el método de DPPH como para el método de ABTS se encontraron dentro
de los valores informados anteriormente para extractos metandlicos (metanol:agua
50:50 v/v; 50 mL/g de muestra) de hojas de moringa del estado de Hidalgo enlos
intervalos de 658.03—-737.24 y 728.68—760.79 umoles equivalentes de Trolox/g de
muestra para DPPH y para ABTS, respectivamente (Cuellar-Nufiez et al., 2018;
Caicedo-Lopez et al., 2019). Asimismo, la actividad antirradical (% ARA) de DPPH
fue superior a lo informado por Nobossé et al. (2018) respecto a extractos
metandlicos (20 mL/g de muestra) de hojas de moringa frescas provenientes de
Africa; las discrepancias podrian ser atribuidas tanto a las diferencias de la zona
geografica como al método de secado utilizado en el presente trabajo. Para ambos
meétodos, ABTS y DPPH, la actividad antirradical de la muestra evaluada coincidié
con el % ARA reportado por Cuellar-Nufiez et-al. (2018) para extractos metandlicos
de hojas del centro de México, quienes informaron una actividad antirradical > 80 %
de DPPHy > 90 % de ABTS.

La capacidad antioxidante se atribuye al contenido de compuestos fendlicos
y antioxidantes caracterizados en las hojas de moringa (Cuadro 6), principalmente
flavonoides como vainillina y rutina (Cuellar-Nufiez et al., 2018). En extractos
metandlicos de hojas de moringa se ha identificado, ademas, la presencia de acido
galico, acido clorogénico, acido cafeico y acido o-cumarico, asi como miricetina,
rutina, catequina, quercetina y kaempferol, principalmente (Rodriguez-Pérez et al.,
2015; Cuellar-Nufiez et al., 2018; Prabakaran et al., 2018).

La capacidad antioxidante conferida por algunos compuestos bioactivos es
importante en el control del estrés oxidativo, condicion caracteristica en la patologia
de diabetes mellitus tipo 2. De esta manera, los resultados informados sugieren que
las hojas de moringa podrian retardar el desarrollo de complicaciones asociadas a

la presencia elevada de especies reactivas de oxigeno (Jaiswal et al., 2013).
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Los diferentes valores reportados entre ambas técnicas se atribuyen a una
mayor reactividad del radical ABTS al poder reaccionar con una mayor cantidad de
compuestos aromaticos hidroxilados, independientemente de su potencial
antioxidante; mientras que el radical DPPH, al ser mas selectivo, no reacciona con
flavonoides que no contienen grupos hidroxilo ni con acidos aromaticos que sélo
poseen un grupo hidroxilo (Roginsky & Lissi, 2005). Ademas, la estabilidad del
radical DPPH es mayor a la de ABTS, lo cual también influye en los resultados de
capacidad antioxidante reportados para ambas técnicas (MarecCek et al., 2017).

6.3. Ensayo bioldgico de Diabetes mellitus: Drosophila melanogaster.

6.3.1. Efectos del consumo de hojas de moringa sobre la sobrevivencia.

Dado que el funcionamiento de la via de la insulina esta relacionado con el
correcto desarrollo desde la etapa embrionaria hasta la etapa de adulto (Dhar et al.,
2018), se determind la sobrevivencia de ambas cepas (silvestres yw y mutantes InR)
en los diferentes tratamientos. En los Cuadros 8 y 9 se muestra el analisis de la
sobrevivencia de moscas criadas en las diferentes dietas con PHM.

En el caso dela cepa yw, el porcentaje de pupas incrementd hasta 12 % con
las dietas suplementadas con 0.5, 1.5y 2.5 % de PHM respecto a moscas criadas
con la dieta estandar (DE); mientras que en la cepa InR se observé un incremento
de pupas en el intervalo de 20-25 % con las concentraciones de 1.5, 2.5y 4.0 % de
PHM en comparacién con las moscas InR tratadas con dieta DE. En contraste, el
consumo de las concentraciones de 4.0 y 5.5 % de PHM provoco la reduccion del
total de pupas en la cepa yw en comparacion con la sobrevivencia de las moscas

yw alimentadas con una dieta estandar.

Por su parte, la cepa InR no mostro reduccion significativa en el porcentaje

de pupas con ninguna dieta, sin embargo, el porcentaje de pupas con la dieta de
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5.5 % de PHM comenz6 a disminuir en comparacion con el porcentaje reportado
para las dietas con 1.5, 2.5y 4.0 % de PHM. Esta disminucion de pupas pudiese

ser atribuida a un efecto ya toxico de la moringa a altas concentraciones.

Cuadro 8. Total de pupas de cepa silvestre (yw) y cepa mutante (InR) alimentadas
con dieta estandar y dieta suplementada con diferentes cantidades de polvo de

hojas de moringa.

Dieta Pupas’
yW INR
DE 67.75+1.112 23.50+1.712
DE + 0.5% PHM 80.33 £ 0.67° 42.00 + 3.832
DE + 1.5% PHM 78.33 + 2.60° 48.00 + 6.9320
DE + 2.5 % PHM 79.33 + 2,33 48.00 + 6.32°
DE + 4.0% PHM 60.25 + 1.65°¢ 44.80 + 5.85%
DE + 5.5% PHM 60.00 + 0.58° 33.50 + 4.77%

1Porcentaje. DE: Dieta estandar; PHM: Polvo de hojas de moringa. Los resultados se expresan como
la media * el error estdndar de la media (n= 4-5) (yw: yellow-white; InR: mutantes en el receptor de
insulina). Diferentes letras en la misma columna muestran significancia estadistica por la prueba de
Tukey (p<0.05).

De manera similar, se observo un incremento del 12-14 % en el total de
adultos de la cepa yw con las concentraciones de 0.5, 1.5y 2.5 % de PHM en
comparacion del total de adultos reportados para la dieta DE; mientras que para la
cepa InR se reporté un aumento en el total de adultos en el intervalo de 21-25 %

tras consumir las dietas suplementadas con 1.5, 2.5y 4.0 % de PHM.

Al igual que para el total de pupas, el consumo de dietas suplementadas con
4.0y 5.5 % de PHM provoco la reduccién del 8 % en el total de adultos de la cepa
yw respecto a la dieta DE-yw; no se observo reduccion significativa en el total de
adultos para la cepa InR alimentada con cualquier concentracion de PHM respecto
a la dieta DE-InR. Cabe sefalar que, si bien la concentracion de 5.5 % de PHM no
provocé el incremento ni la reduccion en el total de pupas y por consecuencia en el

total de adultos de la cepa InR, esa concentracion de PHM resulté en una dosis que
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afectd la sobrevivencia de la cepa yw, de manera que no podria sugerirse como una

dieta saludable.

Cuadro 9. Total de adultos de cepa silvestre (yw) y cepa mutante (InR) alimentadas
con dieta estandar y dieta suplementada con diferentes cantidades de polvo de

hojas de moringa.

Dieta Adultos?
yW InR
DE 65.25 + 0.632 21.50 £ 0.962
DE + 0.5% PHM 77.67 +0.67° 4175+ 3.71%
DE + 1.5% PHM 77.00 + 2.08P 46.00 + 8.08%
DE + 2.5 % PHM 79.00 + 2.08P 45.25 + 6.26°
DE + 4.0% PHM 57.00 + 2.68° 42.60 £ 6.12%
DE + 5.5% PHM 56.67 + 1.76° 30.75 + 4,152

1Porcentaje. DE: Dieta estandar; PHM: Polvo de hojas de moringa. Los resultados se expresan como
la media + el error estandar de la media (n= 4-5).; (yw: yellow-white; InR: mutantes en el receptor de
insulina). Diferentes letras en la misma columna muestran significancia estadistica por la prueba de
Tukey (p<0.05).

El incremento en la sobrevivencia de moscas para ambas cepas coincidio
con lo reportado por Oyeniran et al. (2020), quienes evaluaron la sobrevivencia de
moscas silvestres Oregon criadas desde su etapa larvaria con una dieta
convencional (harina de maiz, levadura y agar) suplementada con una dosis Unica
de PHM; los autores reportaron la sobrevivencia més alta (70-75 %) para las moscas
tratadas con PHM en comparacion con las moscas que no recibieron

suplementacion.

Los compuestos bioactivos de las hojas de moringa pueden estar influyendo
sobre la sobrevivencia de los insectos. Por ejemplo, Ecker et al. (2017) evaluaron el
efecto del consumo de extractos ricos en acidos fendlicos y flavonoides sobre la
sobrevivencia de moscas silvestres alimentadas con dieta alta en azucares desde
su etapa larvaria. En dicho estudio, se reportdé un incremento de casi 30 % en la

sobrevivencia de las moscas tratadas con los extractos, atribuyendo dicho aumento
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a la disminucién de estrés oxidativo ocasionado por la hiperglucemia. Asimismo,
bajas concentraciones de isotiocianatos, metabolitos secundarios de los
glucosinolatos, activan la via de Nrf2 e inducen la actividad de NQO1 (NAD(P)H
quinona deshidrogenasa 1) (Tumer et al., 2015). Lo anterior podria mejorar la
sobrevivencia debido a una reduccion de estrés oxidativo, especialmente en

moscas InR.

