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RESUMEN 

Cordia morelosana (Boraginaceae) es una planta que se conoce comúnmente como palo 

prieto, anacahuite, encinillo, entre otros. En la medicina tradicional de Morelos, se utilizan 

las hojas, flores y corteza para el tratamiento de la diarrea, inflamación de riñón, diabetes, 

dolor de pulmón, asma, tos y fiebre.  

Calea zacatechichi (Asteraceae) es una planta que se conoce como hierba amargosa, 

prodigiosa, zacatexixi, entre otros. Las ramas y hojas son utilizadas en infusión dentro de la 

medicina tradicional para el tratamiento de cólicos biliares, dolor de estómago, diarrea, 

paludismo, diabetes, cólico de frío, calmar los nervios, curar el espanto, los corajes, 

amibiasis, falta de apetito, entre otros (Monroy y Castillo, 2007). 

El objetivo del presente proyecto fue identificar, obtener y establecer el potencial modo 

de acción de los compuestos responsables de la actividad antidiabética, a partir del extracto 

etanólico de Cordia morelosana (EECm) y del extracto metanólico de Calea zacatechichi 

(EMCz). 

En primer lugar, se realizó el estudio de C. morelosana. En estudios preliminares, se 

determinó la actividad antidiabética en un modelo experimental de diabetes no insulino 

dependiente (NID) del EECm, donde el EECm mostró un efecto significativo (p<0.05) en la 

disminución de los niveles de glucosa en sangre, en ratones diabéticos. Posteriormente, se 

decidió evaluar el efecto del EECm mediante curvas de tolerancia oral a glucosa (CTOG), 

utilizando como sustrato glucosa y sacarosa. El EECm mostró efecto significativo (p<0.001) 

y (p<0.05) en la disminución de las curvas de variación porcentual de glucosa en sangre, a 

partir de la hora 0.5 y hasta la hora 3, posterior al tratamiento y, los resultados fueron 

comparados con el grupo control (vehículo). En el análisis de los resultados, la actividad 

mostrada por EECm en el modelo NID, podría estar relacionada con alguno de los modos de 

acción antidiabética más comunes: relacionados con la actividad postprandial después de la 

inhibición de las enzimas α-glucosidasas y/o los co-transportadores de glucosa (SGLT-2 o 

SGTL-1), relacionados con una acción antihiperglucémica; el segundo modo de acción 

relacionado con la promoción de la secreción de insulina, desde las células β del páncreas y, 

el tercer modo de acción relacionado con la sensibilización a la insulina  (Ortiz et al., 2007). 

Para corroborar lo anterior, se determinó el potencial inhibitorio del EECm sobre la actividad 
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de enzimas α-glucosidasas, donde el EECm mostró un efecto inhibitorio del 55.6% a la 

concentración de 1 mg/ml, datos que correlacionaron con lo observado en la CTOG (sustrato 

sacarosa). Así, se determinó que uno de los mecanismos de acción podría estar involucrado 

con la inhibición de estas enzimas.  

Por otro lado, con la finalidad de obtener los metabolitos responsables de la actividad 

antidiabética, se procedió al estudio fitoquímico bio-dirigido del EECm. Se llevó a cabo 

utilizando técnicas sucesivas de cromatografía y mediante un análisis estructural con 

experimentos de 1D y 2D de resonancia Magnética Nuclear (RMN). Se identificaron 4 

compuestos: rosmarinato de metilo (RM), ácido rosmarínico (AR), nicotiflorina y 1-O-metil-

scyllo-inositol. Posteriormente, se evaluaron los compuestos RM y AR, los cuales fueron los 

metabolitos mayoritarios identificados en las fracciones derivadas del estudio fitoquímico.  

Con la finalidad de determinar el potencial antidiabético de los compuestos, el RM se 

evaluó en un modelo NID, donde mostró efecto significativo (p<0.001) en la disminución de 

los niveles de glucosa en sangre, el efecto hipoglucémico mostrado se mantuvo desde la hora 

3 hasta la hora 7 del ensayo. Adicionalmente, con la finalidad de evaluar el potencial 

mecanismo de acción relacionado con la sensibilización de la insulina, se llevó a cabo el 

ensayo sobre la expresión de PPARs. En este ensayo el AR no mostró efecto y, el RM mostró 

efecto significativo en el aumento de la expresión de PPARγ, PPARα, GLUT-4 y FAPT. Se 

sabe que la activación de los PPARs es de gran relevancia en la búsqueda de compuestos 

antidiabéticos y contra la obesidad, esto debido a que incrementa la sensibilidad a la insulina 

y la disminución de la insulino resistencia. Finalmente, para explicar las posibles 

interacciones con PPARγ y PPARα, se hizo el acoplamiento molecular con el RM y AR. Se 

observaron interacciones relevantes con los aminoácidos clave para la activación de los 

PPARs, además de interacciones distintas al modo de unión convencional y, que han sido 

descritas en agonistas parciales del receptor PPARγ. 

Por otro lado, en estudios previos el EMCz mostró efecto antihiperglucémico y 

antidiabético en ensayos de CTOG y en un modelo NID, respectivamente (Giles, 2014). 

Posteriormente, se decidió llevar a cabo el estudio fitoquímico en este extracto con la 

finalidad de conocer el contenido metabólico. El estudio fitoquímico del EMCz condujo al 

aislamiento del compuesto rutina, el cual es un flavonoide glicosilado. Rutina es un 

compuesto que ha sido ampliamente descrito por poseer efecto sobre la inhibición de enzimas 
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α-glucosidasas intestinales, efecto en la disminución de la gluconeogénesis y aumento de la 

captación de glucosa, a través secreción de insulina desde las células β del páncreas.  

También, rutina mostró efectos antioxidantes, efectos cardioprotectores y efectos 

antihiperglucémicos en un modelo in vivo de ratas diabéticas-STZ; donde también, 

disminuyó los niveles de hemoglobina glicosilada (Ahmad et al., 2017).  
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ABSTRACT 

 

Cordia morelosana (Boraginaceae) is a medicinal plant commonly known as palo Prieto, 

anacahuite, encinillo, among others. An infusion of leaves, flowers and bark are used in 

traditional medicine to treat diarrhoea, kidney inflammation, diabetes, lung pain, bronchitis, 

asthma, hoarseness, cough and fever. 

Calea zacatechichi (Asteraceae) is a medicinal plant commonly known as hierba amargosa, 

prodigiosa, zacatexixi, among others. An infusion of branches and leaves are used for 

treatment of biliary colic, stomach pain, diarrhoea, malaria, diabetes, calm the nerves, 

amebiasis, among others (Monroy y Castillo, 2007). 

The aim of current project was to identify, obtain and establish the potential mode of 

action of isolated compounds responsible of antidiabetic activity; from ethanolic extract of 

C. morelosana (EECm) and, methanolic extract of C. zacatechichi (MECz). 

First, the study of C. morelosana was carried out. In preliminary studies, the antidiabetic 

activity (NID experimental model) of EECm was determined. A significant antidiabetic 

activity (p<0.05) compared with the control was produced by EECm. Thus, the effect of 

EECm by oral glucose tolerance test (OGTT) was evaluated, using glucose and sucrose as 

substrate. The EECm showed a significant effect (p<0.001) and, (p<0.05), respectively, in 

the reduction of the percentage blood glucose variation curve, from 5 hour to 3 hours of the 

test. The results were compared with the vehicle. In the analysis of the results, the activity 

showed by EECm in the NID model could be related to some of the most common 

antidiabetic mode of action: related to postprandial activity, after the α-glucosidases 

inhibition and/or glucose transporters (SGLT-2 or SGLT-1), mode of action related with 

antihyperglycemic action; the second mode of action related to the promotion of insulin 

secretion, from β cells and, third mode of action related to insulin sensitization (Ortiz-

Andrade, 2007). To corroborate the above, the inhibitory α-glucosidases activity was 

determined. EECm showed an inhibitory effect by 55.6%. This data was accord with the 

effect showed in OGTT (sucrose substrate). Thus, it was determined that the inhibition of α-

glucosidases enzymes could be one of action mechanism involved. 
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On the other hand, in order to obtain the metabolites, responsible of antidiabetic 

activities, the phytochemical bio-guided study was conducted by successive chromatographic 

technics, and isolated compounds were characterized by 1D and 2D-NMR experiments. The 

bio-guided isolation allowed to obtain four known compounds described as rosmarinic acid 

(RA), methyl rosmarinate (MR), nicotiflorin and 1-O-methyl-scyllo-inositol.  On the other 

hand, MR showed significant antidiabetic on NID model (p<0.001) and antihyperglycemic 

activities, and overexpression of PPARγ, PPARα, GLUT-4 and FAPT better than control. 

Docking studies were conducted with PPARγ and PPARα, showing interesting binding mode 

profile on those targets. 

 

On the other hand, in preliminary studies, the MECz showed an antihyperglycemic and 

antidiabetic activity, in OGTT and NID diabetes model, respectively.  Phytochemical study 

of MECz led to isolation of flavonoid glycoside compound identified as rutin. Rutin has been 

described as having effects on the α-glucosidases inhibition, decreased gluconeogenesis, 

increased glucose uptake, through insulin secretion from β cells. It also has antioxidant 

effects, cardioprotective and antihyperglycemic effects in the in vivo model of STZ diabetic 

rats, where also decreased the glycosylated haemoglobin levels (Ahmad, 2017). 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

La diabetes es una de las mayores emergencias sanitarias mundiales de salud del siglo 

XXI. Está entre las 10 principales causas de muerte a nivel mundial y, junto con las tres 

principales enfermedades no transmisibles (ENT): enfermedades cardiovasculares, cáncer y 

enfermedades respiratorias, representa más del 80 % de todas las muertes prematuras por 

ENT. Cada año más y más personas viven con esta condición, la cual puede desencadenar 

complicaciones crónicas a lo largo de su vida (FID, 2019). Actualmente, se estima que 12.8 

millones de mexicanos tienen un diagnóstico médico de diabetes tipo 2 (DM2) y, a nivel 

mundial, hay 463 millones de personas de entre 20-79 años (OMS, 2019).  

Por otro lado, el tratamiento actual de la DM2 busca disminuir la morbilidad y mortalidad 

del paciente, por lo tanto, se requiere un control individualizado de glucemia, sin episodios 

de hipoglucemia y, mediante educación diabética adecuada, con cambios en el estilo de vida 

y el adecuado tratamiento farmacológico.  

La presencia de hiperglucemia en los pacientes con DM2 ha sido el principal factor 

descrito para el desarrollo de las complicaciones en la diabetes, tales como: nefropatía, 

enfermedad cardiovascular, retinopatía, neuropatía y enfermedades vasculares (Barquera et 

al., 2013) y, pese al considerable progreso en el tratamiento de la diabetes con agentes 

antidiabéticos orales, continua la búsqueda de nuevos fármacos debido a que los 

medicamentos existentes poseen diversas limitaciones (Arumugam et al., 2013). La mayoría 

de estos fármacos tienen una serie de efectos adversos, por lo tanto, la búsqueda de agentes 

antidiabéticos más efectivos y seguros sigue siendo un desafío y es una de las importantes 

áreas de la investigación científica (Patel et al., 2012). En este sentido, se ha renovado el 

interés en el uso de medicamentos a base de plantas para el tratamiento de diferentes 

enfermedades. Así, las plantas utilizadas en la medicina tradicional han comenzado a ser una 

fuente alternativa popular en los regímenes terapéuticos, especialmente cuando se 

acompañan de sus evidencias científicas o su relevancia clínica (Chukwuma et al., 2019). 

Desde la antigüedad, las plantas medicinales han proporcionado valiosos agentes 

terapéuticos tanto en la medicina tradicional como en la moderna. Existen alrededor de 200 

compuestos puros obtenidos de plantas y reportados por tener efecto sobre la disminución de 

los niveles de glucosa en sangre (Patel et al., 2012). Los productos naturales han sido la 
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principal fuente de compuestos químicos diversos que sirven de modelos para el diseño, 

síntesis y semisíntesis de nuevas moléculas con actividad biológica y, los materiales de 

partida en el desarrollo farmacéutico (Avendaño, 2010). 
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2. MARCO TEÓRICO 
 

2.1. Diabetes 

 

La diabetes mellitus se define como un desorden metabólico caracterizado por la 

presencia de hiperglucemia crónica, debido a defectos en la secreción o en la acción de la 

insulina o ambos (ADA, 2019).  

 

2.2. Clasificación de la diabetes 

 

De acuerdo con la Asociación Americana de Diabetes (ADA) la diabetes se clasifica 

dentro de cuatro categorías principales: 

 

A. Diabetes tipo 1 (DM1), es una de las enfermedades autoinmunitarias más comunes 

y es producida por la destrucción de las células β productoras de insulina, localizadas 

en los islotes de Langerhans del páncreas (Balderas, 2015). La destrucción de las 

células β conduce a una deficiencia absoluta de insulina. Este tipo de diabetes se 

presenta comúnmente en niños y adolescentes, pero puede aparecer en cualquier edad 

(Gil et al., 2010) y, representa del 5-10 % de todos los casos de diabetes. 