Ademas de los compuestos bioactivos, es posible que el mayor contenido de
nutrientes en la dieta, debido a la suplementacion con PHM, también influya sobre
la sobrevivencia de las moscas. En este sentido, Jang & Lee (2018) reportaron un
aumento en la sobrevivencia de moscas silvestres Canton-S alimentadas con
diferentes proporciones de proteina:carbohidrato (P:C) en la dieta, sugiriendo un
incremento en la sobrevivencia de moscas alimentadas con proporciones P:C de
1:2 a 1:4. Mientras que Rodrigues et al. (2015) y Davies et al. (2018) reportaron una
mejoria en la viabilidad de moscas tratadas con proporciones P:C en el intervalo de
1:1 hasta 1:8. Este mismo efecto dela mejora en la sobrevivencia de moscas InR
debido a una dieta que contenia aminoacidos ha sido reportado también por Hasan
(2017). Cabe sefialar que la relacion P:C de la dieta estandar usada en el presente
trabajo fue de 1:6, mientras que las dietas con PHM que resultaron en un incremento
de la sobrevivencia presentaron una relacion P:C entre 1:6 (0.5 % PHM) y 1:5 (1.5
y 2.5 % PHM). Si bien las dietas con mayor contenido de moringa (4.0 y 5.5 %)
presentaron una relacion P:C de 1:4, la reduccién de la sobrevivencia reportada
para las moscas criadas con estas dietas podria ser debido a la presencia de otros
compuestos que, a altas concentraciones, resultan ser toxicos, especialmente para

moscas yw.

Aun cuando se ha reportado que bajas concentraciones de isotiocianatos
favorecen la reduccion de estrés oxidativo (Tumer et al., 2015), el consumo excesivo
de estos compuestos ha resultado ser toxico para la viabilidad de algunas cepas de

D. melanogaster. En este sentido, Lozano-Baena et al. (2015) reportaron una
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disminucién de aproximadamente 50 % en la sobrevivencia de larvas de las cepas
flare y mwh suplementadas en dieta con diferentes concentraciones de hojas
liofilizadas de B. carinata, atribuyendo dicha reducciébn al contenido de
glucosinolatos presentes en el alimento (4.62 mg/g en peso seco). Lo anterior podria
explicar la reduccién de sobrevivencia para moscas silvestres tratadas con 4.0 y 5.5
% de PHM. A la fecha se desconoce el efecto directo de los glucosinolatos de hojas
de moringa sobre la sobrevivencia de las moscas en estudio, de manera que estos
compuestos podrian ejercer un efecto téxico en concentraciones diferentes a las
reportadas para otras Brassicas. Asimismo, diferentes cepas del modelo de
Drosophila melanogaster podrian responder diferente a la toxicidad ejercida por los

glucosinolatos e isotiocianatos de la dieta.

Es posible que el consumo de las concentraciones de 4.0 y 5.5 % de PHM
no hayan provocado la disminucién en la sobrevivencia de la cepa InR respecto a
la dieta DE-INR debido a la funcién disminuida en el receptor de insulina de esta
cepa, dando como resultado una menor respuesta al estimulo ejercido tanto por los
nutrientes como por los compuestos bioactivos debido al dafio neuronal en moscas
INR, consecuencia de un fenotipo diabético (Murillo-Maldonado et al., 2011). No
obstante, no se descarta la posibilidad de que a mayores concentraciones de PHM
la sobrevivencia de las moscas InR se vea afectada como consecuencia del exceso

de glucosinolatos en la dieta.

Para poder determinar el impacto del incremento de la sobrevivencia en la
cepa InR suplementada con PHM, se realizé la comparacién de los resultados entre
la sobrevivencia de esta cepa y la sobrevivencia de su control silvestre yw criado en
una dieta estandar. En general, se encontr6 una tendencia similar en la
sobrevivencia huevo-adulto después de la suplementacion en dieta con PHM tanto
para la cepa silvestre como para la cepa mutante; sin embargo, para la cepa InR
Gnicamente las concentraciones de 1.5y 2.5 % de PHM lograron igualar los
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porcentajes de pupas y adultos reportados para la sobrevivencia de la cepa yw

alimentada con la dieta estandar (Cuadro 10).

Cuadro 10. Comparacion de sobrevivencia entre cepa yellow-white criada con dieta

estandar y la cepa InR criada con dieta suplementada con polvo de hojas de

moringa.
Dieta Pupas? Adultos?

DE (yw) 67.75+1.11 65.25+0.63
DE + 0.5% PHM (InR) 42.00 £ 3.83* 41.75+ 3.71*
DE + 1.5% PHM (InR) 48.00 £ 6.93 46.00 + 8.08
DE + 2.5 % PHM (InR) 48.00 + 6.32 45.25 + 6.26
DE + 4.0% PHM (InR) 44.80 £ 5.85* 42.60 + 6.12*
DE + 5.5% PHM (InR) 33.50 +4.77* 30.75 + 4.15*

1Porcentaje. DE: Dieta estandar; PHM: Polvo de hojas.de moringa. Los resultados se expresan como
la media + el error estandar de la media (n= 4-5). Asteriscos en las columnas expresan diferencias
significativas respecto al control (DE; yw) por la prueba de Dunnett (p<0.05).

6.3.2. Efecto del consumo de hojas de moringa sobre el cambio de peso.

El peso corporal es un parametro que refleja el crecimiento dependiendo la
calidad, tanto cualitativa como cuantitativa, de la dieta recibida por las moscas
desde su etapa larvaria (Pocas et al., 2020); ademas, es considerado como una
medida que permite evaluar los efectos de la sefializacion de la insulina en el
crecimiento (Murillo-Maldonado et al., 2011). Por estas razones, se evalu6 el cambio
de peso de las cepas en estudio para determinar el efecto del consumo de hojas de
moringa_sobre el crecimiento de moscas InR, y, por tanto, determinar si las

diferentes concentraciones de PHM pudieran llegar a ser toxicas.

En los Cuadros 11 y 12 se muestra el andlisis de los resultados del cambio
de peso de machos y hembras, respectivamente. La suplementacion con 0.5 % de
PHM provoco la reduccién de peso para machos yw, mientras que el consumo de
4.0y 5. 5% de PHM ocasioné el efecto contrario, es decir, el incremento de peso en

comparacion con el peso de moscas macho yw alimentadas con una dieta estandar.
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En machos InR el consumo de 5.5 % de PHM provoco el incremento de peso;
dado que no se reportd una disminucion de peso para machos InR con ninguna
dieta suplementada con PHM, podria sugerirse la ausencia de efectos adversos
sobre el crecimiento para esta cepa.

Cuadro 11. Peso total de machos de cepa silvestre (yw) y cepa mutante (InR)
alimentados con dieta estdndar y dieta suplementada con diferentes cantidades de
polvo de hojas de moringa.

Peso (mg)
Dieta Cepa yw Cepa InR
DE 0.81 +0.042 0.44 +0.032
DE + 0.5% PHM 0.77 +0.04b 0.46 +0.03°
DE + 1.5% PHM 0.80 + 0.042 0.45 £ 0.02%
DE + 2.5 % PHM 0.80 £ 0.032 0.46 + 0.03%
DE + 4.0% PHM 0.84 + 0.05¢ 0.44 £ 0.022
DE + 5.5% PHM 0.88 + 0.04¢ 0.49 + 0.02°¢

DE: Dieta estandar. PHM: Polvo de hojas de moringa. Los resultados se expresan como la media +
la desviacién estandar (n= 30). Moscas virgenes de 4-5 dias post eclosion (yw: yellow-white; InR:
mutantes en el receptor de insulina). Diferentes letras en la misma columna muestran significancia
estadistica por la prueba de Tukey (p<0.05).

En las moscas hembra, la suplementacién con 1.5y 2.5 % de PHM provocé
la reduccién de peso de la cepa yw, mientras que el consumo de 5.5 % de PHM

ocasiond el aumento de peso en el mismo grupo de moscas.

Por su parte, en hembras InR se observo la ganancia de peso tras el
consumo de las dietas suplementadas con 0.5, 1.5y 2.5 % de PHM en comparacién
con el peso reportado para hembras InR alimentadas con la dieta estandar. Es
importante sefialar que este aumento de peso coincidié con el incremento de la
sobrevivencia de esta cepa (Cuadros 8 y 9), por lo que podria sugerirse un
incremento de peso adecuado que beneficid el desarrollo de las hembras InR, el
cual usualmente es reducido debido a la disminuida sefializacion de la insulina en

esta cepa.
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Cuadro 12. Peso total de hembras de cepa silvestre (yw) y cepa mutante (InR)

alimentadas con dieta estandar y dieta suplementada con diferentes cantidades de

polvo de hojas de moringa.

Peso (mg)
Dieta Cepa yw Cepa InR
DE 1.55+£0.072 0.70 £ 0.042
DE + 0.5% PHM 1.53 £ 0.062 0.74 +0.02P
DE + 1.5% PHM 1.40 £0.11P 0.74 £0.04°
DE + 2.5 % PHM 1.41 +0.07° 0.73+ 0.03°
DE + 4.0% PHM 1.55+0.132 0.69 £ 0.032
DE + 5.5% PHM 1.66 + 0.16¢ 0.69 = 0.022

DE: Dieta estandar. PHM: Polvo de hojas de moringa. Los resultados se expresan como la media +
la desviacién estandar (n= 30). Moscas virgenes de 4-5 dias post eclosion (yw: yellow-white; InR:
mutantes en el receptor de insulina). Diferentes letras en la misma columna muestran significancia
estadistica por la prueba de Tukey (p<0.05).

Las diferentes respuestas entre hembras y machos, tras el consumo de PHM,
podria ser debido a dimorfismos sexuales. Algunos autores han reportado
diferencias entre ambos sexos para lograr el mantenimiento del metabolismo en lo
que refiere a la expresion de genes (Stobdan et al., 2019), el cambio de peso y la
actividad locomotora (Chen et al., 2019), asi como en el comportamiento de
alimentacion, tanto en hembras como en machos yw e InR (Alvarez-Renddn &
Riesgo-Escovar, 2020). Ejemplo de lo anterior fue reportado por Dong et al. (2019),
quienes evaluaron el cambio de peso en hembras y machos de la cepa InRpP5545
después de suplementar la dieta de las moscas con 5y 10 % de inulina, reportando
la disminucién de peso en hembras después de 10, 20 y 30 dias de tratamiento, sin
cambios significativos en el peso de las moscas macho, posiblemente debido a

cambios hormonales y a la produccion de huevos de las moscas hembra.

Como era de esperarse, se observé una reduccion de casi 50 % en el peso
corporal de la cepa InR respecto al control yellow-white, debido a la disminucién en
la funcién del receptor de insulina. Otero-Moreno et al. (2019) evaluaron el cambio

de peso de hembras InR y hembras yw de 5 dias post eclosion, después de criar a
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las moscas en dietas con diferentes proporciones de nutrientes, reportando
menores pesos en la cepa INR en comparacion con la cepa yw, independientemente

del régimen alimenticio al que fueron sometidas.

Por otro lado, es posible que el aumento de peso ocasionado por el consumo
de 5.5 % de PHM, tanto para la cepa yw como para la cepa InR, haya sido debido
a la mayor cantidad de nutrientes en la dieta, ya que se ha informado sobre el
aumento de peso en moscas silvestres Canton-S alimentadas con dietas altas en
carbohidratos (Rovenko et al., 2015). Se sabe, también, que generalmente las
moscas tienden a consumir la misma cantidad de alimento, independientemente del
contenido calorico de la dieta (Bross et al., 2005), lo cual podria reafirmar que el
aumento de peso en las moscas suplementadas con 5.5 % de PHM fue debido a la
cantidad de nutrientes en la dieta y no debido a un mayor consumo de alimento.
Este aumento de peso podria explicar, en parte, la reduccion de sobrevivencia
reportada para la cepa yw (Cuadros 8 y 9), posiblemente debido a la presencia de
otras alteraciones bioquimicas relacionadas con un exceso de reservas ya sea de

lipidos o de carbohidratos.

La reduccion de peso en moscas silvestres yw concuerda con lo reportado
por Oyeniran et-al. (2020), quienes informaron sobre la disminucion de peso en
moscas silvestres Oregon alimentadas con dieta convencional y dieta alta en
azucares (15y 30 % sacarosa) suplementadas con una dosis Unica de PHM. Si bien
los autores no indicaron mecanismos a través de los cuales se dio la pérdida de
peso, este efecto podria ser atribuido al contenido fendlico del PHM, ya que se ha
informado sobre la disminucién de peso en moscas silvestres w118 de ambos sexos
suplementadas en dieta con polifenoles de té verde (Lopez et al., 2016), asi como
la reduccién de peso de moscas Oregon-R, hembras y machos, alimentadas con
dieta alta en azucares y suplementadas con extractos ricos en compuestos
bioactivos (Dhar et al., 2018).

58



Ademas, diversos autores han sugerido cambios en el peso de roedores
suplementados con extractos acuosos y etanélicos de hojas de moringa. Divi et al.
(2012), por ejemplo, reportaron la prevencion en la ganancia de peso de ratas Wistar
macho alimentadas con una dieta alta en fructosa y suplementadas durante 60 dias
con extracto acuoso de hojas de moringa, atribuyendo la regulacién de peso a una
disminucién en los niveles de triglicéridos. Por su parte, Waterman et al. (2015)
reportaron la disminucion de peso en ratones macho de la cepa C57BL/6,
alimentados con dieta alta en grasa, después de 12 semanas de suplementacion
con extracto rico en isotiocianatos, sugiriendo la disminucion de peso como
resultado de la reduccion de lipidos en el higado, asi‘como la disminucién de los
niveles de insulina, leptina y resistina en plasma. Mientras tanto, Metwally et al.
(2017) informaron sobre la prevencion de ganancia de peso en ratas Wistar hembra
alimentadas con dieta alta en grasa y suplementadas durante 12 semanas con
extracto etandlico de hojas de moringa, atribuyendo este efecto a la disminucién en
la expresion de hormonas producidas por el tejido adiposo, entre ellas la leptina 'y la

resistina, asi como al incremento de expresion de la hormona adiponectina.

Como se indic6 anteriormente, en el presente trabajo Unicamente se reportod
la reduccion de peso para moscas de la cepa yw, de manera que las inconsistencias
en comparacion con los resultados reportados por otros autores respecto a modelos
diabéticos podrian ser atribuidas a: diferencias entre los modelos animales
(mamiferos e invertebrados, hembras y machos), el desarrollo de la patologia
(inducida o desarrollo por mutacién), asi como a la bioaccesibilidad y la
biodisponibilidad de los compuestos. Ademas, es de notar que, en algunos de los
estudios citados, se utilizaron extractos enriquecidos en compuestos bioactivos,
mientras que en el presente trabajo se utiliz6 una matriz completa, de manera que
el contenido de otros nutrientes presentes en las hojas de moringa puede estar
interfiriendo con el efecto ejercido por los compuestos implicados en la regulacion

del peso corporal.
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6.3.3. Efecto del consumo de hojas de moringa sobre el contenido de

carbohidratos totales.

Se ha reportado que moscas InRE193TS presentan altos niveles  de
carbohidratos totales respecto a su peso desde su primer dia post eclosion, a
diferencia de las moscas yellow-white, y que dicha condicién perdura, al menos,
hasta los 30 dias post eclosion (Otero-Moreno et al., 2019; Alvarez-Renddn, 2019).
Por este motivo, se evalué el efecto del consumo de hojas de moringa sobre el

contenido total de carbohidratos en las moscas en estudio.

En los Cuadros 13 y 14 se muestran los resultados-de carbohidratos totales
de machos y hembras de 4-5 dias post eclosién alimentados con las diferentes

dietas.

El contenido de carbohidratos totales disminuyé en machos yw tras el
consumo de 0.5-2.5 % de PHM, observandose una disminucion de casi 25 % en
este parametro con la suplementacion de 2.5 % de PHM respecto a los
carbohidratos totales reportados para moscas criadas con la dieta estandar.
Asimismo, en este grupo de moscas, el consumo de 4.0 y 5.5 % de PHM ocasion6
una tendencia al aumento de los niveles de carbohidratos. Lo anterior sugiere que,
al menos en las moscas macho yw, el consumo de PHM a bajas concentraciones
es favorable para el control de peso, el aumento de la sobrevivencia y la regulacion
en el contenido de carbohidratos totales.

El incremento de peso (Cuadro 11) y el incremento en los niveles de
carbohidratos totales para machos de la cepa yw alimentados con 5.5 % de PHM,
podria explicar, en parte, la reduccidn de la sobrevivencia que se presento para esta
cepa bajo dicha suplementacién con PHM (Cuadros 8 y 9). Este incremento de

carbohidratos totales podria estar indicando un aumento de trehalosa en la
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hemolinfa de las moscas, resultado de un mayor estado de estrés oxidativo (Reyes-
Dela Torre et al., 2012).

En machos InR, al igual que en machos yw, la suplementacion con 5.5 % de
PHM provocé el aumento en los niveles de carbohidratos totales en comparacién

con los carbohidratos totales de machos InR criados con la dieta estandar.

Cuadro 13. Contenido de carbohidratos totales de machos de cepa silvestre (yw) y
cepa mutante (InR) alimentados con dieta estandar y dieta suplementada con

diferentes cantidades de polvo de hojas de moringa.

Carbohidratos totales (ug/mg de peso)

Dieta Cepa yw Cepa InR
DE 66.20 + 1.922 94.93 + 4.43%
DE + 0.5% PHM 50.96 + 1.90° 81.96 + 6.04°
DE + 1.5% PHM 52.10 £2.17° 80.51 + 5.93P
DE + 2.5 % PHM 49.83 +2.72b 102.00 + 4.78%
DE + 4.0% PHM 75.43 £2.782 115.63 + 5.38%
DE + 5.5% PHM 76.89 + 4.842 137.84 + 8.08°

DE: Dieta estandar. PHM: Polvo de hojas de moringa. Los resultados se expresan como la media +
el error estandar de la media (n= 10). Moscas virgenes de 4-5 dias post eclosion (yw: yellow-white;
InNR: mutantes en el receptor de insulina). Diferentes letras en la misma columna muestran
significancia estadistica por la prueba de Tukey (p<0.05).

En hembras yw, Unicamente la suplementacién con 0.5 % de PHM provoco
la reduccion en los niveles de carbohidratos totales. Mientras tanto, en hembras InR
no se presentaron cambios significativos en los niveles de carbohidratos totales de

las ' maoscas tratadas con cualquier dieta de PHM.
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Cuadro 14. Contenido de carbohidratos totales de hembras de cepa silvestre (yw) y
cepa mutante (InR) alimentadas con dieta estandar y dieta suplementada con

diferentes cantidades de polvo de hojas de moringa.