 

B. Diabetes tipo 2 (DM2), es un trastorno metabólico multifactorial que se caracteriza 

por dos alteraciones: a) resistencia a la insulina, la cual se define como la incapacidad 

de la insulina para suprimir la producción hepática de glucosa y estimular la captación 

periférica de glucosa por el músculo y b) el compromiso de la función de la célula β 

pancreática, en la que la secreción de insulina es insuficiente para compensar dicha 

resistencia. El resultado es la presencia de hiperglucemia crónica, la cual es la 

característica principal de los pacientes diabéticos (Bastarrachea et al., 2008). Por otro 

lado, el riesgo de desarrollar DM2 incrementa con la edad, la presencia de obesidad 

y la disminución en la actividad física (estilo de vida sedentario) (ADA, 2019). 

Aunque no se conoce con certeza las causas de la DM2, existe desde luego un 

componente genético en su desarrollo. En efecto, se calcula que entre 45 y 80 % de 

las personas con DM2 tienen por lo menos a un progenitor con diabetes, además de 

antecedentes familiares significativos relacionados con el padecimiento (Balderas, 
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2015). Este tipo de diabetes es responsable del 90-95 % de todos los casos alrededor 

del mundo. 

 

C. Diabetes gestacional (DMG), es un padecimiento caracterizado por la presencia de 

intolerancia a la glucosa con diversos grados de severidad, con inicio o que se 

diagnóstica por primera vez durante el embarazo (ADA, 2019). La prevalencia de la 

DMG a nivel mundial se ha estimado en 7 % de todos los embarazos, resultando en 

más de 200 mil casos anuales (IMSS, 2016). 

 

D. Otros tipos de diabetes, las cuales son menos frecuentes y son formas secundarias a 

enfermedades endócrinas, enfermedades pancreáticas, debido al uso de fármacos 

como los corticoides y como resultado de a una alteración genética específica, como 

son la diabetes monogénica (FID, 2019). 

 

2.3. Panorama actual de la diabetes en México 

 

La diabetes se está convirtiendo rápidamente en la epidemia del siglo XXI y en un reto 

de salud global. Estimaciones de la Organización Mundial de la Salud (OMS) indican que a 

nivel mundial el número de personas que viven con diabetes ha aumentado, en el 2019 fueron 

463 millones de personas con diabetes de entre 20-79 años y en México 12.8 millones. De 

acuerdo con la Federación Internacional de Diabetes (FID), Estados Unidos, México, 

Canadá, Haití y Jamaica, son en ese orden, los países con mayor número de personas con 

diabetes (FID, 2019). 
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Los aumentos en la prevalencia de la DM2 se ha debido a cambios en el estilo de vida 

de la población, los cuales son poco saludables y altamente prevalentes en niños, adolescentes 

y adultos mexicanos, dichos cambios han sido principalmente en el patrón alimentario y el 

sedentarismo, lo que predispone a la obesidad y a la resistencia a la insulina (Pérez et al., 

2009). Como bien se sabe, la obesidad está ampliamente relacionada con un incremento de 

riesgo para desarrollar diabetes. Adicionalmente, la inflamación crónica asociada con la 

obesidad induce insulino resistencia y la disminución de las células β en pacientes diabéticos 

(Hadi et al., 2016). 

 

La diabetes es una enfermedad crónica de causas múltiples. En su etapa inicial no 

produce síntomas, cuando es detectada tardíamente y no se trata adecuadamente ocasiona 

complicaciones de salud graves como: infarto al corazón, ceguera, falla renal, amputación de 

extremidades inferiores y muerte prematura (Hernández y cols., 2013). En México, la 

diabetes ocupó el segundo lugar en muertes por ENT.  El número de personas que murieron 

por diabetes en el 2017 fue de 106.52 millones, afectando tanto a hombres como mujeres 

(INEGI, 2019). 

 

Actualmente, el desafío para la sociedad y los sistemas de salud es enorme, debido al 

costo económico y la pérdida de la calidad de vida para quienes padecen diabetes y sus 

familias, así como por los importantes recursos que requiere el sistema público de salud para 

su atención. Por lo tanto, las estrategias de prevención implementadas a escala poblacional 

en países con elevado riesgo que logren modificar estilos de vida, en particular la dieta, 

actividad física, entre otros; pueden ser altamente efectivas al reducir la aparición de la 

diabetes y retrasar la progresión de esta. México tiene condiciones de alto riesgo, por lo que 

se han impulsado políticas intersectoriales relacionadas con la salud alimentaria y con ello 

contribuir para combatir uno de los más importantes factores de riesgo, la obesidad 

(Hernández y cols., 2013). 
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2.4. Hiperglucemia crónica 

 

La alteración de la secreción de insulina y de su acción, conduce a la acumulación de 

glucosa en la sangre (hiperglucemia), con diversos efectos adversos en la salud. Las 

características clínicas de la hiperglucemia en la DM2 incluyen: la excreción excesiva de 

orina (poliuria), sed (polidipsia), hambre constante (polifagia), pérdida de peso, cambios en 

la visión y fatiga. Estos síntomas ocurren repentinamente, pero a menudo son menos notables 

y los pacientes con DM2 pueden desconocer su enfermedad durante varios años hasta que 

desarrollan otras complicaciones (Abdullah et al., 2014).  

 

Por otro lado, en lo que refiere a la investigación sobre DM2, se han desarrollado diversas 

líneas que pretenden explicar los mecanismos fisiopatológicos en esta enfermedad y sus 

complicaciones. Se ha señalado de manera consistente a la hiperglucemia crónica como la 

condición fisiológica responsable del desarrollo de las complicaciones del paciente diabético, 

a través de diversos mecanismos bioquímicos que llevan a procesos como son el estrés 

oxidativo y la inflamación crónica. El estrés oxidativo es un proceso caracterizado por un 

desequilibrio bioquímico entre la producción de radicales libres (RL) o especies reactivas 

con respecto a los antioxidantes a favor de los primeros con implicaciones en la homeostasis 

celular, tisular y sistémico (Rosado y Mendoza, 2007).  

 

Como se mencionó antes, la hiperglucemia crónica es un prerrequisito para el desarrollo 

de las complicaciones de la diabetes, la hiperglucemia induce a la activación de vías 

metabólicas como: la vía de los polioles, vía de las hexosaminas y la activación de la proteína 

quinasa C (PKC) (Singh et al., 2013). En los tejidos que toman libremente la glucosa de la 

sangre, es decir, que no requieren la insulina para su captación y que contienen la enzima 

aldosa reductasa (riñón, tejido nervioso, tejido vascular y cristalino), el flujo de este 

monosacárido al interior de las células está limitado en condiciones de normoglucemia, tanto 

por las concentraciones intracelulares, como por su poca afinidad a la enzima. Sin embargo, 

cuando se presenta la hiperglucemia por la deficiencia de insulina, el metabolismo de la 

glucosa se desvía de las vías insulinodependientes a las vías no insulinodependientes, 

provocando una sobre carga de sustratos (hexosas fosfato y triosas fosfato) en estas últimas, 
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constituyendo la vía del sorbitol o de los polioles como la ruta preferencial no 

insulinodependiente. La vía de los polioles o del sorbitol es una cascada de reacciones 

químicas en las cuales se obtiene fructosa a partir de glucosa, pasando por el sorbitol, donde 

la enzima aldosa reductasa tiene un papel importante en este proceso. La activación de esta 

vía conlleva a la disminución de los niveles de NADPH, de glutatión reducido (GHS) y de 

myo inositol, lo cual tiene efectos adversos sobre el metabolismo celular, daño en tejidos, 

alteración de mecanismos antioxidantes, entre otros. Esto ocurre en los tejidos en los cuales 

son los que esencialmente aparecen las complicaciones crónicas de la diabetes (Cruz et al., 

2011). 

 

2.5. Complicaciones crónicas de la diabetes 

 

Como se mencionó en la sección anterior, existen diversas evidencias que apoyan el 

planteamiento de que la hiperglucemia crónica constituye uno de los factores causales más 

importantes en la patogenia de las complicaciones crónicas de la diabetes. Numerosos 

estudios sugieren que cuando se logra obtener un control metabólico óptimo se puede evitar 

o, al menos, detener la progresión de las complicaciones micro y macro vasculares de esta 

enfermedad. Las complicaciones de la DM2 incluyen: enfermedad cardiovascular (ECV), 

nefropatía, retinopatía y neuropatía. De no controlarse adecuadamente, cualquier tipo de 

diabetes puede ir generando complicaciones que afectan a distintas partes del organismo 

(Figura 1), lo que resulta en hospitalizaciones frecuentes y muerte prematura (FID, 2019). 
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Figura 1. Órganos afectados por las complicaciones de la DM2. 

 

 

 

Las complicaciones diabéticas se pueden dividir en complicaciones agudas y crónicas: 

 

• Las complicaciones agudas incluyen: hipoglucemia, cetoacidosis diabética, estado 

hiperosmolar hiperglucémico, coma diabético hiperglucémico, convulsiones, pérdida 

de conciencia o infecciones.  

• Las complicaciones microvasculares crónicas son: la nefropatía, la neuropatía y la 

retinopatía, mientras que, 

• Las complicaciones macrovasculares crónicas son: la enfermedad coronaria que 

conduce a la angina o el infarto de miocardio, enfermedad arterial periférica que 

contribuye al accidente cerebrovascular, la encefalopatía y el pie diabético.  

 

 

2.6. Diagnóstico de la diabetes 

 

Los criterios diagnósticos de la diabetes se resumen en la siguiente tabla (Tabla 1) (ADA, 

2019). 
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Tabla 1. Criterios diagnósticos de la diabetes. 

 

Se diagnostica diabetes cuando 

se cumplen uno o más de los 

siguientes criterios: 

Se diagnostica como: 

alteración de la tolerancia 

a la glucosa, cuando se 

cumplen ambos criterios: 

Se diagnóstica como: alteración 

de la glucemia en ayunas, 

cuando se cumplen ambos 

criterios: 

 

Glucosa plasmática en ayunas 

 ≥ 7.0 mmol/l (126 mg/dl) 

Glucosa plasmática en 

ayunas  

< 7.0 mmol/l (126 mg/dl) 

Glucosa plasmática en ayunas 

6.1-6.9 mmol/l (110-125 mg/dl) 

 

 

Glucosa plasmática posterior a 2 

horas de haber ingerido (vía oral) 

una carga de glucosa de 75 g 

 ≥ 1.1 mmol/l (200 mg/dl) 

Glucosa plasmática 

posterior a 2 horas de haber 

ingerido (vía oral) una 

carga de glucosa de 75 g 

7.8-11.1 mmol/l (140-200 

mg/dl) 

Glucosa plasmática posterior a 2 

horas de haber ingerido (vía oral) 

una carga de glucosa de 75 g 

 <7.8 mmol/l (140 mg/dl) 

Nivel de glucosa al azar  

> 11.1 mmol/l (200 mg/dl) o  

La HbA1C ≥ 48 mmol/mol 

(equivalente a 6.5 %) 

 

 

 

2.7. Tratamiento antidiabético 

 

El tratamiento de la diabetes DM2 representa un área de continua evolución, ya que de 

manera constante emergen nuevas formas terapéuticas. El tratamiento de la DM2 se ha 

centrado en aspectos básicos (Figura 2) como la educación al paciente, el tratamiento médico 

nutricional, la actividad física (factores que atenúan la resistencia a la insulina y corrigen la 

hiperglucemia en algunos pacientes), así como, los fármacos para los pacientes cuya 

hiperglucemia no se revierte a pesar de haber incorporado dichos cambios de estilo de vida 

(Feinglos et al., 2008). El objetivo del tratamiento antidiabético es disminuir la hiperglucemia 

para prevenir o reducir al mínimo las complicaciones relacionadas con la enfermedad 

(Balderas, 2015). 

 
Figura 2. Tratamiento de la DM2. 

Educación del 
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Tratamiento 
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2.8. Tratamiento farmacológico 

 

En los pacientes con DM2 en los cuales las intervenciones en el estilo de vida no han sido 

suficiente o ha sido contra indicado debido a la presencia de comorbilidades, el tratamiento 

farmacológico es el siguiente paso para prevenir y controlar el progreso de la enfermedad. A 

continuación, se describen los diferentes tipos de fármacos utilizados en el tratamiento de la 

DM2 (Tabla 2) y, se mencionan los principales efectos adversos con los cuales han sido 

relacionados (Rodríguez et al., 2017). 

 

 
Tabla 2. Fármacos para el tratamiento de la diabetes 

 

Mecanismo de acción principal Fármacos Efectos adversos 

Secretagogos de 

insulina 

Estimulan la secreción de la 

insulina desde las células β del 

páncreas, se unen y bloquean 

canales de potasio, dependientes 

de ATP, despolarizando la 

membrana y favoreciendo la 

apertura de canales de calcio 

dependientes de voltaje, para 

posteriormente liberara los 

gránulos de insulina 

 

Sulfonilureas: 

Tolbutamina 

Glibenclamida 

Clorpropamida 

Glipizida 

 

Glinidas: 

Nateglinida 

Repaglinida 

Hipoglucemia 

Aumento de peso 

Aumento en la 

frecuencia de 

infecciones de las 

vías respiratorias 

 

 

 

Sensibilizadores 

de insulina 

Promueven la disminución 

hepática de glucosa, incrementan 

la sensibilidad periférica a 

insulina, inhiben la absorción 

intestinal de glucosa e 

incrementan la recaptura de 

glucosa por el musculoesquelético 

 

Biguanidas: 

Metformina 

Buformina 

Fenformina 

 

 

Intolerancia 

gastrointestinal 

Cefalea 

Acidosis láctica 

Deficiencia de 

vitamina B12 

Son agonistas selectivos del 

receptor activado por un 

proliferador de peroxisomas 

(PPARγ), con efectos en la 

diferenciación de adipocitos, 

captura y almacenamiento de 

ácidos grasos. Disminuyen la 

resistencia a la insulina y 

aumentan la respuesta a la 

insulina endógena. Aumentan la 

expresión de genes involucrados 

en la adipogénesis y la oxidación 

Tiazolidindionas: 

Rosiglitazona 

Pioglitazona 

Falla cardiaca 

congestiva 

Incidencia en 

fracturas  

 

 



Facultad de Farmacia                                                                                        
 

 21 

de ácidos grasos e interfirieren 

con la expresión y liberación de 

mediadores de la resistencia a la 

insulina en el tejido adiposos. 