Carbohidratos totales (ug/mg de peso)

Dieta Cepa yw Cepa InR
DE 44.48 + 1.542 118.48 + 5.452
DE + 0.5% PHM 31.83 +£2.26"° 106.10 + 5.082
DE + 1.5% PHM 42.35 £+ 1.552 111.20+ 4.542
DE + 2.5 % PHM 45.10 £ 1.332 108.57 £ 4.972
DE + 4.0% PHM 40.23 £1.182 114.76 £ 7.972
DE + 5.5% PHM 42.80 + 3.152 129.90 + 6.862

DE: Dieta estandar. PHM: Polvo de hojas de moringa. Los resultados se expresan como la media +
el error estandar de la media (n= 10). Moscas virgenes de 4-5 dias post eclosion (yw: yellow-white;
InNR: mutantes en el receptor de insulina). Diferentes letras en la misma columna muestran
significancia estadistica por la prueba de Tukey (p<0.05).

A la fecha se desconocen estudios que hayan evaluado los niveles de
carbohidratos totales (o en su defecto, todos los carbohidratos mayoritarios) en
invertebrados alimentados con Brassicas, o con extractos de plantas ricos en
compuestos bioactivos similares a la moringa. Tampoco existen reportes sobre
niveles de carbohidratos (glucosa y glucégeno) en mamiferos insulinorresistentes o
con diabetes tipo 2, aun siendo inducida, suplementados en dieta con PHM. Por lo
qgue el presente trabajo seria el primero en reportar resultados de esta indole;
después de varios dias de suplementacion, los niveles de carbohidratos totales

reflejan una parte del estado energético.

Es posible que la reduccién de carbohidratos totales para hembras y machos
INR, alimentados con bajas concentraciones de PHM, no haya sido significativa
debido al tiempo que fueron criadas las moscas en las diferentes dietas (4-5 dias
post eclosion), asi como a alteraciones en el comportamiento alimenticio, en
comparacion con la cepa yw. Respecto a lo anterior, se ha informado sobre la
presencia de alteraciones circadianas, consecuencia de un estado de diabetes, en

las moscas InR; dichas alteraciones podrian repercutir en la regulacion de la ingesta
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calorica y el gasto energético de las moscas, provocando que la cepa InR consuma
menor cantidad de alimento en comparacion con sus controles yw (Alvarez-Rendon
& Riesgo-Escovar, 2020). No obstante, con los resultados obtenidos, no es posible
asegurar que una suplementaciéon con PHM durante mas tiempo pudiera favarecer
la reduccion de carbohidratos totales en moscas InR de la misma forma en que se

reportd para su control silvestre yw.

La comparacion de los niveles de carbohidratos totales entre la cepa InR
alimentada con diferentes dietas suplementadas con PHM y la cepa yw alimentada
con dieta estdndar se muestra en el Cuadro 15. Se observé que machos InR
suplementados con 0.5y 1.5 % de PHM presentaron niveles de carbohidratos
totales similares a su control silvestre (machos yw) alimentado con dieta estandar.
Sin embargo, es importante sefialar que la proporcion de carbohidratos totales
respecto al peso corporal de la mosca no fue la misma, ya que para machos yw
alimentados con dieta estandar los carbohidratos totales representaron el 7-8 % de
su peso corporal (Cuadros 10 y.12), mientras que para machos InR suplementados
con 0.5y 1.5 % de PHM los carbohidratos totales representaron el 17-18 % de su
peso (Cuadros 10 y 12). Esto sugiere que el consumo de PHM, a bajas
concentraciones, provoca una mejoria importante respecto al contenido de
carbohidratos totales en machos InR, sin embargo, no logra igualar el fenotipo sano

de la cepa yw.

En el caso de las moscas hembra, por el contrario, ninguna suplementacién
con PHM logré disminuir los niveles de carbohidratos totales de las hembras InR.
Nuevamente, las diferentes respuestas entre hembras y machos pudieron ser

debidas a factores dependientes del sexo, como se ha mencionado anteriormente.
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Cuadro 15. Comparacion de carbohidratos totales entre cepa mutante InR
suplementada con polvo de hojas de moringa y cepa silvestre yellow-white

alimentada con dieta estandar.

Carbohidratos totales (ug/mg de peso)

Dieta

Machos Hembras
DE (yw) 66.20 £ 1.92 44.48 + 1.54
DE + 0.5% PHM (InR) 81.96 + 6.04 106.10 £ 5.08*
DE + 1.5% PHM (InR) 80.51 £5.93 111.20 + 4.54*
DE + 2.5 % PHM (InR) 102.00 + 4.78* 108.57 + 4.97*
DE + 4.0% PHM (InR) 115.63 £ 5.38* 114.76 + 7.97*
DE + 5.5% PHM (InR) 137.84 + 8.08* 129.90 + 6.86*

DE: Dieta estandar. PHM: Polvo de hojas de moringa. Los resultados se expresan como la media +
el error estandar de la media (n= 10). Moscas virgenes de 4-5 dias post eclosién. Asteriscos en las
columnas expresan diferencias significativas respecto al control (DE; yw) por la prueba de Dunnett
(p<0.05).

6.3.4. Efecto del consumo de hojas de moringa sobre los niveles de glucosa

total.

Los niveles de glucosa en las moscas pueden verse afectados tanto por la
dieta, como por el estado nutricional del insecto. Se ha informado sobre la expresion
de enzimas gluconeogénicas en moscas alimentadas con dieta alta en azucares,
debido a un estado de insulinorresistencia inducida, dando como resultado el
incremento en los niveles de glucosa (Musselman et al., 2011). Asimismo, tanto la
inhibicién de enzimas intestinales como la regulacién de PGC-1a, se han asociado
con la disminucion de glucosa en algunas cepas de Drosophila melanogaster (Rera
et al.,, 2011; Baenas et al., 2016). En los Cuadros 16 y 17 se muestran los resultados
de los niveles de glucosa total en machos y hembras de ambas cepas (yw e InR)

alimentados con las diferentes concentraciones de PHM.
La suplementacién con 0.5 % de PHM ocasioné la reduccién en los niveles

de glucosa total de machos yw en comparacion con los niveles de glucosa de

machos yw alimentados con una dieta estandar; esto coincide con la disminucién
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de peso y de carbohidratos totales reportados para el mismo grupo de moscas
alimentadas con la misma dieta (Cuadros 11 y 13). También se present6 un efecto
hipoglucemiante en machos yw criados con 5.5 % de PHM, resultado que coincidié
con la disminucién en la sobrevivencia de moscas silvestres suplementadas con la
misma cantidad de PHM (Cuadros 8 y 9), lo cual podria sugerir una hipoglucemia

gue repercute en el estado de salud del insecto.

En machos InR, a diferencia de machos yw, no se presentaron cambios en
los niveles de glucosa total después de la suplementacién con cualquier

concentracion de PHM.

Cuadro 16. Niveles de glucosa total de machos de cepa silvestre (yw) y cepa
mutante (InR) alimentados con dieta estandar y dieta suplementada con diferentes

cantidades de polvo de hojas de moringa.

Glucosa (ug/mg de peso)

Dieta Cepa yw Cepa InR
DE 22.63 +1.902 29.92 +2.392
DE + 0.5% PHM 13.08 £ 1.31° 29.88 + 2.382
DE + 1.5% PHM 20.68 + 1.262 26.80 £ 2.032
DE + 2.5 % PHM 19.81 + 1.29%¢ 3247 £1.112
DE + 4.0% PHM 22.80 +1.472 33.09 £ 2.792
DE + 5.5% PHM 14.78 + 1.31°¢ 29.60 +1.152

DE: Dieta estandar. PHM: Polvo de hojas de moringa. Los resultados se expresan como la media
el error estandar de la media (n= 8-10). Moscas virgenes de 4-5 dias post eclosion (yw: yellow-white;
InNR: mutantes en el receptor de insulina). Diferentes letras en la misma columna muestran
significancia estadistica por la prueba de Tukey (p<0.05).

Al igual que los machos yw, en hembras yw se reportd la disminucion de
glucosa total tras la suplementacion con 0.5 % de PHM respecto a las moscas
alimentadas con dieta estandar, en concordancia con la disminucion de
carbohidratos totales para el mismo grupo de moscas alimentadas con la misma
dieta (Cuadro 13). Por el contrario, el consumo de 4.0 % de PHM ocasiono el
incremento en los niveles totales de glucosa, posiblemente debido a una mayor

cantidad de nutrientes.
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Al igual que en machos yw, las moscas hembra yw suplementadas con 5.5
% de PHM presentaron reduccion en sus niveles de glucosa. Nuevamente, debido
a la reduccion de la sobrevivencia bajo este régimen alimenticio (Cuadros 8y 9), la
hipoglucemia por la suplementacion con 5.5 % PHM sugiere efectos adversos en el
estado nutricional de las moscas hembra yw. En hembras InR, no se presentaron
diferencias entre tratamientos con moringa, sin embargo, la suplementacién con 1.5
% de PHM provocé una reduccién > 20 % en los niveles de glucosa total respecto

a las hembras InR tratadas con una dieta estandar.

Cuadro 17. Niveles de glucosa total de hembras de'cepa silvestre (yw) y cepa
mutante (InR) alimentadas con dieta estandar y dieta suplementada con diferentes

cantidades de polvo de hojas de moringa.

Glucosa (ug/mg de peso)

Dieta Cepa yw Cepa InR
DE 12.64 +1.002° 26.93 +1.712
DE + 0.5% PHM 9.16 + 0.82bc 23.57 £ 2.512
DE + 1.5% PHM 14.69 + 0.862 20.76 £ 0.912
DE + 2.5 % PHM 14.53 £ 0.702 22.87 £2.012
DE + 4.0% PHM 15.98 + 0.742 25.11 £ 0.782
DE + 5.5% PHM 8.98 £ 0.74¢ 23.89 £ 0.712

DE: Dieta estandar. PHM: Polvo de hojas de moringa. Los resultados se expresan como la media +
el error estandar de la media (n= 8-10). Moscas virgenes de 4-5 dias post eclosion (yw: yellow-white;
INR: mutantes en el receptor de insulina). Diferentes letras en la misma columna muestran
significancia estadistica por la prueba de Tukey (p<0.05).

La reduccion en los niveles de glucosa para machos y hembras yw
suplementados con bajas concentraciones de PHM concuerda con lo reportado por
Baenas et al. (2016), quienes informaron la reduccién de aproximadamente 20 %
en el total de glucosa de moscas silvestres w118 suplementadas durante 10 dias
con polvo de brotes de rabano rojo (~10 mg/mL), atribuyendo este efecto a la
inhibicion de las enzimas intestinales a-glucosidasa y a-amilasa, asi como al
incremento en los niveles de ARNm de spargel, el gen homologo de PPARy
coactivador-1 (PGC-1a). Se sabe que PGC-1a tiene un papel en el mantenimiento

mitocondrial y en la homeostasis de la glucosa al promover enzimas implicadas en
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la gluconeogénesis y al mejorar la resistencia a la insulina (Besse-Patin et al., 2019).
Ademas, se ha demostrado que spargel potencia el mantenimiento y la actividad
mitocondrial, asi como la homeostasis energética y la esperanza de vida de la
mosca (Rera et al., 2011).

Es posible que en el presente trabajo se haya observado un efecto
hipoglucemiante con bajas cantidades de PHM (0.5 %) debido a la concentracién
de glucosinolatos en las hojas de moringa (29.49 mg/g muestra-seca), asi como a
la estabilidad de estos compuestos. A diferencia de los glucosinolatos de otras
Brassicas, se ha reportado que los glucosinolatos presentes en las hojas de moringa
contienen un azucar adicional en su estructura molecular: la ramnosa. Esta ramnosa
provee de estabilidad y apariencia solida a los glucosinolatos e isotiocianatos
presentes en las hojas de moringa, incluso a temperatura ambiente (Tumer et al.,
2015).

Ademéas de los glucosinolatos, el contenido de taninos condensados
presentes en las hojas de moringa podria influir en el efecto hipoglucemiante
reportado para las cepas en estudio. En un estudio realizado por Wagner et al.
(2015), moscas macho de la cepa silvestre wll18 fueron alimentadas con una dieta
convencional suplementada con extracto de té verde rico en epigalocatequina-3-
galato; si bien no se determind la cantidad de alimento ingerido por las moscas, los
autores informaron cambios en algunos pardmetros después de 10 dias de
suplementacién. En dicho estudio, se reportd una disminucion en los niveles de las
enzimas a-amilasa y a-glucosidasa debido a una inhibicion competitiva entre la
epigalocatequina-3-galato y el sustrato. Asimismo, se reportd una reduccion del 25
% en los niveles de glucosa total en las moscas suplementadas con el extracto como
consecuencia de la inhibicibn del proceso de gluconeogénesis; los autores
atribuyeron este ultimo efecto a un incremento en los niveles de AMPK y la
subsecuente inhibicion de la enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (Wagner et
al., 2015).
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Recientemente, Oyeniran et al. (2020) reportaron la prevencion de
hiperglucemia en moscas silvestres Oregon (sexo no especificado) alimentadas con
dieta alta en azucares (15 y 30 % de sacarosa) y suplementada con una dosis Unica
de PHM. Si bien los autores no informaron sobre mecanismos a través de los cuales
se presento la prevencion de un estado diabético, se sugirio la capacidad inhibitoria
de las Brassicas sobre la actividad de la enzima epéxido hidrolasa soluble, debido
a gue esta enzima esté implicada en procesos de inflamacion y en el desarrollo de
complicaciones por diabetes (Kitamura et al., 2017; Minaz et al., 2018).

Con respecto a modelos diabéticos, algunos autores han informado sobre la
disminucion de glucosa en roedores insulinorresistentes suplementados durante
varios dias con extractos acuosos (Divi et al.,~2012; Yassa &Tohamy, 2014) y
etandlicos (Metwally et al., 2017; Attakpa et al., 2017) de hojas de moringa ricos en
compuestos fendlicos o en isotiocianatos (Waterman et al., 2015). Las
inconsistencias respecto a los resultados del presente trabajo, en lo referente a la
cepa InR, podrian atribuirse. a las diferencias entre los modelos animales
(vertebrados e invertebrados; diabetes inducida y diabetes desarrollada por
mutacion), asi como al uso de hojas enteras y a la presencia de otros compuestos
y nutrientes que no siempre estan presentes en los extractos. Ademas, cabe sefalar
que la forma habitual de consumir hojas de moringa por parte de la poblacién es en

forma de polvo o en tabletas, mas no en forma de extractos.

Hasta donde se tiene conocimiento, los estudios que han reportado la
disminucién de glucosa en ayuno o posprandial en pacientes con diabetes tipo 2
(tratados con hipoglucemiantes orales) s6lo han evaluado el efecto de una dosis
Unica de hojas de moringa, ya sea en polvo o en tabletas (Kumari, 2010; Ghiridhari
et al., 2011; Leone et al., 2018). Los hallazgos reportados en el presente trabajo
resultan de interés dado que no existen informes sobre el efecto del consumo de
diferentes cantidades de PHM en modelos animales o pacientes con diabetes tipo

2 sin tratamiento farmacolégico.
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6.3.5. Efectos del consumo de hojas de moringa sobre los niveles de

glucégeno total.

En la diabetes tipo 2 existe un desequilibrio en el balance de energia debido,
en parte, a un desajuste en las reservas energéticas, entre ellas los niveles de
glucégeno (Ruaud et al.,, 2011). Las moscas adultas presentan reservas de
glucogeno tanto en el masculo como en el cuerpo graso, principalmente, de manera
qgue los niveles de glucégeno total reflejan las reservas de energéticas contenidas
en ambos tejidos (Yamada et al., 2018). Los resultados de los niveles de glucégeno

total de las cepas yw e InR se muestran en los Cuadros 18 y 19.

En machos yw los niveles de glucégeno incrementaron tras la
suplementacién con 4.0 % de PHM en comparaciéon con los niveles de glucégeno
reportados para machos yw criados con dieta estandar. En contraste, en machos
InR la suplementacion con 5.5 % de PHM provocé la disminucién en los niveles de
glucégeno en comparacion con los niveles de glucogeno de machos InR criados

con dieta estandar.

Cuadro 18. Niveles de glucégeno total de machos de cepa silvestre (yw) y cepa
mutante (InR) alimentados con dieta estandar y dieta suplementada con diferentes

cantidades de polvo de hojas de moringa.

Glucogeno (ug/mg de peso)

Dieta Cepa yw Cepa InR
DE 6.06 = 0.702 14.12 +1.762
DE + 0.5% PHM 6.21 + 0.89% 17.40 + 1.982
DE + 1.5% PHM 7.41 +1.03% 17.72 + 2.60°
DE + 2.5 % PHM 8.14 £ 0.79% 11.29 +0.783¢
DE + 4.0% PHM 9.57 +1.09P 13.91 +0.412b
DE + 5.5% PHM 4.70 + 0.492 7.24 + 0.86°

DE: Dieta estandar. PHM: Polvo de hojas de moringa. Los resultados se expresan como la media +
el error estandar de la media (n= 8-10). Moscas virgenes de 4-5 dias post eclosion (yw: yellow-white;
InR: mutantes en el receptor de insulina). Diferentes letras en la misma columna muestran
significancia estadistica por la prueba de Tukey (p<0.05).
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En las hembras yw, a diferencia de los machos yw, no se presento el
incremento en los niveles de glucdgeno con ninguna suplementacion de PHM. En
contraste, en hembras InR los niveles de glucégeno fueron disminuyendo conforme
incremento la cantidad de PHM en la dieta, de manera que suplementaciones con
2.5,4.0y 5.5 % PHM provocaron la reduccion de los niveles de glucégeno para este
grupo de moscas respecto a los niveles de glucogeno reportados para hembras InR

criadas con una dieta estandar.

Cuadro 19. Niveles de glucdgeno total de hembras de cepa silvestre (yw) y cepa
mutante (InR) alimentadas con dieta estandar y dieta suplementada con diferentes

cantidades de polvo de hojas de moringa.

Glucogeno (ug/mg de peso)

Dieta Cepa yw Cepa InR
DE 2.74 £ 0.352 16.44 +1.812
DE + 0.5% PHM 3.76 £ 0.362 14.38 + 1.2723b
DE + 1.5% PHM 3.50 +0.542 12.88 + 1.292b
DE + 2.5 % PHM 4.17+0.572 9.17 + 1.09bc
DE + 4.0% PHM 4.46 + 0.502 10.21 +1.36°
DE + 5.5% PHM 2.64 £ 0.422 5.32 + 0.46°

DE: Dieta estandar. PHM: Polvo de hojas de moringa. Los resultados se expresan como la media +
el error estandar de la media (n=8-10). Moscas virgenes de 4-5 dias post eclosion (yw: yellow-white;
InR: mutantes en el receptor de insulina). Diferentes letras en la misma columna muestran
significancia estadistica por la prueba de Tukey (p<0.05).