Inhibidores de α-

glucosidasas 

Inhibición competitiva de las 

enzimas α-glucosidasas presentes 

en el borde en cepillo intestinal, 

retardan la digestión de 

carbohidratos complejos. 

Disminuyen la absorción de 

glucosa postprandial. 

Acarbosa 

Miglitol 

Flatulencia 

Dolor abdominal 

Diarrea 

Reacciones 

alérgicas 

Síndrome de 

absorción 

intestinal 

deficiente 

Inhibidores de la 

enzima Dipeptidil 

peptidasa 4  

(DPP-4) 

Son análogos peptídicos que 

inhiben la enzima DPP-4 (degrada 

las incretinas) y ejercen acción 

sobre las hormonas llamadas 

incretinas, prolongando la vida 

media de estas hormonas. 

 

Sitagliptina 

Vildagliptina 

Saxagliptina 

Linagliptina 

Cefalea 

Análogos del 

péptido similar al 

glucagón GLP-1 

Los análogos del GLP-1 

disminuyen la secreción de 

glucagón durante la 

hiperglucemia y la ingestión de 

alimentos. 

 

Exenatida 

Liraglutida 

Efectos 

gastrointestinales 

Cefalea 

Inhibidor del 

transportador de 

sodio-glucosa de 

tipo 2 (SGLT-2) 

Suprimen el mecanismo de co-

transporte de sodio-glucosa de 

tipo 2, en los túbulos renales 

proximales, reduciendo la 

reabsorción de glucosa filtrada. 

 

Canagliflozina 

Dapagliflozina 

Infecciones de las 

vías urinarias 

Hipotensión 

Mareo 

Deshidratación 

 

 

 

Adicionalmente, dado el incremento del número de fármacos para el tratamiento de la 

diabetes, es necesario evaluar la función precisa de cada uno de ellos, así como su beneficio 

y seguridad. Sin duda el mejor tratamiento farmacológico es aquel bien tolerado, que tenga 

pocas contraindicaciones de uso y que sea efectivo a corto y largo plazo. A pesar de estas 

medidas farmacológicas, los cambios importantes en el estilo de vida, como la dieta adecuada 

y ejercicio, son todavía aspectos esenciales para el tratamiento de los pacientes diabéticos 

(Balderas, 2015). 
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2.9. La medicina tradicional en el tratamiento de la diabetes 

 

Hoy en día, se ha renovado el interés en el tratamiento contra diferentes enfermedades 

utilizando medicamentos a base de plantas, ya que generalmente se describen como menos 

tóxicas y, por otro lado, la OMS también ha recomendado la evaluación de la eficacia de las 

plantas dado que nos hemos encontrado con panoramas terapéuticos donde carecemos de 

medicamentos modernos seguros. En la medicina tradicional, la diabetes se trata con dieta, 

ejercicio físico y plantas medicinales. Por otro lado, los derivados de las plantas con 

propiedades hipoglucémicas se han utilizado en la medicina tradicional y en los sistemas de 

salud alrededor del mundo, desde tiempos muy remotos. En este sentido, más de 1200 plantas 

se utilizan en todo el mundo para controlar la diabetes y aproximadamente 30 % de las plantas 

antidiabéticas de uso tradicional, han sido farmacológica y químicamente investigadas. 

 El conocimiento tradicional de las plantas medicinales apunta hacía su investigación y 

el descubrimiento de nuevos medicamentos, debido a su gran potencial para combatir 

diversas enfermedades como la diabetes (Sonal et al., 2018), además, las plantas medicinales 

continúan teniendo parte importante en el tratamiento de la diabetes en países en desarrollo, 

donde muchas de las personas no tienen acceso a las terapias antidiabéticas convencionales, 

mientras que en países desarrollados ha habido un resurgimiento en el interés por su uso. 

Algunas de las plantas con potencial antidiabético más estudiado y comúnmente 

utilizadas son: Momordica charantia (Melón amargo), Pterocarpus marsupium (Kino indio), 

Trigonella foenum-graecum (Fenogreco) (Patel et al., 2012), Allium cepa (cebolla), Allium 

sativum (ajo), Aloe vera, Cinnamomum tamala, Coccinia indica, Gymnema sylvestre 

(Gurmar), Ocinum sanctum, Panax (asiático) Ginseng and Syzigium cumini (Hosseyni et al., 

2012). 

 

2.10. Blancos terapéuticos en el estudio de la diabetes  

 

2.11. Receptores activados por el proliferador del peroxisoma (PPARs) 

 

Los receptores nucleares (RN) constituyen una familia de proteínas que funcionan como 

reguladores transcripcionales (positivos o negativos) de numerosos genes involucrados en 
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importantes funciones fisiológicas, incluyendo el control del desarrollo embrionario, 

diferenciación celular y en mantener la homeostasis metabólica.  

Todos los miembros nucleares comparten una organización estructural común que, para 

efectos de simplicidad, puede dividirse en tres regiones o dominios funcionales: 

 

a. Una región N-terminal (dominio A/B), que varían en secuencia y longitud entre los 

diferentes miembros y contiene determinantes estructurales para la interacción con la 

maquinaria de transcripción basal y la regulación de su actividad. 

b. Una región muy conservada (dominio C, que también se conoce como DBD por las 

siglas del término en ingles Dominio de Unión a DNA), implicada en la unión a ADN 

a nivel de los elementos genéticos específicos localizados en la región reguladora de 

cada diana. 

c. Región moderadamente conservada a la cual se fija el ligando (o fármaco) de cada 

receptor (dominio de unión a ligando o LBD por sus siglas en inglés) (Sandoval et 

al., 2009). 

 

Los receptores activados por el proliferador del peroxisoma (PPAR) son factores de 

transcripción activados por ligando que pertenecen a la superfamilia de RN, regulan la 

expresión de numerosos genes diana a través de su unión a elementos de secuencia 

específicos presentes en la región reguladora de tales genes. Se conocen tres isoformas de 

este tipo de receptor: PPARα (NR1C1), PPARβ/δ (NR1C2) and PPARγ (NR1C3).  

 

PPARα se expresa principalmente en tejidos metabólicamente activos como el hígado, 

riñón, músculo esquelético y tejido adiposo marrón (Brunmeir and Xu, 2018), pero también 

se ha encontrado en el corazón, monocitos, endotelio vascular y células de músculo liso.  

Aunque se han identificado muchas moléculas activadoras de PPARα, algunos de los 

ligandos naturales de PPARα son los ácidos grasos insaturados, fosfolípidos, leucotrienos 

B4, mientras que los ligandos sintéticos son los fibratos (clorfibrato, fenofibrato y 

bezafibrato) (Gross et al., 2016). 
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PPARγ se expresa en el tejido adiposo marrón, colón y células inmunes. Está 

involucrado en la diferenciación de células adiposas, metabolismo de lípidos, en el control 

de genes involucrados en la homeostasis de glucosa, incluyendo el aumento de la expresión 

del transportador de glucosa tipo 4 GLUT-4. Además, PPARγ controla la expresión de 

numerosos factores secretados por el tejido adiposo, tales como adiponectina, resistina, 

leptina y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), con influencia en la sensibilidad a la 

insulina (Ahmadian et al., 2013). PPARγ también regula la expresión de genes implicados 

en la respuesta a la insulina, incluyendo el receptor de insulina y los sustratos del receptor de 

insulina (IRS-1, IRS-2), los cuales son necesarios para el ingreso celular de la glucosa 

estimulada por la insulina y mediada por el transportador de glucosa GLUT-4 (Sandoval et 

al., 2009). Existen dos isoformas: PPARγ1 que se expresa en varios tejidos y PPARγ2 que 

se expresa en tejido adiposo, pero puede expresarse en otros tejidos bajo determinadas 

condiciones fisiológicas (Ahmadian et al., 2013). 

 

2.12. Blancos implicados en mejorar la acción de la insulina  

 

Se han identificado novedosos blancos terapéuticos y han sido explorados por sus efectos 

en la mejora de la acción de la insulina en tejidos blanco. Estos promueven el catabolismo de 

carbohidratos y lípidos, disminuyen la producción de glucosa endógena e incrementan la 

neogénesis de las células β pancreáticas y la secreción de insulina dependiente de glucosa. 

Algunos de esos blancos terapéuticos se mencionan a continuación (Jain and Saraf, 2010): 

 

• Acetil-CoA carboxilasa 2 (ACAC2). Esta enzima participa en la regulación de la 

biosíntesis de los ácidos grasos y su oxidación. La hipótesis lipogénica de la DM2, 

plantea que las células acumulan ácidos grasos porque su capacidad de oxidarlos de 

forma eficiente está disminuida.  La acumulación de lípidos resultante daría lugar a 

la insulino resistencia (Rodríguez et al., 2013). 

• Quinasa Kappa beta I (IKK). Un factor de transcripción muy importante es el factor 

nuclear Kapa B (NF-KB, por sus siglas en ingles), ya que está involucrado en la 

activación de los genes que participan en la respuesta inflamatoria y en el proceso de 

la apoptosis. En las células el NF-KB está en el citoplasma asociado a una familia de 
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proteínas inhibitorias llamadas, por sus siglas en inglés, IKBs. Para que el NF-KB sea 

activo se requiere degradar las proteínas inhibitorias mediante una fosforilación que 

llevan a cabo las quinasas conocidas como IKK, con lo cual el NF-KB se traslada al 

núcleo de la célula y puede ejercer su papel regulador. En la composición de estas 

quinasas IKK participan tres subunidades, donde IKK alfa e IKK beta son muy 

similares, ya que tienen dominios estructurales idénticos. Las dos quinasas, activan 

el factor de transcripción nuclear NF-KB, pero responden a diferentes inductores 

biológicos (Salamanca, 1999). La IKKβ responde a las citosinas de la respuesta 

inflamatoria, tales como: factor de necrosis tumoral alfa (TNFα), la interleucina 1 

(IL1) y activa la expresión de genes anti apoptóticos. Como sabemos, TNFα tiene 

efectos inhibitorios sobre la vía de señalización de la insulina y la diferenciación de 

adipocitos. Se ha reportado que IKKβ puede ser una de las principales quinasas 

involucradas en la inhibición del mecanismo de señalización de la insulina, en 

respuesta a la obesidad o aumento de grasa (Jain and Saraf, 2010). 

• Dipeptidil peptidasa 4 (DPP-4). En la DM2 se han documentado algunos factores 

etiopatogénicos como el aumento en la producción de glucosa, el incremento de la 

resistencia periférica a la insulina y un deterioro progresivo en la función y masa 

celular beta. Esta reducción se ha atribuido a un proceso acelerado de apoptosis, en 

el que han incluido factores como la glucotoxicidad, lipotoxicidad, citocinas 

proinflamatorias, leptina y depósitos amiloide. En periodos tempranos de la 

enfermedad pudiera existir reversibilidad de este proceso, con intervenciones que 

preserven la función de las células β, como el tratamiento con insulina en pacientes 

de reciente diagnóstico, con tiazolidindionas, a las cuales se les ha atribuido un efecto 

anti apoptótico y, en forma más reciente, los inhibidores de DPP-4, los cuales en 

estudios preclínicos promovieron la proliferación, neogénesis e inhibición de la 

apoptosis en las células β. La DPP-4 es una enzima que degrada a las hormonas 

incretinas. Las incretinas son un conjunto de entero hormonas capaces de incrementar 

la secreción de insulina de manera glucosa-dependiente, se caracterizan, además, por 

muchas otras propiedades fisiológicas importantes. Dentro de esta familia, en especial 

el péptido similar al glucagón tipo 1. 
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• Péptido similar al glucagón (GLP-1) y el péptido insulinotrópico dependiente de 

glucosa (GIP) son actualmente los miembros mejor conocidos y más relevantes del 

grupo. El GLP-1 es producido en las células L del intestino a partir de proglucagón y 

tiene un efecto secretagogo de la insulina y un efecto sobre su biosíntesis; inhibe la 

secreción de glucagón y reduce la secreción hepática de glucosa, reduce la velocidad 

de vaciamiento gástrico, el apetito y la ingesta calórica. La vida media de GLP-1 y 

GIP son sumamente cortas, lo que hace poco práctico su uso terapéutico en la DM2. 

En efecto, ambos péptidos se inactivan en pocos minutos por la enzima DPP-4. De 

este modo, para el desarrollo de una terapia eficaz basada en las incretinas como 

blanco farmacológico, se han empleado estrategias en el desarrollo de análogos de 

GLP-1, que sean resistentes a la degradación por parte de la DPP-4 y estrategias en 

el desarrollo de inhibidores de la DPP-4 (Di Girolamo y cols., 2008). 