El aumento en las reservas de glucogeno para las moscas macho yw podria
sugerir un aumento en los niveles de algunos DILPs (péptidos parecidos a la
insulina), ya que se ha demostrado que tanto DILP2 como DILP5 favorecen la
formacion de reservas de glucégeno en moscas silvestres w1118 (Semaniuk et al.,
2018). En este sentido, utilizando islotes de langerhans aislados de pancreas de
ratones de la cepa BALBI/c, se informé sobre la capacidad secretora de insulina que
ejercen algunos compuestos presentes en el arbol de moringa, entre ellos la

vainillina (Hafizur et al., 2018).
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Dado que se ha reportado la reduccion de glucogeno en moscas de ambos
sexos cuando son sometidas a estados de inancion (Schwasinger-Schmidt et al.,
2012), es posible que la reduccion de glucdégeno en machos InR alimentados con
5.5 % de PHM haya sido debido a un menor consumo de alimento. No obstante, es
importante sefialar que esta disminucién de glucégeno coincidioé con el incremento
de peso (Cuadro 11) y el aumento de carbohidratos totales (Cuadro 13) reportados
tras la ingesta de la misma dieta, por lo que es posible que las reservas energéticas
en la mosca se estén sintetizando en forma de trehalosa, o bien, que las reservas
de glucégeno se estén usando para sintetizar mas trehalosa, resultando en este

incremento de peso de y carbohidratos totales (Reyes-Dela et al., 2012).

Auln cuando se presento la disminucién de glucégeno en hembras InR con
las dietas con 2.5-4.0 % de PHM, el peso (Cuadro 12), los niveles de carbohidratos
totales (Cuadro 14) y los niveles de glucosa (Cuadro 17), no se vieron afectados
tras la suplementacion con 2.5-4.0 % de PHM, de manera que es posible que estas
moscas estén consumiendo. menor cantidad de alimento sin presentar
repercusiones en su estado energético. Lo anterior podria sugerir una regulacion
sobre unpaired2 (homdlogo de la leptina en mamiferos), resultando en cambios
sobre la saciedad, dado que se ha informado que extractos alcohdlicos de hojas de
moringa reducen la expresion y los niveles séricos de la hormona leptina en ratas
con obesidad (Ahmed et al., 2014; Metwally et al., 2017).

6.3.6. Efecto del consumo de hojas de moringa sobre el contenido de lipidos

totales.

En las moscas, los lipidos se almacenan principalmente en el cuerpo graso,
sin embargo, también pueden encontrarse depdsitos de lipidos en el intestino y en

la cuticula (Tennessen et al., 2014).
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Se ha reportado que la sefializacion disminuida de la insulina, asi como la
ausencia de nutrientes y un estado de estrés oxidativo, provocan la traslocacion de
dFOXO hacia el nucleo, favoreciendo la activacion de genes diana, entre ellos 4E-
BP (Toshniwal et al., 2019). El incremento en los niveles de 4E-BP se ha visto
asociado con el metabolismo lipidico y la acumulacion de grasa en el modelo-de
Drosophila melanogaster, especialmente en condiciones de estrés (Teleman et al.,
2005).

Por lo anterior, los lipidos suelen acumularse de manera anormal en moscas
con un fenotipo de diabetes tipo 2 (moscas InR), debido a la disminucién en la
funcion del receptor de insulina y a la presencia de especies reactivas de oxigeno,
presentandose incrementos de hasta 30 % en el contenido de lipidos para hembras
de la cepa InRE193T5 respecto a hembras silvestres yw (Murillo-Maldonado et al.,
2011; Otero-Moreno et al., 2019). Por este motivo, se determiné el efecto de los
diferentes tratamientos con PHM sobre la acumulacion de lipidos totales en las

moscas en estudio.

En los Cuadros 20 y 21 se muestran las concentraciones de lipidos totales
para machos y hembras, respectivamente. En moscas macho yw la dieta con 5.5 %
de PHM provoco la reduccion de lipidos totales respecto a la dieta estandar y a las
dietas con bajas cantidades de PHM. Cabe sefialar que dicha reduccién coincidio
con la disminucién de sobrevivencia (Cuadros 8 y 9) y con el efecto hipoglucemiante

(Cuadro 16) reportado para esta cepa.

Por su parte, los niveles de lipidos en moscas InR disminuyeron tras el
consumo de 0.5-2.5 % de PHM, lo cual favorecié la sobrevivencia para estas
moscas (Cuadros 8 y 9). En ninguna cepa se presentd incremento de lipidos totales
después de la suplementacion con cualquier dieta de PHM.
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Cuadro 20. Concentracion de lipidos totales de machos de cepa silvestre (yw) y
cepa mutante (InR) alimentados con dieta estandar y dieta suplementada con

diferentes cantidades de polvo de hojas de moringa.

Lipidos totales (ug/mg de peso)

Dieta Cepa yw Cepa InR
DE 85.07 £ 1.762 106.71 + 5.632
DE + 0.5% PHM 83.54 + 2.242 87.74 + 3.31°
DE + 1.5% PHM 83.94 £ 1.972 91.06 +3.36°
DE + 2.5 % PHM 77.32 +1.22% 01.42 + 2.21°
DE + 4.0% PHM 76.58 +2.132 101.92 + 2.46%
DE + 5.5% PHM 72.80 + 3.12° 102.51 + 2.602b

DE: Dieta estandar. PHM: Polvo de hojas de moringa. Los resultados se expresan como la media +
el error estandar de la media (n= 9-10). Moscas virgenes de 4-5 dias post eclosion (yw: yellow-white;
INR: mutantes en el receptor de insulina). Diferentes letras en la misma columna muestran
significancia estadistica por la prueba de Tukey (p<0.05).

En hembras de la cepa yw, se reportd la reduccién de lipidos totales con
dietas de = 1.5 % de PHM. Es importante sefalar que, en este mismo grupo de
moscas, la reduccion de lipidos totales tras la ingesta de 4.0 y 5.5 % de PHM
coincidié con la disminucién de la sobrevivencia (Cuadros 8 y 9) y la presencia de

alteraciones en los niveles de glucosa (Cuadro 17).

Por su parte, la ingesta de 0.5-2.5 % de PHM provoco la disminucion de
lipidos totales para hembras InR, lo cual coincidio con la mejora en la sobrevivencia
(Cuadros 8y 9) y con la ganancia adecuada de peso (Cuadro 12) reportada para
este grupo de moscas. Lo anterior podria sugerir gue hembras InR, criadas con 0.5,
1.5y 2.5 % de PHM, presentan un fenotipo de mayor tamafio y mayor robustez en
comparacion con hembras InR criadas con una dieta estandar, lo cual favorece,

ademas, su sobrevivencia.
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Cuadro 21. Concentracion de lipidos totales de hembras de cepa silvestre (yw) y
cepa mutante (InR) alimentadas con dieta estandar y dieta suplementada con

diferentes cantidades de polvo de hojas de moringa.

Lipidos totales (ug/mg de peso)

Dieta Cepa yw Cepa InR
DE 61.34 + 1.512 92.37 + 3.102
DE + 0.5% PHM 54.67 + 2.062° 70.12 + 2.90°
DE + 1.5% PHM 49.86 + 1.75b° 79.57 £2.80¢
DE + 2.5 % PHM 49.40 + 2.39hc 78.05 + 4.15°bc
DE + 4.0% PHM 42.79 £ 2.04°¢ 88.95 + 2.18%¢
DE + 5.5% PHM 44.06 + 1.95¢ 87.43 + 2.202¢

DE: Dieta estandar. PHM: Polvo de hojas de moringa. Los resultados se expresan como la media +
el error estandar de la media (n= 10). Moscas virgenes de 4-5 dias post eclosion (yw: yellow-white;
INR: mutantes en el receptor de insulina). Diferentes letras en la misma columna muestran
significancia estadistica por la prueba de Tukey (p<0.05).

La disminucién de lipidos, glucosa y sobrevivencia reportada para moscas
yw de ambos sexos, tras la suplementacion con = 4.0 % de PHM, indica la presencia
de alteraciones en el metabolismo que repercuten en la calidad de vida de la cepa
yw. Por otra parte, la disminucién de los niveles de lipidos que se presenté en
hembras yw podria explicar la pérdida de peso informada para estas moscas tras la
suplementacién con 1.5y 2.5 % de PHM (Cuadro 12). Todos estos resultados
apuntan el uso del- modelo de Drosophila melanogaster como un sistema bioldgico
optimo para el desarrollo de estudios relacionados con la ingesta y su efecto sobre

el metabolismo y la sobrevivencia.

Algunos estudios con machos vertebrados han reportado la reduccion de
lipidos después de la suplementacion con extractos acuosos (Divi et al., 2012) y
metandlicos (Olayaki et al., 2015) de hojas moringa ricos en compuestos fendlicos,
principalmente flavonoides. Asimismo, Waterman et al. (2015) reportaron la
disminucién del contenido total de lipidos en higados de ratones macho de la cepa
C57BL/6J suplementados con un extracto rico en isotiocianatos provenientes de las

hojas de moringa.
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La reduccion de lipidos que se presento tanto para la cepa yw como para la
cepa InR, podria ser atribuida ya sea a una reduccion de la adipogénesis o a un
incremento de la lipdlisis (Zhang et al., 2020). En este sentido, se ha informado que
las hojas de moringa previenen, en vertebrados, la diferenciacion de las células
madre hacia adipocitos debido a la expresion disminuida de genes implicados enla
adipogénesis, como SREBP-1c y FAS (acido graso sintasa), resultando en la
disminucién intracelular de lipidos (Barbagallo et al., 2016). Asimismo, Balusamy et
al. (2019) informaron sobre la disminucién de adipogénesisy el aumento de
apoptosis, de manera dosis-dependiente, en células 3T3-L1 tratadas con extracto
etandlico de hojas de moringa (100-2000 pg/mL), atribuyendo dichos efectos a la
interaccion de los flavonoides presentes en las hojas, principalmente isoquercetina,

con proteinas implicadas en el proceso de adipogénesis, como PPARYy.

Aun cuando en el presente trabajo se utilizaron hojas enteras, la reduccion
de lipidos que se presentd en hembras y machos de ambas cepas fue significativa,
en concordancia con lo que otros autores han reportado para extractos de hojas de
moringa en otros modelos animales que requieren tiempos de estudio mas largos y
gue, ademas, son mas caros. Lo anterior sugiere al modelo de Drosophila
melanogaster como -un sistema 6ptimo para la realizaciébn de investigaciones

relacionadas con el metabolismo lipidico.

Al comparar los niveles de lipidos totales de la cepa InR, suplementada con
las dietas de PHM, y la cepa control yw criada con dieta estandar (Cuadro 22), se
encontro que la suplementacion con 0.5-2.5 % de PHM redujo la acumulacién de
lipidos en machos InR al grado de semejar el contenido de lipidos totales de su
control yw tratado con una dieta estandar. Mientras que, en las hembras InR,
anicamente la dieta con 0.5 % de PHM igual6 estadisticamente los niveles de lipidos
de su control sano (hembras yw) criado con la dieta estandar.
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Respecto a lo anterior, es importante considerar que el contenido total de
lipidos para machos yw criados con una dieta estandar representd
aproximadamente el 10 % de su peso total, mientras en machos InR tratados con
0.5-2.5 % de PHM los lipidos totales constituyeron aproximadamente el 20 % de su
peso corporal (Cuadro 11). De manera similar, en hembras yw alimentadas con
dieta estandar, los lipidos totales representaron el 4-5 % de su peso, mientras que
en las hembras InR criadas con 0.5 % de PHM los lipidos totales constituyeron el 9-
10 % de su peso corporal (Cuadro 12). Por lo anterior, podria sugerirse que, si bien
existe mejoria en la acumulacién de lipidos para moscas InR tratadas con PHM,
esta mejoria no llega a igualar el contenido normal de lipidos que se presenta en su

control sano, la cepa yw.

Cuadro 22. Comparacion de lipidos totales entre cepa mutante INR suplementada

con polvo de hojas de moringa y cepa silvestre yellow-white alimentada con dieta

estandar.
Dieta Lipidos totales (ug/mg de peso)
Machos Hembras
DE (yw) 85.07 £ 1.76 61.34 £ 1.51
DE + 0.5% PHM (InR) 87.74 + 3.31 70.12 + 2.90
DE + 1.5% PHM (InR) 91.06 + 3.36 79.57 + 2.80*
DE + 2.5 % PHM (InR) 9142 +2.21 78.05 + 4.15*
DE + 4.0% PHM (InR) 101.92 + 2.46* 88.95 +2.18*
DE + 5.5% PHM (InR) 102.51 + 2.60* 87.43 + 2.20*

DE: Dieta estandar. PHM: Polvo de hojas de moringa. Los resultados se expresan como la media +
el error estandar de la media (n= 10). Moscas virgenes de 4-5 dias post eclosién. Asteriscos en las
columnas expresan diferencias significativas respecto al control (DE; yw) por la prueba de Dunnett
(p<0.05).

6.3.7. Efecto del consumo de hojas de moringa sobre los niveles de

triglicéridos.

Ademas de las reservas de glucogeno, las reservas energeéticas de
triglicéridos suelen verse afectadas cuando las moscas son sometidas a estados de

estrés, como inanicion o cambios en la alimentacién (Schwasinger-Schmidt et al.,
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2012). En los Cuadros 23 y 24 se muestran los niveles de triglicéridos para machos

y hembras, respectivamente, criados con las diferentes dietas con PHM.

La suplementacion con PHM ocasion6 un incremento dosis-dependiente en
los niveles de triglicéridos para machos yw, especialmente con las dietas de 4.0y
5.5 % de PHM. Este efecto coincidi6, ademas, con la reduccion de la sobrevivencia
(Cuadros 8 y 9) y con el aumento de peso (Cuadro 11) reportado en este grupo de
moscas criadas con las mismas dietas, lo que sugiere que las altas cantidades de
PHM en la dieta alteran la calidad de vida de machos yw. En contraste, machos InR
presentaron una reduccion dosis-dependiente en las reservas de triglicéridos,

especialmente con las suplementaciones de 4.0 y 5.5 % de PHM.

Cuadro 23. Niveles de triglicéridos totales de machos de cepa silvestre (yw) y cepa
mutante (InR) alimentados con dieta estandar y dieta suplementada con diferentes

cantidades de polvo de hojas de maringa.

Triglicéridos (ug/mg de peso)

Dieta Cepa yw Cepa InR
DE 10.79 £1.082 26.75 + 1.452
DE + 0.5% PHM 11.27 £ 1.162° 24.41 + 1.90%
DE + 1.5% PHM 11.44 + 1.243 21.08 + 1.4430
DE + 2.5 % PHM 13.91 + 0.952 21.65 + 0.842°
DE + 4.0% PHM 15.51 + 1.42b¢ 20.59 + 1.00°
DE + 5.5% PHM 19.07 £ 0.42¢ 20.79 + 1.44°

DE: Dieta estandar. PHM: Polvo de hojas de moringa. Los resultados se expresan como la media
el error estandar de la media (n= 10). Moscas virgenes de 4-5 dias post eclosién (yw: yellow-white;
InNR: mutantes en el receptor de insulina). Diferentes letras en la misma columna muestran
significancia estadistica por la prueba de Tukey (p<0.05).

Respecto a los niveles de triglicéridos para las moscas hembra, similar a los
machos yw, en hembras yw este parametro incrementé con las suplementaciones
mas altas de PHM (4.0 y 5.5 %). Mientras tanto, los niveles de triglicéridos para
hembras InR fueron aumentando conforme incrementaba la cantidad de PHM en la

dieta, de manera que la dieta con 5.5 % de PHM resulté en un aumento significativo
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de los niveles de triglicéridos para este grupo de moscas respecto a los triglicéridos

reportados para hembras InR criadas con dieta estandar.

Cuadro 24. Niveles de triglicéridos totales de hembras de cepa silvestre (yw) y cepa
mutante (InR) alimentadas con dieta estandar y dieta suplementada con diferentes

dosis de polvo de hojas de moringa.

Triglicéridos (ug/mg de peso)

Dieta Cepa yw Cepa InR
DE 16.88 £ 1.242 2550+1.112
DE + 0.5% PHM 14.54 +1.172 25.11 +£1.112
DE + 1.5% PHM 15.09 + 0.902 26.64 + 0.912
DE + 2.5 % PHM 20.95 + 0.812¢ 26.45 + 0.752
DE + 4.0% PHM 23.38 + 1.56¢ 26.92 + 0.792
DE + 5.5% PHM 24.82 + 1.20° 29.15+1.11°

DE: Dieta estandar. PHM: Polvo de hojas de moringa. Los resultados se expresan como la media +
el error estandar de la media (n= 10). Moscas virgenes de 4-5 dias post eclosién (yw: yellow-white;
InNR: mutantes en el receptor de insulina). Diferentes letras en la misma columna muestran
significancia estadistica por la prueba de Tukey (p<0.05).

La disminucion de trigliceridos reportada para machos InR tras el consumo
de 1.5-4.0 % de PHM, coincidié con el aumento en su sobrevivencia (Cuadros 8 y
9), por lo que la reduccién de triglicéridos bajo estas cantidades de PHM podria ser
adecuada para el estado de salud de este grupo de moscas. Esta disminucién de
triglicéridos concuerda con lo reportado por Oyeniran et al. (2020), quienes
informaron-la reduccion de alrededor de 30 % en los niveles de triglicéridos de
moscas silvestres Oregon alimentadas desde su etapa larvaria con dieta alta en

azucares (15 y 30 % de sacarosa) y suplementada con una dosis Unica de PHM.

La reduccion de los niveles de triglicéridos sugiere un aumento en la lipolisis,
lo cual podria ser debido a una mayor expresion de la enzima brummer (homologo
de ATGL: lipasa adiposa de triglicéridos), ya que se ha informado sobre el
incremento en la expresion de la enzima ATGL en ratones de la cepa C57BL/6

alimentados con una dieta alta en grasas y 5 % de extracto de hojas de moringa rico
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en isotiocianatos (Waterman et al., 2015). Dado que en machos InR Unicamente la
suplementaciéon con 5.5 % de PHM coincidio con la reduccién de glucégeno (Cuadro
18), es posible que con esta dieta de PHM los machos InR estén consumiendo
menor cantidad de alimento y, por lo tanto, estén utilizando sus reservas energéticas

de triglicéridos.

En contraste con la reduccién de lipidos totales reportada para la cepa yw,
tanto en hembras como en machos (Cuadros 20 y 21), el aumento de los niveles de
triglicéridos en esta cepa podria sugerir un incremento en las reservas energéticas
en forma de triglicéridos y una reduccion de otros lipidos, como el colesterol. Se ha
reportado que los polifenoles presentes en el extracto metandlico de hojas de
moringa son capaces de inhibir, in vitro, a la enzima HMG-CoA reductasa (3-hidroxi-
3-metil-glutaril-CoA-reductasa), responsable de |a biosintesis de colesterol (Reddy
etal., 2012). Al igual que en los mamiferos, la presencia de colesterol en las moscas
es necesaria para la formacion de hormonas esteroideas, entre ellas la hormona
ecdisona, cuya funcién esta relacionada con la transicion de la etapa larvaria hacia
la etapa de adulto (metamorfosis); otras funciones de esta hormona en la vida adulta

del insecto estan relacionadas con la linea germinal (Uryu et al., 2015).