• Proteína fosfatasa de tirosina PTP1B. Es una enzima intracelular específicamente 

implicada en la regulación negativa de la señalización de la insulina (Bastarrachea, et 

al., 2008). La enzima PTP1-1B cataliza la desfosforilación de tirosina en el receptor 

de insulina, induciendo una disminución en la incorporación de glucosa en el tejido 

muscular y adiposo, alteraciones a nivel metabólico y es considerado como un blanco 

terapéutico prometedor para el tratamiento de la diabetes, obesidad y también cáncer 

(Jiang et al., 2012). 

 

 

2.13. Blancos implicados en la absorción y transporte de la glucosa  

 

2.14. Enzimas α-glucosidasas intestinales 

 

En individuos sanos, la secreción de insulina y glucagón ocurre de forma sincronizada e 

invertida, lo que permite mantener los valores de glucosa plasmática estables en el periodo 

interprandial. A los pocos minutos de ingerir alimentos, se produce un aumento en la 

secreción de glucagón y, con ello, su estímulo sobre la producción hepática de glucosa. Este 

aumento de los niveles plasmáticos de insulina estimula además la captación de glucosa por 

los tejidos periféricos. De esta forma se evita que la glucosa postprandial aumente por encima 



Facultad de Farmacia                                                                                        
 

 27 

de 140 mg/dL, manteniendo la glucemia estable, dentro de un rango estrecho. Sin embargo, 

en situaciones de prediabetes y en fases iniciales de DM2, se produce una pérdida de la 

primera fase de secreción de insulina tras la ingesta de alimento que resulta en hiperglucemia 

postprandial (elevación de los niveles de glucosa en sangre, posterior a la ingesta de 

alimentos). El carácter progresivo de la DM2 hace que, con el tiempo, se produzca también 

la pérdida del control de la glucemia en ayunas. La hiperglucemia basal y postprandial 

contribuyen, en mayor o menor medida, a la carga hiperglucémica total. Se ha sugerido que 

las fluctuaciones hiperglucémicas pueden contribuir al desarrollo de complicaciones crónicas 

de la diabetes, debido al estrés oxidativo e incremento de especies reactivas de oxígeno. 

También, las fluctuaciones hiperglucémicas postprandiales afectan más al estrés oxidativo 

que la hiperglucemia mantenida y, la asociación entre aumento del estrés oxidativo y las 

citoquinas proinflamatorias durante la crisis hiperglucémica. Otros autores han evidenciado 

que el impacto de la hiperglucemia sobre la apoptosis de células endoteliales es más 

pronunciado en las células expuestas a una hiperglucemia intermitente. También se ha 

confirmado el impacto de la hiperglucemia postprandial sobre los niveles plasmáticos de 

distintas moléculas de adhesión, como la molécula de adhesión intracelular, vascular y E-

selectina y, estos cambios han sido relacionados con el riesgo de enfermedad cardiovascular 

(ECV). 

En la actualidad, algunas de las estrategias terapéuticas para controlar la hiperglucemia 

postprandial incluyen el uso combinado de fármacos como: glinidas, inhibidores DPP-4, 

agonistas GLP-1, inhibidores SGLT-2 e inhibidores de enzimas α-glucosidasas (Pinés et al., 

2018).  

Los inhibidores de enzimas α-glucosidasas actúan como inhibidores competitivos de 

estas enzimas, las cuales se encuentran en el borde de cepillo del intestino delgado. Su 

función es hidrolizar los oligosacáridos, trisacáridos y disacáridos a glucosa y otros 

monosacáridos, a nivel intestinal. De esta forma, los inhibidores de α-glucosidasas tiene un 

papel en la disminución de los niveles de glucosa absorbida o la glucosa postprandial 

(Hiyoshi et al., 2019). La inhibición de estas enzimas es uno de los caminos utilizados en la 

terapéutica de la diabetes junto con el uso de otros fármacos para obtener resultados más 

eficaces (Taslimi and Gulçin, 2017). 
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2.15. Familia de los co-transportadores de Sodio/Glucosa (SGLT) 

 

Este sistema se denomina por sus siglas en ingles Sodium/Glucose Transporters como 

SGLT, del cual se conocen 6 isoformas (SGLT1-6) (Tabla 3), los cuales utilizan el transporte 

del Na+ a favor de su gradiente de concentración para generar una corriente electroquímica 

que produce cambios conformacionales necesarios para la translocación de la glucosa a 

través de la membrana plasmática. En el epitelio intestinal y epitelio de los túbulos 

contorneados proximal y distal existen sistemas de co-transporte de glucosa acoplados a Na+ 

que permiten la absorción rápida de esta molécula desde el íleo hacia el sistema portal y 

además de la reabsorción de la glucosa filtrada en el glomérulo nuevamente al torrente 

circulatorio (Valmore et al., 2007). 

 

Tabla 3. Transportadores sodio/glucosa 
 

Transportadores 

sodio/glucosa 

Reabsorción de Se encuentra en 

SGLT-1 
Glucosa, 

Galactosa 

Células intestinales 

SGLT-2 
Glucosa Corteza renal 

En menor grado en íleo 

SGLT-3 

Este tiene baja afinidad 

por la glucosa, pero 

actúa como glucosensor 

en neuronas y tejido 

muscular 

Riñón 

SNC 

Músculo esquelético 

SGLT-4 

Glucosa Riñón 

Intestino 

 

SGLT-5 

No se conoce el sustrato Riñón 

Intestino 

 

SGLT-6 
Homología con el 

SGLT-1 

 

 

 

 

2.16. Transportadores de glucosa (GLUT) 

 

El transporte de la glucosa a través de la membrana plasmática de las células representa 

uno de los eventos más importantes del transporte de nutrientes, ya que la glucosa tiene un 

papel central en el metabolismo y la homeostasis celular. El ingreso de la glucosa a las células 
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se lleva a cabo mediante los dos tipos de proteínas acarreadoras: los SGLT y los sistemas 

facilitadores del transporte de glucosa (GLUT). Los GLUT se expresan en todas las células 

del organismo, constituyendo el principal mecanismo de entrada de glucosa a todas las 

células. Los transportadores GLUT son glicoproteínas cuya masa molecular fluctúa entre 45 

y 55 kDa, es una estructura transmembranal conectada entre sí por asas hidrofílicas; la 

primera asa es externa y en algunos GLUT presenta un sitio de glicosilación. Tiene sus 

grupos amino y carboxilo terminales del lado citosólico de la membrana. Su selectividad a la 

glucosa está determinada por una serie de secuencias de aminoácidos altamente conservada. 

Estos transportadores facilitan la entrada de glucosa a favor de su gradiente de concentración. 

Hasta la fecha, se han reportado 14 miembros de esta gran familia de proteínas acarreadoras, 

y en la siguiente tabla se mencionan los 6 principales GLUT (Tabla 4) (Castrejón et al., 2007). 

 

Tabla 4. Transportadores de glucosa GLUT 

 

GLUT Localización 

Familia clase I 

GLUT 1 

Eritrocito 

Cerebro 

Tejido adiposo 

Retina 

Riñón 

 

-De alta afinidad, en tejidos que utilizan como combustible a la 

glucosa. 

-Transportador basal de glucosa, concentración intracelular 

estable. 

GLUT 2 

Hígado 

Células β 

Riñón 

Intestino 

 

-Transporta glucosa dependiendo de la concentración, actúa 

como un glucosensor en las células. 

-Transportador bidireccional, tejido a sangre o viceversa 

(hígado y riñón) 

-Puede transportar fructosa 

 

GLUT 3 Cerebro 

-Junto con GLUT-1, mantienen el nivel basal de glucosa en 

neuronas y placenta. 

 

GLUT 4 

Músculo 

estriado 

Músculo 

cardíaco 

Adipocito 

 

-En condiciones basales está internalizado en vesículas en el 

citosol que responde a: la actividad física o a la insulina 

-Participa en el mecanismo de regulación del metabolismo de 

glucosa, cuando está en altas concentraciones en sangre. 

Familia clase II 

GLUT 5 

Intestino 

 

Eritrocitos 

Riñón 

Espermatozoides 

-Específico para el transporte de fructosa, desde el lumen a la 

célula intestinal. 

-Transporte en el músculo, por su capacidad de utilizar la 

fructosa para la glucolisis y la síntesis de glucógeno de manera 

independiente al GLUT 1 y 4 
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Músculo 

Adipocito 

 

GLUT 6  
-Se ha especulado que es un co-transportador anión/glucosa 

-De baja afinidad 

 

 

 

2.17. Antecedentes de la especie vegetal Cordia morelosana 

 

2.18. Género Cordia 

 

Cordia es un género de árboles y arbustos con flores, pertenecientes a la familia 

Boraginaceae. El género Cordia está constituido por más de 300 especies nativas de América, 

distribuidas ampliamente en África, México, Centroamérica, Sudamérica, Pakistán, Nigeria, 

Ghana e India. Las especies del género Cordia han sido utilizadas para tratar diferentes 

dolencias en los diversos sistemas de medicina tradicional (Oza and Kulkarni, 2017). 

Algunas de sus aplicaciones etnofarmacológicas son: antimicrobianas, antiinflamatorias, 

antihelmínticas, analgésicas, diuréticas, para el tratamiento del sistema digestivo, sistema 

respiratorio, urogenital y sistema cardiovascular (Matias et al., 2015).  La mayoría de las 

especies del género Cordia se utilizan para el tratamiento tradicional de heridas, forúnculos, 

tumores, gota, úlceras, como purificadores de sangre y febrífuga. La decocción de las hojas 

de varias especies, se utilizan para el tratamiento de gripe, fiebre, tos, resfriado, asma, 

calambres menstruales, disentería, diarrea, dolor de cabeza, mordedura de serpiente y como 

tónico. La corteza se usa como astringente y estimulante hepático. La raíz se usa para curar 

la tuberculosis, la bronquitis y malaria. Externamente, se prepara una cataplasma a partir de 

las hojas para tratar la migraña, la inflamación y las heridas.  Los frutos de las plantas del 

género Cordia son muy mucilaginosos y son utilizados como demulcentes y como 

purificador de la sangre, enfermedad del bazo, riñón y pulmón. Algunas de las especies más 

utilizadas en los sistemas de la medicina Ayurveda, Unani y Siddha son: C. dichotoma, C. 

latifolia, C. macleodii, C. myxa, C. rothii y C. obliqua. Por otro lado, los principales 

metabolitos aislados del género Cordia incluyen: terpenos, triterpenos, polisacáridos, ácidos 

grasos, flavonoides, entre otros (Oza and Kulkarni, 2017). 
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Cordia morelosana, es un árbol de 2 a 4 metros de altura con corteza negra; hojas 

alargadas, ásperas en su cara inferior y presenta grupos de flores blancas (Figura 3). 

 

 
 

Figura 3. Cordia morelosana. 

 

 

2.19. Usos de Cordia morelosana en la medicina tradicional  

 

C. morelosana se conoce comúnmente en el estado de Morelos como: Anacahuite, 

cáscara de anacahuite, encinillo, palo de anacahuite, palo prieto, entre otros. Se utiliza en la 

medicina tradicional morelense sola o en combinación con otras especies para el tratamiento 

de enfermedades respiratorias, diarrea, inflamación de riñón, diabetes, dolor de pulmón, 

bronquitis, asma, ronquera, tos y fiebre (Monroy y Castillo, 2007). 

 

2.20. Antecedentes químicos y farmacológicos de Cordia morelosana 

 

A la fecha, no existen estudios químicos reportados para esta especie. Se han aislado 

diferentes tipos de compuestos químicos de otras especies del mismo género, tales como: 

alliodorina, aislado de C. alliodora; cordiaquinona A, aislado de C. Corymbosa; ácido 

rosmarínico, aislado de C. americana, C. dentate, C. dichotoma, C. latifolia y C. 

verbenaceae; rosmarinato de metilo, aislado de C. rufescens y C. dichotoma de donde 

también se aisló el cafeato de metilo; α-humuleno, aislado de C. globosa y C. verbenaceae; 

quercetina, aislada de C. dichotoma, C. macleodii y C. multispicata; estigmasterol, aislado 
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de C. exaltata y C. rufescens; ácido linoleico, aislado de C. boissieri, C. dichotoma, C. 

macleodii, C. rothi y C. myxa; cordiarimida A , aislado de C. globifera, entre otros.  

Por otro lado, en un estudio previo se evaluó el efecto antihiperglucémico del extracto 

etanólico de C. morelosana (EECm) mediante curvas de tolerancia a glucosa, utilizando 

como sustrato glucosa y sacarosa (2 g/kg). El EECm mostró un efecto significativo (p<0.05) 

en la disminución de los niveles de glucosa en sangre y fue comparado con el grupo vehículo 

utilizado. Se utilizó acarbosa (5 mg/kg) y glibenclamida (3 mg/kg), como controles (Giles 

2011).  

 

2.21. Antecedentes de la especie Calea zacatechichi 

 

2.22. Género Calea  

 

El género Calea está constituido por alrededor de 125 especies (Asteraceae), distribuidas 

en regiones tropicales y subtropicales de América. Las especies del género Calea incluyen 

hierbas perennes, a veces con xilopodio leñoso, raíces tuberosas, subarbustos, arbustos o 

árboles pequeños. Las flores aparecen como inflorescencias solitarias, llamadas capitula.  

Las especies de este género han sido ampliamente utilizadas en la medicina tradicional 

para el tratamiento de diferentes padecimientos, por ejemplo: C. integrifolia se usa como 

hipoglucemiante, C. montana se utiliza para el tratamiento de infecciones en la piel 

(cataplasma hecho con las hojas de la planta), C. serrata, se utiliza para el tratamiento de 

úlceras, problemas con el hígado, enfermedades de la piel de humanos y animales, C. uniflora 

se utiliza como antiinflamatorio, analgésico, tratamiento de hematomas, como antiséptico, 

reumatismo, tratamiento de infecciones urinarias y gripe (Aguilar et al., 2017).  

 

Calea zacatechichi. Pertenece a la familia Asteraceae, es un arbusto frágil de 1 a 3 metros 

de alto, a veces leñosos en su base, con el follaje copiosamente resinoso, con hojas arrugadas 

en su cara superior y cubiertas de pelos en el interior (Figura 4). Comúnmente se conoce en 

el estado de Morelos como: hierba del becerro, hierba amargosa, prodigiosa, zacatexixi, entre 

otros (Monroy y Castillo, 2007). 
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Figura 4. Calea zacatechichi. 

 

 

2.23. Usos en la medicina tradicional de Calea zacatechichi 

 

Las ramas y hojas en infusión, se utiliza para aliviar cólicos biliares, dolor de estómago, 

diarrea, paludismo, diabetes, cólico de frio, calmar los nervios, curar el espanto, los corajes, 

amibiasis, falta de apetito, entre otros (Monroy y Castillo, 2007).  

 

2.24. Antecedentes químicos y farmacológicos de Calea zacatechichi 

 

De C. zacatechichi se han aislado diferentes tipos de compuestos químicos como: caleina 

(A-F), zexbrevina (Quijano et al., 1979), caleaolactonas (C, D y E), compuestos tipo 

germacranólidos (Wu et al., 2010) y compuestos tipo flavonoide como 4, 5-dihidroxi-7-

metoxiflavona (Aguilar et al., 2017). 

De acuerdo con lo reportado en la literatura, se han evaluado extractos acuosos y 

etanólicos de C. zacatechichi, y se le han atribuido efectos biológicos como: efecto 

antinociceptivo, antidiarreico (Salaga et al., 2015), antimicrobiano y antiinflamatorio 

(Venegas et al., 2002). En un estudio previo, el extracto metanólico de C. zacatechichi mostró 

efecto antihiperglucémico en curvas de tolerancia oral a glucosa y efecto antidiabético en un 

modelo in vivo de diabetes experimental. Además, en un ensayo in vitro, el extracto 

metanólico de C. zacatechichi mostró el 65 % de inhibición de la actividad de enzimas α-

glucosidasas intestinales, a una concentración de 1 mg/ml (Giles, 2014). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

La DM2 es una condición metabólica crónica que se caracteriza por la hiperglucemia, la 

resistencia a la insulina y el deterioro progresivo del funcionamiento de las células 

pancreáticas beta. Adicionalmente, la DM2 se asocia con comorbilidades y complicaciones 

como la obesidad, hipertensión y ECV (FMD, 2019).  

Actualmente, la diabetes genera un panorama complicado en materia de salud pública en 

México, dado que es una enfermedad de avance progresivo e irreversible y que, por su 

naturaleza, requiere de tratamientos integrales, con la participación de diferentes 

profesionales de la salud.  En México, la diabetes ocupa el segundo lugar como causa de 

mortalidad, aunado al impacto social, económico y médico que representa esta enfermedad 

crónica y de alta prevalencia (INEGI, 2019). 

En el tratamiento de la diabetes, la reducción de la hiperglucemia es el principal objetivo, 

pero la reducción de la presión arterial y el peso, así como el control de la dislipidemia, 

también son importantes para minimizar el riesgo de complicaciones en los pacientes con 

DM2. No obstante la disponibilidad de una amplia variedad de medicamentos antidiabéticos, 

sólo del 50 al 60 % de los pacientes en México alcanza sus metas de control glucémico, por 

lo cual es importante evaluar el impacto de las terapias actuales y las nuevas terapias 

disponibles (FMD, 2019).  

En el tratamiento de la DM2, los agentes antidiabéticos orales desempeñan un papel 

fundamental en el control de esta. Existen diversas razones para el mal control de la DM2, 

incluyendo la eficacia del medicamento, los efectos adversos, el acceso a los medicamentos, 

la baja adherencia y la falta de cambios de estilo de vida (Surapon, 2015).  

Por otro lado, las plantas medicinales han sido utilizadas por la humanidad desde su 

origen para aliviar dolencias y para el mantenimiento de la salud en general (Surendran et 

al., 2014). En este contexto, México es un país privilegiado en cuanto a biodiversidad y donde 

solo un pequeño porcentaje de especies vegetales con uso medicinal han sido exploradas, por 

lo que es importante generar investigación científica que permita explorar el potencial 

farmacológico de las plantas medicinales, extractos o principios activos aislados de las 

mismas (Schlaepfer et al., 2010).  
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Derivado de lo anterior, Cordia morelosana y Calea zacatechichi son dos plantas que se 

utilizan en la medicina tradicional de Morelos y, son candidatos idóneos para la búsqueda de 

metabolitos secundarios con propiedades farmacológicas en blancos terapéuticos implicados 

en la diabetes. 
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4. HIPÓTESIS 

 

Los metabolitos aislados de las especies vegetales Cordia morelosana y Calea 

zacatechichi tendrán efecto antidiabético a través de los efectos antihiperglucémico y de la 

sensibilización de la insulina. 
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5. OBJETIVO GENERAL 

 

Realizar el estudio fitoquímico de Cordia morelosana y Calea zacatechichi, para 

identificar los metabolitos secundarios responsables de la actividad antidiabética.  

 

6. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Aislar los metabolitos secundarios de Cordia morelosana y Calea zacatechichi 

presentes en los extractos alcohólicos. 

• Evaluar el efecto inhibitorio sobre la actividad de enzimas α-glucosidasas de las 

fracciones obtenidas de Cordia morelosana y Calea zacatechichi. 

• Caracterizar los metabolitos aislados utilizando técnicas espectroscópicas y 

espectrométricas. 

• Determinar el efecto biológico de los compuestos aislados sobre la actividad de los 

receptores PPARs. 

• Determinar el potencial antidiabético de algunos de los compuestos aislados en un 

modelo experimental de diabetes no insulino dependiente. 
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7. METODOLOGÍA 

 

7.1. Obtención del material vegetal 

 

Las especies vegetales Cordia morelosana y Calea zacatechichi fueron identificadas y 

recolectadas en el estado de Morelos, por la Dra. Patricia Castillo España del Centro de 

Investigación en Biotecnología (CEIB), UAEM. 

 Cordia morelosana se recolecto en marzo del año 2015, en el Corredor Biológico 

Chichinautzin, Morelos. El número de voucher establecido para Cordia morelosana es 

19011. 

 

7.2. Preparación de la planta 

 

Para este proyecto se utilizaron las partes áreas de ambas especies vegetales, las cuales 

fueron secadas bajo la sombra a temperatura ambiente y trituradas en un molino para obtener 

el material vegetal seco y molido. 

 

7.3. Obtención de los extractos 

 

El proceso de extracción para ambas especies vegetales se llevó a cabo vía maceración 

exhaustiva, se utilizaron disolventes orgánicos en gradiente de polaridad (n-hexano, 

diclorometano, metanol y etanol). El tiempo de maceración fue de 72 horas y se hizo por 

triplicado (Figura 5). Se utilizó un rotaevaporador marca BUCHI-RII a presión reducida y 

temperatura controlada para eliminar todo el disolvente. Posteriormente, cada extracto se 

secó por completo bajo flujo de aire constante y, así, poder determinar el peso total de cada 

extracto. 
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Figura 5. Obtención de los extractos de C. morelosana y C. zacatechichi 

 

 

7.4. Evaluaciones biológicas: in vitro e in vivo 

 

Para el desarrollo experimental del presente trabajo se utilizaron ratones macho cepa CD1 

y ratas macho cepa Wistar, los cuales fueron adquiridos en la Facultad de Medicina de la 

Universidad Autónoma del Estado de Morelos (UAEM). Todos los animales fueron tratados 

según las especificaciones técnicas para la producción, cuidado y uso de los animales de 

laboratorio, Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999 (SAGARPA). 

 

7.5. Curva de tolerancia oral a glucosa (CTOG) 

 

Para este ensayo se utilizaron ratones macho, normoglucémicos. Todos los animales 

fueron sometidos a un ayuno previo de 16 h, con libre acceso de agua. Posteriormente, antes 

de iniciar el ensayo se midieron los niveles de glucosa en sangre al tiempo cero (GLU0) o 

glucosa basal. Se hizo una incisión en la vena de la cola de cada ratón y, se utilizó un 

glucómetro portátil Accuchek Performa para determinar el valor de glucosa en sangre. 

Posteriormente, se formaron tres grupos de experimentación (n=6):  
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Al iniciar el experimento, se administraron las muestras de cada grupo a evaluar a través 

de una administración vía oral, utilizando una sonda de alimentación gástrica y, 30 minutos 

después se administró una solución de glucosa o sacarosa a una dosis de 2 g/kg. Se 

determinaron los niveles de glucosa en sangre en tiempos establecidos (GLUx): 0.5, 1, 1.5, 

2, 2.5 y 3 horas. Los valores de variación de glucosa se calcularon utilizando la ecuación 

descrita por Ortiz Andrade (Ortiz-Andrade et al., 2005). 

 

% 𝐕𝐆 =
𝐆𝐋𝐔𝐱−𝐆𝐋𝐔𝐨

𝐆𝐋𝐔𝐨
× 𝟏𝟎𝟎 

 

Donde % VG representa la diferencia aritmética entre los promedios de los niveles 

plasmáticos de glucosa al tiempo cero (GLU0 o basal) de experimentación y los promedios 

de los niveles de glucosa sanguínea a los diferentes tiempos evaluados en el experimento 

(GLUx).  

  

7.6. Determinación del efecto antidiabético en un modelo de diabetes experimental 

no insulino dependiente (NID) 

 

7.7. Diabetización 

 

Para obtener el modelo experimental de diabetes NID se administró vía intraperitoneal 

(Figura 6) nicotinamida (lado derecho), la cual fue previamente disuelta en una solución 

salina isotónica a una dosis de 40 mg/kg. Posterior a 15 minutos, se administró 
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estreptozotocina (STZ) (lado izquierdo) a una dosis de 100 mg/kg, la cual fue previamente 

disuelta en un buffer frío de citratos pH 4.5.  

Después de una semana de la inducción de la diabetes NID, se monitorearon los niveles 

de glucosa en sangre en cada uno de los animales. Los animales que presentaron niveles de 

glucosa plasmática mayores a 140 mg/dL fueron considerados para el estudio.  

 

 

 
 

 

Figura 6. Administración intraperitoneal en ratones. 

 

 

 

 

7.8. Ensayo antidiabético 

 

Los animales fueron sometidos a un ayuno previo de 13 h, con libre acceso de agua. 

Previo al inicio del ensayo se midieron los niveles de glucosa en sangre a tiempo cero (GLU0) 

o glucosa basal, la medición se llevó a cabo utilizando un glucómetro portátil. 

Posteriormente, se formaron tres grupos de experimentación (n=6): 
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y 7 horas. Los valores de variación de glucosa se calcularon utilizando la ecuación antes 

descrita en la sección 7.5. 

 

7.9. Ensayo de inhibición de enzimas α-glucosidasas 

 

7.10. Obtención del raspado intestinal 

 

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar, las cuales fueron sacrificadas por dislocación 

cervical y, mediante una incisión abdominal, el intestino delgado fue removido y lavado con 

una solución de cloruro de sodio al 0.9 %, solución amortiguadora de fosfato de sodio 10 

mM a pH 7 y ampicilina (1 mg/mL).  El tejido adiposo presente en el intestino fue removido 

y posteriormente se cortó longitudinalmente. El tejido libre de grasa se raspo por la parte 

interna (sobre una superficie de cristal en un baño de hielo) con la finalidad de obtener la 

mucosa intestinal. El material obtenido es homogenizado y almacenado en criotubos de 1.8 

mL a -25 °C (Ramírez et al., 2012).  

 

7.11. Ensayo de inhibición 

 

Para medir la actividad de las enzimas α-glucosidasas, se utilizó almidón como sustrato, 

el cual se preparó con 125 mg/mL en una solución de fosfatos 0.1 M a pH 7. Posteriormente, 

las reacciones se llevan a cabo por cuadruplicado en tubos de ensayo y se evalúan las 

muestras de prueba a una concentración de 1 mg/mL, en presencia de la enzima. Cada 

reacción se inició con la adición de 50 µL de la enzima (raspado intestinal) y se incubaron 

en un termoblock durante 10 minutos, a una temperatura de 37 °C.  Después de 10 minutos 

se detuvieron las reacciones con la adición de 2 µL de acarbosa, en un baño de hielo. 