El incremento en los niveles de triglicéridos reportado tras la suplementacién
con =4.0 % de PHM podria sugerir un exceso de nutrientes en la dieta, lo que resulta
en la reduccién de la expresion de brummer y, por lo tanto, en una inhibicion de la
lipdlisis debido a la sefalizacion de TOR (Kuhnlein, 2012) y a la retencién del factor
de transcripcion FOXO en el citoplasma (Heier & Kuhnlein, 2018). Esta alteracién
en el metabolismo y en la concentracion de los lipidos tras la suplementacion con
4.0 y 5.5 % de PHM podria explicar, en parte, la reduccién en la sobrevivencia
(Cuadros 8 y 9) y las alteraciones en el peso (Cuadros 11 y 12) reportadas para
hembras y machos de la cepa yw.
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A la fecha no existen reportes de los niveles de triglicéridos para hembras
InR alimentadas con PHM, ni con algun otro tipo de Brassica, de manera que los
resultados presentados en este trabajo son los primeros de esta indole. El
mantenimiento, e incluso el incremento, en los niveles de triglicéridos reportados
para estas moscas tras la suplementaciéon con PHM descartaria la posibilidad-de
que la reduccion de los niveles de glucogeno reportado anteriormente (Cuadro 19)
haya sido resultado de la inanicién, ya que, de haber sido asi, las reservas de
triglicéridos también habrian disminuido. Por lo tanto, es posible que hembras InR
suplementadas con PHM estén consumiendo menor cantidad de alimento sin alterar
su homeostasis energética, sugiriendo una regulacién en el apetito posiblemente
debido a la disminucion del vaciamiento géastrico por el contenido de fibra
insoluble:soluble presente en el PHM.

6.4. Integracién de resultados por sexo (machos yw e InR; hembras yw e InR).

Las Figuras 6 y 7 muestran la integracion de los efectos reportados tras la
evaluacion de todos los pardmetros en ambas cepas, yw e InR de ambos sexos,

suplementadas con las diferentes cantidades de PHM.

En moscas macho yw, las dietas con menor contenido de PHM (0.5-2.5 %)
provocaron mejoria en la sobrevivencia y en los niveles de carbohidratos totales.
Adicionalmente, se report6 regulacién de glucosa y peso corporal con la dosis mas
baja de PHM. Por el contrario, la cantidad méas alta de PHM ocasioné efectos
adversos, entre ellos: reduccion de sobrevivencia, aumento de peso, aumento de

carbohidratos totales e incremento de triglicéridos.

En machos InR no se reportd la reduccion de carbohidratos totales ni de
glucosa; por el contrario, la suplementacion con 5.5 % de PHM provocé el
incremento de carbohidratos totales, sin aumentos significativos en los niveles de

glucosa y glucégeno. En este mismo grupo de moscas, un efecto importante fue
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que los lipidos totales disminuyeron con las dosis bajas de PHM (0.5-2.5 %),

mientras que la sobrevivencia incremento con las dietas de 1.5-4.0 % de PHM.

MACHOS

PC

CHO

GL

GG

LT

TAG

DE 05% 15% 25% 40% 55% DE 05% 15% 25% 40% 55%

PHM PHM

yw yw; InR

Figura 6. Efectos de las diferentes concentraciones de PHM sobre los parametros evaluados en
machos silvestres (yw) y mutantes (InR).

SV: Sobrevivencia (%); PC: Peso corporal (mg); CHO: Carbohidratos totales (ug/mg peso); GL:
Glucosa (pg/mg peso); GG: Glucégeno (ug/mg peso); LT: Lipidos totales (ug/mg peso); TAG:
Triglicéridos (ug/mg peso) / DE: Dieta estandar; PHM: Polvo de hojas de moringa. Asteriscos en los
cuadros de la misma fila indican diferencias significativas respecto al control (DE) de la misma cepa
(yw o InR) por la prueba de Dunnet (p < 0.05).

En moscas hembra yw, la suplementacion con 0.5-2.5 % de PHM provoco el
incremento de la sobrevivencia, asi como la reduccién de lipidos totales y peso
corporal. Ademas, se reportd la reduccion de glucosa con la dosis mas baja de
PHM. Por el contrario, la suplementacion mas alta de PHM ocasiond efectos

adversos en lo referente a la sobrevivencia, el peso corporal y los niveles de
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triglicéridos. En hembras InR no se informé un efecto hipoglucemiante; no obstante,
las dietas con menor contenido de PHM (0.5-2.5 %) provocaron la reduccion de
lipidos totales y el incremento en la sobrevivencia. En contraste, la suplementacion

mas alta de PHM incrementd los niveles de triglicéridos para hembras InR.

HEMBRAS

sv

PC

CHO

GL

LT

TAG

DE 05% 15% 25% 40% 55% DE 05% 15% 25% 40% 55%

PHM PHM

yw yw; InR

Figura 7. Efectos de las diferentes concentraciones de PHM sobre los pardmetros evaluados en
hembras silvestres (yw) y mutantes (InR).

SV: Sobrevivencia (%); PC: Peso corporal (mg); CHO: Carbohidratos totales (ug/mg peso); GL:
Glucosa (ug/mg peso); GG: Glucdgeno (ug/mg peso); LT: Lipidos totales (ug/mg peso); TAG:
Triglicéridos (pg/mg peso) / DE: Dieta estandar; PHM: Polvo de hojas de moringa. Asteriscos en los
cuadros de la misma fila indican diferencias significativas respecto al control (DE) de la misma cepa
(yw o InR) por la prueba de Dunnet (p < 0.05).

El consumo crénico (> 4 semanas) de 0.5-2.5 % de PHM en la dieta podria
ser recomendado para individuos masculinos sanos al promover la regulacién sobre
el peso, los niveles de carbohidratos totales y los niveles de glucosa. Las mismas
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cantidades de PHM podrian ser sugeridas para individuos masculinos con diabetes

tipo 2, como una alternativa para regular los niveles de lipidos totales.

Para individuos femeninos sanos, el consumo cronico de 0.5 % de PHM en
la dieta podria ser apta por su regulacion sobre los niveles de glucosa, mientras que
las cantidades de 1.5y 2.5 % de PHM podrian ser recomendadas por su efecto
regulatorio sobre el peso y los lipidos totales. Mientras tanto, una dieta con 0.5 %
de PHM podria resultar adecuada para sujetos femeninos con diabetes tipo 2 por
su regulacion sobre los niveles de lipidos, lo cual se podria verse reflejado en la

calidad de vida.

83



7. CONCLUSIONES.

Las hojas de moringa contienen nutrientes y compuestos bioactivos que
pueden mejorar la calidad de vida de las cepas de Drosophila melanogaster en
estudio. Dentro de esta composicion destaca el porcentaje de proteina, asi como el
contenido de compuestos bioactivos, especialmente el total de fibra dietaria,

compuestos fenolicos, como los flavonoides, y los glucosinolatos.

El consumo crénico de bajas cantidades de PHM provocé beneficios en las
moscas yellow-white de ambos sexos en lo referente a la sobrevivencia, el peso
corporal, asi como los niveles de carbohidratos y de glucosa. Mientras que en la
cepa InR, con un fenotipo de diabetes tipo 2, todos estos parametros muestran
alteraciones que repercuten en la calidad de vida, por lo que el consumo de las
dietas con bajo contenido de PHM en esta cepa podria retardar el desarrollo de
complicaciones asociadas a esta patologia, debido a la disminucion de lipidos

totales, principalmente.

El consumo cronico de cantidades altas de PHM en la dieta provoco efectos
téxicos en las moscas yellow-white y en las moscas InR de ambos sexos. Entre
estos efectos toxicos se pueden enlistar una disminucion de la sobrevivencia,
aumento de peso, aumento en los niveles de carbohidratos totales y aumento en los
niveles de triglicéridos. Esta toxicidad se present6 en cantidades diferentes de PHM
entre la cepa yellow-white y la cepa InR, siendo la cepa yellow-white la mas sensible
a las altas dosis de PHM. Todos los resultados reportados mostraron diferencias

dependientes del sexo del insecto, siendo las moscas macho las mas afectadas.

Los resultados indican que el PHM no ejerce un efecto hipoglucemiante,
después del consumo cronico, en moscas con una condicion de diabetes tipo 2, ni
tampoco llega a corregir el fenotipo de esta enfermedad. No obstante, si favorece
ciertos sintomas de la patologia y, por lo tanto, la calidad de vida, lo cual se ve
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reflejado en la sobrevivencia. Por lo anterior, resulta de importancia la realizacion
de estudios de consumo de alimento en todas las dietas probadas, para una

interpretacion mas concisa.

Asimismo, los resultados del presente trabajo sugieren que, una vez
desarrollada la patologia de diabetes mellitus tipo 2, el efecto hipoglucemiante de
las hojas de moringa podria no presentarse después de su consumo cronico, por lo
que seria adecuado considerar un tratamiento farmacologico eficiente.
Adicionalmente, dada la mejora en otros parametros alterados en esta patologia,
los resultados también llevan a sugerir la regulacion del consumo cronico y de las

altas cantidades de suplementos alimenticios no regulados.
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