Finalmente, la determinación de glucosa liberada se mide utilizando un kit comercial de 

glucosa oxidasa (Glucosa GOD-PAD) siguiendo las indicaciones del fabricante. Para ello se 

utilizaron microplacas de 96 pozos, que fueron leídas a una longitud de onda de 492 nm en 

un espectrofotómetro. 
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7.12. Determinación del efecto sobre la expresión relativa de PPARγ, PPARα, 

GLUT-4 y FAPT 

 

Se utilizaron células de fibroblastos 3T3-L1 (9x105 células por pozo), las células fueron 

sembradas en una placa de 6 pozos (Corning Incorporated) en medio DMEM adicionado con 

25 mM de glucosa, 10 % de suero fetal bovino (v/v), 1 mM de piruvato sódico, 2 mM de 

glutamina, 0.1 mM de aminoácidos no esenciales y gentamicina; bajo una atmósfera 

humidificada al 5 % de CO2, a 37 °C. Después de dos días de confluencia, las células se 

diferenciaron fenotípicamente a adipocitos con 0.5 mM de 3-isobutil-1-metilxantina, 0.25 

µM de acetato de dexametasona y 0.8 µM de insulina, durante 48 horas y seguidas de 48 

horas de insulina sola. El medio de cultivo sin insulina fue reemplazado cada dos días durante 

8 días de diferenciación. Posteriormente, las células fueron tratadas durante 24 horas con 10 

µg/mL de los compuestos, para determinar el efecto sobre la expresión de los PPARs, GLUT-

4 y FAPT. 

 

Posteriormente, el ARN fue aislado de las células de cultivo, utilizando el reactivo de 

aislamiento TriPure (Invitrogen). La absorbancia fue medida a 260 y 280 nm para cada 

muestra de ARN y la relación de absorbancia fue de 1.9 ± 0.2. Para confirmar la integridad 

del ARN, se corrió 1 µg en gel de agarosa. El ARN fue revelado con bromuro de etidio y 

visualizado utilizando el Imagen Gel-Logic 212 Pro (Kodak/Caaresream). Después, 2 µg de 

ARN total fue transcrito inversamente usando el ImProm II reverse transcription system 

(Promega, USA); la reacción (20 µL) fue incubada en un termociclador (BioProducts, USA) 

bajo el siguiente programa de ciclos: incubación a 25 °C durante 5 minutos, hasta 42 °C 

durante 55 minutos.  La enzima fue inactivada a 70 °C, durante 15 minutos. Finalmente, las 

muestras fueron enfriadas a 4 °C durante 5 minutos. Posteriormente, se tomó un volumen 

1/10 de cada reacción que fue amplificada, utilizando SYBR Green Master Mix (Roche 

Molecular Biochemicals, Germany), con 0.5 mM de cebadores personalizados de PPARγ 

(F-CCAGAGTCTGCTGATCTGCG; R-GCCACCTCTTTGCTCTGCTC; Gene Bank 

NM_011146.1), PPARα (F-ATGCCAGTACTGCCGTTTTC; R-

GGCCTTGACCTTGTTCATGT, Gene Bank NM_011144), GLUT-4 (F-

GATTCTGCTGCCCTTCTGTC; R-ATTGGACGCTCTCTCTCCAA; Gene Bank 
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NM_009204.2), así como la enzima de iniciación rápida, buffer para PCR y 3.5 nM de 

MgCl2, en un volumen final de 10 µL. Las reacciones fueron medidas en un Rotor-Gene de 

tiempo real (Corbett Life Science). Los PCR fueron llevados a cabo usando las siguientes 

condiciones de ciclos: pre-incubación y desnaturalización a 95 °C durante 10 minutos. El 

umbral de ciclos (Ct) fue medido usando tubos separados y por duplicado. La identidad y 

pureza de los productos de ampliación fueron analizados al inicio de la amplificación 

siguiendo las condiciones del kit SYBER Green, tal cual lo indica la compañía (Roche 

Molecular Biochemicals). Para asegurar la calidad de las mediciones, cada ensayo incluyo 

un control negativo para cada gen. La cantidad de ARNm de cada adipocito fue normalizado 

de acuerdo con la cantidad de ARNm ribosomal que codifica para la proteína 36B4 (F-

AAGCGCGTCCTGGCATTGTCT; R-CCGCAGGGGCAGCAGTGGT; Gene Bank 

NM_007475.2).   

 

Los valores de ΔCt fueron calculados en cada muestra de cada gen de interés como se 

menciona a continuación: Ct gen de interés – Ct gen de referencia (β-actina como el gen de 

referencia, el cual se mantuvo estable durante todo el experimento). Los cambios relativos 

en los niveles de expresión de un gen en específico (ΔΔCt) fueron calculados como ΔCt del 

grupo de prueba menos ΔCt del grupo control y entonces presentado como 2-ΔΔCt. 

 

 

7.13. Acoplamiento molecular sobre PPARγ y PPARα 

 

El acoplamiento molecular es una herramienta útil para predecir el modo de unión de una 

molécula con una diana biológica. Por tal motivo, se determinó el posible modo de unión del 

ácido rosmarínico y el rosmarinato de metilo sobre PPAR α/γ. Las estructuras cristalizadas 

de estas proteínas fueron obtenidas de la base de datos Protein Data Bank (PDB, 

http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do), bajo los códigos de identificación 5HYK y 1I7I. 

Estas proteínas se prepararon en el programa computacional MOE, en el que se minimizó su 

energía y se ionizo a los ligandos. Los cálculos de acoplamiento fueron realizados con el 

programa AutoDock, versión 4.2. el programa AutoDock realiza un acoplamiento 

automatizado del ligando semiflexible con el sitio de unión rígido de la proteína. El programa 
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conlleva varias corridas del experimento (100), donde cada corrida proporciona una 

predicción del modo de unión. Todas las moléculas de agua y los ligandos cristalográficos 

fueron removidas de la estructura, además todos los átomos de hidrógeno fueron añadidos. 

Para todos los ligandos y proteínas, fueron asignadas las cargas de Gasteiger y los átomos no 

polares fueron escondidos. Todas las torsiones fueron consideradas para moverse durante el 

acoplamiento.  

El programa auxiliar AutoGrid generó los mapas electrostáticos del grid. Cada grid fue 

centrado sobre las coordenadas cristalográficas de ligando cristalográfico. Las dimensiones 

del grid fueron 50 x 50 x 50 Å y 60 x 60 x 60 Å para PPAR α/γ, respectivamente, con un 

espacio de grid de 0.375 Å. El algoritmo Genético Lamarckiano fue aplicado para la 

búsqueda usando parámetros ya establecidos. Después del acoplamiento, los resultados 

fueron reagrupados en grupos con RMSD de 0.5-2 Å. Se utilizaron MOE 2018.01 y Pymol 

1.7.4 para la visualización. 

 

7.14. Estudio fitoquímico bio-dirigido de C. morelosana 

 

Con base en los antecedentes y el estudio previo del extracto etanólico de Cordia 

morelosana (EECm), se seleccionó este extracto para llevar a cabo el estudio fitoquímico. Se 

pesaron 49.41 g del extracto para la preparación de la muestra, la cual fue adsorbida con gel 

de sílice, añadiendo gota a gota diclorometano (CH2Cl2), hasta obtener la incorporación total 

de la muestra con la sílice. 

 

7.15. Cromatografía en Columna (CC)  

 

Una vez adsorbida la muestra en la sílice, se aplicó en una columna de vidrio para 

cromatografía. La columna fue previamente empacada con gel de sílice 60 (Macherey-Nagel) 

y CH2Cl2. Posteriormente, se añadió la fase móvil (CH2Cl2, 100 %) para ir obteniendo 

fracciones de 250 mL, la fase móvil consistió en gradientes con disolventes (de polaridad 

ascendente) (Tabla 5), donde se utilizaron diclorometano (CH2Cl2), acetato de etilo (AcOEt) 

y metanol (MeOH). Una vez obtenidas las fracciones, estas se colocaron en un 
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ratoaevaporador con presión reducida y temperatura controlada para eliminar el disolvente 

y, posteriormente, secar completamente con aire cada una de las fracciones obtenidas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El proceso de separación fue monitoreado utilizando cromatografía en capa fina 

(CCF) con cromatoplacas de gel de sílice 60, base de aluminio (Macherey-Nagel, UV254). 

Las fracciones que mostraron similitud cromatográfica fueron reunidas y, posteriormente se 

seleccionaron algunas de ellas para continuar con el proceso de separación mediante diversos 

procesos de re-cromatografía (Tabla 6), y/o para ser analizadas mediante resonancia 

magnética nuclear (RMN) de hidrógeno (1H) y carbono trece (13C).  

 

Tabla 6. Tipos de cromatografía 

 

Cromatografía en 

columna 

Cromatografía en 

capa fina 

Cromatografía 

radial 

Sistema de Vacío 

para Extracción 

en Fase Sólida 

(SVEFS) 

Fase estacionaria: 

gel de sílice 60 

 

Fase estacionaria: 

cromatoplaca gel de 

sílice 60, UV254, base 

de aluminio 

Fase estacionaria: 

yeso y gel de sílice 

60 PF254. 

Fase estacionaria: 

cartuchos gel de 

sílice, C18 

 

Fase móvil: mezcla 

de disolventes en 

polaridad 

ascendente 

Fase móvil: mezcla de 

disolventes en 

polaridad ascendente 

Fase móvil: mezcla 

de disolventes en 

polaridad 

ascendente, 

Fase móvil: 

mezcla de 

disolventes 

(acuosa y 

orgánica) 

Tabla 5. Cromatografía en columna del EECm. 

 

Disolventes Proporción (%) Fracciones obtenidas 

CH2Cl2 100 1-20 

AcOEt 100 21-39 

AcOEt:MeOH 95:5 40-54 

AcOEt:MeOH 90:10 55-76 

AcOEt:MeOH 85:15 77-98 

AcOEt:MeOH 80:20 99-114 

AcOEt:MeOH 70:30 115-128 

AcOEt:MeOH 60:40 129-141 

AcOEt:MeOH 50:50 142-154 

MeOH 100 155-170 

CH2Cl2 = Diclorometano        AcOEt = Acetato de Etilo            MeOH = Metanol 
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Derivado de lo anterior, se obtuvieron en total 170 fracciones las cuales se reunieron en 

cinco grupos principales a los que se les asignaron las siguientes claves: FI, FII, FIII, FIV y 

FV, de acuerdo con lo observado en CCF. 

 

De manera inicial, estos cinco grupos de fracciones fueron seleccionados para determinar 

su efecto inhibitorio sobre la actividad de enzimas α-glucosidasas y, así, dar dirección al 

estudio fitoquímico con base en la actividad biológica mostrada. De este modo, se 

seleccionaron las fracciones que mostraron mayor actividad en el ensayo de inhibición de 

enzimas α-glucosidasas y, posterior a diferentes procesos de re-cromatografía se 

identificaron los siguientes metabolitos secundarios:  

 

Rosmarinato de metilo y ácido rosmarínico, estos compuestos se obtuvieron mediante 

CC del grupo de fracciones con clave FII, ambos compuestos fueron identificados en las 

fracciones eluídas con AcOEt: MeOH (proporción 95:5 %), principalmente. Se obtuvo un 

total de 111 mg del rosmarinato de metilo y 33 mg de ácido rosmarínico, los compuestos se 

observaron como un polvo color beige-marrón.  Los datos espectroscópicos obtenidos 

mediante el análisis de RMN 1H y 13C son los siguientes:  

 

Rosmarinato de Metilo (RM). 1H-RMN (700 MHz, DMSO-d6, espectro 1a) δ 7.48 (1H, d, 

J = 15.9 Hz, H-7), 7.06 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-2), 7.01 (1H, dd, J = 8.3, 2.0 Hz, H-6), 6.77 

(1H, d, J = 8.1 Hz, H-5), 6.64 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-2´), 6.64 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-5´), 6.50 

(1H, dd, J = 8.0, 2.1 Hz, H-6´), 6.26 (1H, d, J = 15.9 Hz, H-8), 5.11 (1H, dd, J = 7.8, 5.1 Hz, 

H-8´), 3.63 (3H, s, -OCH3), 2.97 (1H, dd, 14.3, 5.0 Hz, H-7´), 2.93 (1H, dd, 14.3, 7.8 Hz, H-

7´).  

13C-RMN (175 MHz, DMSO-d6, espectro 1b), δ 170.0 (C-9´), 165.9 (C-9), 148.8 (C-4), 

146.4 (C-7), 145.6 (C-3), 145.0 (C-3´), 144.2 (C-4´), 126.7 (C-1´), 125.3 (C-1), 121.8 (C-6), 

120.1 (C-6´), 116.7 (C-2´), 115.8 (C-5), 115.5 (C-5´), 114.9 (C-8), 112.9 (C-2), 72.8 (C-8´), 

52.0 (-OCH3), 36.2 (C-7´), 36.2 (C-7´). 
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Ácido rosmarínico (AR). 1H RMN (200 MHz, CD3OD, espectro 2a) δ 6.74 (1H, d, J = 15.9 

Hz, H-7), 6.24 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-2), 6.14 (1H, dd, J = 8.2, 1.9 Hz, H-6), 5.97 (1H, d, J = 

8.1 Hz, H-5), 5.94 (1H, d, J = 1.7 Hz, H-2´), 5.98 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-5’), 5.80 (1H, dd, J 

= 8.1, 1.9 Hz, H-6), 5.46 (1H, d, J = 15.9 Hz, H-8), 4.36 (1H, dd, J = 8.2, 4.5 Hz, H-8´), 2.30 

(1H, dd, 14.4, 4.5 Hz, H-7´), 2.18 (1H, dd, 14.3, 8.3 Hz, H-7´).  

13C RMN (50 MHz, CD3OD, espectro 2b), δ 174.1 (C-9´), 168.0 (C-9), 149.7 (C-4), 147.6 

(C-7), 146.8 (C-3), 146.1 (C-3´), 145.2 (C-4´), 129.5 (C-1´), 127.7 (C-1), 123.1 (C-6), 121.8 

(C-6´), 117.6 (C-2´), 116.5 (C-5), 116.3 (C-5´), 115.2 (C-8), 114.5 (C-2), 75 (C-8´), 38 (C-

7´), 38 (C-7´). 

 

Nicotiflorina, este compuesto se obtuvo por precipitación espontánea durante la 

evaporación del disolvente de las fracciones primarias derivadas de la CC del EECm 

(incluida las fracciones del grupo FIII), las fracciones fueron eluídas con un sistema de 

mediana polaridad (AcOEt: MeOH, en proporción 90:10 %).  El precipitado se observó como 

un sólido color amarillo. Al ser analizado mediante CCF, absorbía luz UV y posterior a la 

aplicación de sulfato cérico amoniacal reveló como una mancha color amarillo intenso (color 

característico que sugiere la presencia de un compuesto tipo flavonoide), junto con una 

mancha color marrón. Posteriormente, se intentó obtener el compuesto puro al ser sometido 

a una re-cromatografía con el Sistema de Vacío para Extracción en Fase Sólida (SVEFS), 

utilizando Agua: MeOH como fase de elusión.  En total, se obtuvieron 150 mg del precipitado 

color amarillo, el cual se analizó mediante RMN 1H y 13C. Los datos espectroscópicos 

obtenidos son los siguientes:  

 

Nicotiflorina. 1H RMN (200 MHz, CD3OD, espectro 3a) δ 12.23 (1H, s,  H-5), 8.04 (1H, d, 

J = 8.9 Hz, H-2´, H-6´), 6.88 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-3´,H-5´), 6.35 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-8), 

6.18 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-6), 5.09 (1H, d, J = 7.4 Hz, H-1´´), 4.55 (1H, s, J = 1.3 Hz, H-

1´´´), 1.14 (3H, d, J = 6.0 Hz, H-6´´´).  

13C RMN (50 MHz, CD3OD, espectro 3b), δ 158.3 (C-2), 135.6 (C-3), 179.3 (C-4), 162.8 

(C-5), 99.2 (C-6), 165.8 (C-7), 95.0 (C-8), 159.3 (C-9), 105.5 (C-10), 123.7 (C-1´), 132.4 

(C-2´, C-6´), 116.2 (C-3´, C-5´), 161.3 (C-4´), 104.8 (C-1´´), 75.7 (C-2´´), 78.1 (C-3´´), 71.8 
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(C-4´´), 77.1 (C-5´´), 68.6 (C-6´´), 102.4 (C-1´´´), 72.0 (C-2´´´), 72.3 (C-3´´´), 73.9 (C-4´´´), 

69.5 (C-5´´´), 17.9 (C-6´´´). 

 

1-O-metil-scyllo-inositol, este compuesto se obtuvo como un precipitado color blanco 

presente en las fracciones FIV y FV, derivadas de la CC del EECm. Las fracciones fueron 

obtenidas en un sistema de elusión de mayor polaridad, constituido por AcOEt: MeOH 

(proporción 50:50 %). Los datos espectroscópicos obtenidos son los siguientes:  

 

1-O-metil-scyllo-inositol. 1H RMN (400 MHz, D2O, espectro 4a) δ 3.56 (3H, s), 3.41-3.23 

(5H, m), 3.09 (1H, t, J = 9.4 Hz).  

13C RMN (100 MHz, D2O, espectro 4b), δ 59.74 (-OCH3), 73.39 (C-5, C-3), 73.31 (C-4), 

72.82 (C-4), 83.29 (C-1). 
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7.16. Estudio Fitoquímico de Calea zacatechichi 

 

El extracto metanólico de Calea zacatechichi (EMCz) fue sometido a un proceso de 

extracción líquido-líquido (bipartición). A un total de 36.4 g del extracto se hizo la bipartición 

(por triplicado), utilizando los siguientes disolventes: n-hexano, CH2Cl2, AcOEt y n-butanol, 

en orden consecutivo y, recuperando la fase acuosa (Figura 7).  

 

 
Figura 7. Proceso de extracción líquido-líquido. 
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Las fracciones obtenidas se secaron y se pesaron para llevar a cabo las evaluaciones 

biológicas correspondientes y ser sometidas a procesos de re-cromatografía para la 

obtención, identificación y aislamiento de los metabolitos secundarios.  

 

Se tomaron 8.15 g de la fracción obtenida con n-butanol, la cual se aplicó en una columna 

empacada con gel de sílice flash como fase estacionaria y se utilizó una mezcla de disolventes 

en polaridad ascendente para la fase móvil (AcOEt: MeOH). Posteriormente, el proceso de 

separación fue monitoreado mediante CCF. Resultado de lo anterior, se obtuvieron en total 

67 fracciones y, durante el proceso de evaporación de las fracciones, se observó en la esfera 

la presencia de un precipitado color amarillo. Este precipitado estuvo presente en mayor 

cantidad en las fracciones y, al ser monitoreadas mediante CCF se observaron como manchas 

color amarillo, al ser reveladas con sulfato cérico amoniacal (Figura 8). Las manchas 

amarillas en la CCF es una de las características cualitativas que indican la posible presencia 

de un compuesto tipo flavonoide, los cuales se caracterizan por un color amarillo intenso. 

 

 

 
 

Figura 8. a) Precipitado color amarillo, b) CCF de las fracciones obtenidas, sistema de elusión AcOEt: 

MeOH 7:3. 

 

 

 

Posteriormente, se seleccionaron algunas de las fracciones derivadas de la CC de la 

fracción obtenida con n-butanol, para llevar a cabo una cromatografía radial (CR) y, así, 

poder identificar el o los compuestos presentes en el precipitado.  
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Se aplicaron 200 mg en el disco de CR (1 mm de espesor) para ser eluida con una fase 

móvil constituida por CH2Cl2: MeOH, en proporción 8:2 %. Se obtuvieron fracciones de 5 

mL y cada fracción fue monitoreada mediante CCF.  

Al final del proceso, se obtuvieron en total 36 fracciones, de las cuales 10 de ellas 

mostraron la presencia del precipitado color amarillo, pero no en su forma pura. 

Adicionalmente, se realizaron diversos lavados (con acetona) al precipitado, con la finalidad 

de intentar obtener un precipitado más limpio. Posteriormente, se seleccionó una de las 

fracciones la cual fue asignada con la clave CR-9 para su análisis en RMN 1H y 13C.  

Después del análisis mediante RMN, se identificó al compuesto rutina, los datos 

espectroscópicos obtenidos son los siguientes:  

 

Rutina. 1H RMN (200 MHz, CD3OD, espectro 5a) δ 7.67 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-2´), 7.63 

(1H, dd, J = 2.2 Hz, J = 8.3 Hz,  H-6´), 6.88 (1H, d, J = 8.3 Hz, H-5´), 6.40 (1H, d, J = 2.1 

Hz, H-8), 6.21 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-6), 5.11 (1H, d, J = 7.5 Hz, H-1´´), 4.52 (1H, d, J = 1.4 

Hz, H-1´´´), 1.12 (1H, d, J = 6.1 Hz, H-6´´´).  

13C RMN (50 MHz, CD3OD) δ 157.1 (C-2), 134.2 (C-3), 178 (C-4), 157.9 (C-5), 164.6 (C-

7), 93.4 (C-8), 164.2 (C-9), 122.7 (C-1´), 114.6 (C-2´, ), 114.4 (C-3´), 148.4 (C-4´), 116.3 

(C-5´), 122.1 (C-6´),  101.0 (C-1´´), 74.3 (C-2´´), 76.7 (C-3´´), 72.5 (C-4´´), 75.8 (C-5´´), 

67.1 (C-6´´), 103.3 (C-1´´´), 70.0 (C-2´´´), 70.7 (C-3´´´), 70.8 (C-4´´´), 68.3 (C-5´´´), 16.4 

(C-6´´´). 

 

7.17. Elucidación estructural 

 

La determinación estructural de los metabolitos secundarios se efectuó a través del 

análisis de los experimentos de RMN (1H) y carbono trece (13C). Los experimentos se 

adquirieron en los equipos Varian® de 400 MHz y Mercury 200 MHz para 1H y 100 MHz, 

50 MHz para 13C, respectivamente. Las muestras (aproximadamente 30 mg) fueron disueltas 

en 750 µL de cada disolvente deuterado: CDCl3, CD3OD, DMSO-d6, principalmente. 
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7.18. Análisis estadístico 

 

Los resultados se analizaron a través del programa estadístico GraphPad Prisma 6 para el 

cálculo de análisis de varianza (ANOVA) de dos vías. Los valores de p<0.05 fueron 

considerados estadísticamente significativos y se identificaron con el siguiente signo (*). 

Cada dato fue presentado como la media ± E.E.M, para un grupo de 6 (n=6). 
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8. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

8.1. Determinación del potencial antidiabético del EECm. 

 

Uno de los objetivos del presente trabajo fue determinar el potencial antidiabético del 

EECm, de la cual se han descrito sus usos en la medicina tradicional para el tratamiento de 

diversos padecimientos, incluyendo diabetes (Monroy y Castillo, 2007). Además, se llevó a 

cabo el estudio fitoquímico bio-dirigido para obtener e identificar los metabolitos 

secundarios responsables de la actividad antidiabética y, así, establecer el potencial modo de 

acción de los compuestos químicos obtenidos.  

 

Se determinó el efecto antidiabético en un modelo experimental NID, en ratones. Como 

se muestra en la Gráfica 1, el EECm provocó una disminución significativa (p<0.05) de los 

niveles de glucosa en sangre en ratones diabéticos, en comparación con el grupo vehículo, el 

efecto se observó desde la primera hora post administración y observándose un efecto 

aumentado durante las siguientes horas del ensayo. Además, el efecto observado por parte 

del EECm, fue similar al efecto mostrado con el grupo control, donde se utilizó glibenclamida 

(5 mg/kg), el cual es un fármaco secretagogo de insulina y que es utilizado en la terapéutica 

de la DM2. 
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Gráfica 1. Efecto antidiabético del EECm. Los resultados se expresan como el promedio ± E.E.M. 

(n=6). *p<0.05, ***p<0.001 comparado con el vehículo. 
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En el análisis de los resultados de esta evaluación, la actividad mostrada por el EECm 

podría estar relacionada con alguno de los modos de acción antidiabética más comunes: uno 

relacionado con la actividad postprandial después de la inhibición de las enzimas α-

glucosidasas y/o los co-transportadores de glucosa (SGLT-2 o SGTL-1), relacionados con 

una acción antihiperglucémica; el segundo modo de acción relacionado con la promoción de 

la secreción de insulina, desde las células β del páncreas y el tercer modo de acción 

relacionado con la sensibilización a la insulina (Ortiz et al., 2007).  

Por consiguiente, se decidió llevar a cabo los ensayos a través de curvas de tolerancia oral 

a glucosa (CTOG) (utilizando como sustratos glucosa o sacarosa), para corroborar la 

participación de alguno de estos posibles mecanismos de acción.  

 

8.2.  Evaluación del efecto antihiperglucémico del EECm. 

 

En la Gráfica 2, se muestra el efecto antihiperglucémico del EECm, el cual se evaluó a 

una dosis de 100 mg/kg. Después de una administración oral de glucosa (2 g/kg), el EECm 

indujo una disminución significativa (p<0.001) en la variación porcentual de la glucosa en 

sangre, a partir de la hora 0.5 hasta la hora 3 del ensayo y, el efecto fue comparado con el 

grupo vehículo que se utilizó. Desde el punto de vista de análisis, se conoce que las acciones 

para el control de la hiperglucemia postprandial están relacionados con mecanismos de 

acción pancreáticos y/o extra pancreáticos, como el aumento de la sensibilidad a la insulina 

en los tejidos periféricos, la supresión de glucosa hepática, la estimulación de secreción de 

insulina o debido a la regulación de la absorción de la glucosa desde la luz intestinal, llevada 

a  cabo por los transportadores de glucosa y co-transportadores de glucosa (Ortiz et al., 2008). 
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Gráfica 2. Efecto antihiperglucémico del EECm en una CTOG, sustrato glucosa. Los resultados se 

expresan como el promedio ± E.E.M. (n=6). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 comparado con el 

vehículo. 
 

 

 

Con la finalidad de seguir evaluando el mecanismo de acción relacionado con el efecto 

antihiperglucémico postprandial, se llevó a cabo el ensayo de curva de tolerancia oral a 

glucosa, utilizando como sustrato sacarosa (2 g/kg). En la Gráfica 3, se muestra que el EECm 

indujo un efecto significativo en la disminución del pico hiperglucémico de la curva de 

variación porcentual de glucosa en sangre, desde la hora 0.5 y manteniéndose hasta la hora 3 

del ensayo. El efecto fue comparado con el grupo vehículo. En este ensayo se evaluó como 

control a acarbosa (3 mg/kg), el cual es un inhibidor de enzimas α-glucosidasas; acarbosa se 

utiliza de forma adicional al tratamiento antidiabético oral, para contribuir como estrategia 

terapéutica en la disminución de los niveles de glucosa, sobre todo con efectos en la glucosa 

posterior a la ingesta de alimentos. Los inhibidores como acarbosa actúan en las enzimas α-

glucosidasas, que se encuentran en la pared intestinal, las cuales son responsables de la 

hidrólisis de carbohidratos complejos para su posterior absorción (Taslimi and Gulçin, 2017), 

en consecuencia, hay un retraso en la absorción de glucosa, reduciendo la hiperglucemia 

postprandial y los picos de insulina (Fontana et al., 2011). 
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Gráfica 3. Efecto antihiperglucémico del EECm en una CTOG, sustrato sacarosa. Los resultados se 

expresan como el promedio ± E.E.M. (n=6). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 comparado con el 

vehículo. 

 
 

8.3. Evaluación del EECm sobre la actividad de enzimas α-glucosidasas. 

 

Derivado de los resultados en la sección anterior, se decidió llevar a cabo la evaluación 

del EECm sobre la actividad de las enzimas α-glucosidasas, para saber si este es uno de los 

mecanismos de acción involucrados en la acción antihiperglucémica, debido a lo observado 

en el ensayo in vivo.  

En la Gráfica 4, el EECm inhibió la actividad de las enzimas α-glucosidasas en un 55.6 

% a una concentración de 1 mg/mL, en comparación con el control DMSO y, la inhibición 

fue similar a la producida por Camelia sinensis, extracto utilizado como control positivo 

(Ramírez et al., 2012). Estos resultados mostraron la relación entre la inhibición in vitro de 

la actividad de las enzimas α-glucosidasas y su probable participación en el ensayo a través 

de CTOG, en el que se utilizó sacarosa como sustrato y, donde el EECm mostró un efecto 

antihiperglucémico. 
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Gráfica 4. Efecto del EECm sobre la actividad de enzimas α-glucosidasas. Los resultados se expresan 

como el promedio ± E.E.M. (n=5). ***p<0.001 comparado con DMSO. 

 

 

Como se mencionó anteriormente, se ha sugerido que las fluctuaciones hiperglucémicas 

pueden contribuir al desarrollo de complicaciones crónicas de la diabetes, debido al estrés 

oxidativo e incremento de especies reactivas de oxígeno. En la actualidad, algunas de las 

estrategias terapéuticas para controlar la hiperglucemia postprandial incluyen el uso 

combinado de fármacos como: glinidas, inhibidores DPP-4, agonistas GLP-1, inhibidores 

SGLT-2 e inhibidores de enzimas α-glucosidasas (Pinés et al., 2018).  

 

 

8.4.  Estudio fitoquímico del EECm. 

 

Posterior al análisis de los resultados anteriores y teniendo en cuenta que para Cordia 

morelosana no hay reportes sobre su constitución química, se decidió llevar a cabo el estudio 

fitoquímico bio-dirigido del EECm, con la finalidad de obtener e identificar los metabolitos 

secundarios responsables de las actividades biológicas observadas. 

 

Resultado del estudio fitoquímico del EECm, se obtuvieron en total 170 fracciones que 

al ser monitoreadas mediante CCF se reunieron por similitud cromatográfica y se agruparon 

(Tabla 7). 
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8.5. Evaluación de las fracciones primarias. 

 

Posterior al fraccionamiento primario, se seleccionaron cinco grupos de fracciones por 

su contenido observado en CCF, a los cuales se les asignó la siguiente clave para su 

evaluación: F-I (10-15), F-II (29-34), F-III (78-83), F-IV (122-128) y F-V (153-155). Esto 

se llevó a cabo con la finalidad de bio-dirigir el estudio fitoquímico del EECm y, determinar 

el contenido metabólico en las fracciones primarias que mostraran mayor actividad biológica 

sobre los blancos terapéuticos seleccionados para este proyecto; además, para esclarecer los 

posibles mecanismos de acción involucrados en el potencial efecto antidiabético mostrado 

por el EECm.  

Se evaluaron las fracciones sobre la actividad de las enzimas α-glucosidasas a una 

concentración de 1 mg/mL. En la Gráfica 5, se puede observar que el grupo F-II fue la 

fracción más activa con un porcentaje de inhibición de 68.3±1.19 %, seguida del grupo F-V, 

F-IV, F-III y F-I, con un porcentaje de inhibición de: 50±4.3 %, 48.5±1.7 %, 21.9±2.4 % y 

4.9±3.2 %, respectivamente.  

 

 

Tabla 7. Cromatografía en columna de EECm. 

 

Disolventes % Fracciones Grupos 

CH2Cl2 100 1-20 (1-5) 

(6-9) 

(10-15) 

(16-20) 

(21-24) 

(25-28) 

(29-34) 

(35-36) 

(37-39) 

(40-43) 

(44-50) 

(51-59) 

(60) 

(61-63) 

(64-69) 

(70-77) 

(78-83) 

(84-88) 

(89-93) 

(94-97) 

(98-103) 

(104-108) 

(109-115) 

(116-121) 

(122-128) 

(129-142) 

(143-145) 

(146-151) 

(152) 

(153-155) 

(156-162) 

(163-170) 

 

AcOEt 100 21-39 

AcOEt:MeOH 95:5 40-54 

AcOEt:MeOH 90:10 55-76 

AcOEt:MeOH 85:15 77-98 

AcOEt:MeOH 80:20 99-114 

AcOEt:MeOH 70:30 115-128 

AcOEt:MeOH 60:40 129-141 

AcOEt:MeOH 50:50 142-154 

MeOH 100 155-170 

CH2Cl2 = Diclorometano        AcOEt = Acetato de Etilo            MeOH = Metanol 
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Gráfica 5. Efecto de las fracciones primarias sobre la actividad de enzimas α-glucosidasas. Los 

resultados se expresan como el promedio ± E.E.M. (n=5). ***p<0.001 comparado con DMSO.  

 

 

Derivado de lo anterior, adicionalmente se decidió evaluar el efecto de las fracciones más 

activas (grupo: F-II, F-IV y F-V) a una dosis de 100 mg/kg, en una CTOG, utilizando como 

sustrato sacarosa; para determinar su actividad en un modelo in vivo.  

Los resultados se muestran en las gráficas 6, 7 y 8, donde se puede observar que F-II y F-

IV no tuvieron efecto significativo en la disminución del pico hiperglucémico posterior a la 

ingesta del sustrato (sacarosa 2 g/kg). Cabe mencionar que la fracción F-II (de mediana 

polaridad) no fue completamente soluble en el vehículo utilizado (agua-tween 80 al 10 %) al 

momento de preparar la muestra, por lo cual puede influir en la dosis administrada y el efecto 

mostrado.  
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Gráfica 6. Efecto de F-II en la CTOG, sustrato sacarosa Los resultados se expresan como el promedio 

± E.E.M. (n=6). *p<0.05 comparado con el vehículo. 
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Gráfica 7. Efecto de F-IV en la CTOG, sustrato sacarosa Los resultados se expresan como el 

promedio ± E.E.M. (n=6). *p<0.05 comparado con el vehículo. 
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En la gráfica 8, se evaluó la fracción F-V con la cual no hubo problemas de solubilidad, 

ya que se trataba de la reunión de fracciones de mayor polaridad. En este caso, la fracción F-

V disminuyó los niveles de glucosa en sangre de manera significativa (p<0.05) comparada 

con el vehículo utilizado. El efecto fue sostenido hasta la hora 3, llegando a valores por 

debajo de los niveles basales.   De este modo, podemos inferir que la fracción F-V podría 

contener metabolitos secundarios cuyos mecanismos de acción no solo están en relación con 

las enzimas α-glucosidasas, sino también, con mecanismos de acción relacionados con la 

inhibición del transporte de glucosa y la secreción o sensibilización a insulina, favoreciendo 

el ingreso de glucosa dentro de las células.  
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Gráfica 8. Efecto de F-V en la CTOG, sustrato sacarosa Los resultados se expresan como el promedio ± E.E.M. 

(n=6). *p<0.05 comparado con el vehículo 

 
 
 

8.6. Elucidación estructural de los metabolitos secundarios. 

 

Las fracciones primarias derivadas el estudio fitoquímico del EECm y, que mostraron 

mayor actividad en el ensayo in vivo e in vitro, fueron sometidas a sucesivos procesos de re-

cromatografía (ver sección 7.15.), con la finalidad de obtener e identificar los metabolitos 
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secundarios presentes y, poder establecer su participación como probables responsables de 

la actividad biológica observada.  

Después de los procesos de re-cromatografía, se seleccionaron y se enviaron diferentes 

muestras para su análisis a través de RMN de 1H y 13C. Los compuestos mayoritarios 

identificados fueron los siguientes:  

 

8.7. Rosmarinato de metilo y ácido rosmarínico. 

 

Los compuestos rosmarinato de metilo y el ácido rosmarínico, fueron obtenidos posterior 

a un proceso de re-cromatografía en columna, ambos compuestos se identificaron en la 

fracción que mostró mayor actividad en el ensayo in vitro de enzimas α-glucosidasas, la 

fracción F-II. 

En el análisis de RMN 1H (espectro 1a) y RMN 13C (espectro 1b) para el compuesto 

rosmarinato de metilo se observaron señales en desplazamientos químicos entre 6 a 7 ppm 

para hidrógenos presentes sobre anillos aromáticos, se observaron dos señales dobles (d) en 

7.48 ppm y 6.26 ppm, características de hidrógenos vinílicos con orientación trans por la 

constante de acoplamiento de 15.9 Hz. En un desplazamiento de  5.11 ppm, se observó una 

señal doble de doble (dd) con constantes de acoplamiento de 5.1 y 7.8 Hz que integro para 

un hidrógeno (HX) el cual tenía como vecinos a dos hidrógenos que están sobre un mismo 

átomo de carbono (C8´), en un desplazamiento de 2 a 3 ppm se observaron dos grupos de 

señales doble de doble (dd), con constantes de acoplamiento de 14.3, 5.0 para una y 14.3, 7.8 

Hz para la otra. Adicionalmente, se observó una señal simple de mayor intensidad en 3.63 

ppm, lo que indicó la presencia de tres hidrógenos y por el desplazamiento químico que 

presenta características de metilo base de oxígeno (-CH3) y lo cual fue corroborado por su 

desplazamiento en RMN 13C, de 52 ppm. 

En el caso del ácido rosmarínico, se observaron señales parecidas permitiendo establecer 

que se trataba de una estructura similar, pero la ausencia de la señal en 3.63 ppm en el 

espectro de RMN 1H (espectro 2a) y de 52 ppm en RMN 13C (espectro 2b), lo que permitió 

establecer que se trataba del compuesto ácido rosmarínico. 

La elucidación estructural se hizo con base en las señales observadas en el análisis por 

RMN de 13C y 1H, los datos espectroscópicos fueron comparados con los reportados en la 
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literatura tanto para el rosmarinato de metilo como para el ácido rosmarínico (Tabla 8 y 9, 

respectivamente) (Kang et al., 2004). 

 

 

 

Rosmarinato de metilo. 

 

 

Tabla 8. Datos espectroscópicos, RM 

 

Rosmarinato de metilo (aislado de EECm) 
1H-RMN (700 MHz, DMSO-d6) 
13C-RMN (175 MHz, DMSO-d6) 

Rosmarinato de metilo (literatura) 

400 MHz, MeOH-d4 

 

C δ, integral, m, Cte. 13C δ, integral, m, Cte. 13C 

9´  170.0  173.0 

9  165.9  169.1 

4  148.8  150.6 

7 7.48 (1H, d, J= 15.9 Hz) 146.4 7.55 (1H, d, J= 16 Hz) 148.7 

3  145.6  147.6 

3´  145.0  147.0 

4´  144.2  146.2 

1´  126.7  129.6 

1  125.3  128.4 

6 7.01 (1H, dd, J= 2.0, 8.3 Hz) 121.8 6.95 (1H, dd, J= 2.1, 8.2 Hz) 124.0 

6´ 6.50 (1H, dd, J= 2.1, 8.0 Hz) 120.1 6.60 (1H, dd, J= 2.1, 8.1 Hz) 122.6 

2´ 6.64 (1H, d, J= 2.1 Hz) 116.7 6.70 (1H, d, J= 2.5 Hz) 118.3 

5 6.77 (1H, d, J= 8.1 Hz) 115.8 6.77 (1H, d, J= 8.2 Hz) 117.3 

5´ 6.64 (1H, d, J= 8.0 Hz) 115.5 6.69 (1H, d, J= 8.2 Hz) 117.1 

8 6.26 (1H, d, J= 15.9 Hz) 114.9 6.26 (1H, d, J= 16 Hz) 116.0 

2 7.06 (1H, d, J= 2.1 Hz) 112.9 7.04 (1H, d, J= 2.1 Hz) 114.9 

8´ 5.11 (1H, dd, J= 5.1, 7.8 Hz) 72.8 5.18 (1H, dd, J= 5.3, 7.5 Hz) 75.4 

-CH3 3.63 (3H, s) 52 3.69 (3H, s) 53.5 

7´ 
2.93 (1H, dd, J= 14.3, 5.0Hz) 

36.2 
3.03 (1H, dd, J= 14.4, 4.7 Hz) 

38.7 
2.93 (1H, dd, J= 14.3, 7.8 Hz) 3.02 (1H, dd, J= 14.4, 6.9 Hz) 
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Ácido rosmarinico 

 

 

 
Tabla 9. Datos espectroscópicos, AR  

 

Ácido rosmarínico (aislado de EECm) 
1H-RMN (200 MHz, CD3OD) 
13C-RMN (50 MHz, CD3OD) 

Ácido rosmarínico (literatura) 

400 MHz, MeOH-d4 

 

C δ, integral, m, Cte. 13C δ, integral, m, Cte. 13C 

9´  174.1  174.3 

9  168.0  169.2 

4  149.7  150.5 

7 6.74 (1H, d, J= 15.9 Hz) 147.6 7.54 (1H, d, J= 15.9 Hz) 148.5 

3  146.8  147.6 

3´  146.1  146.9 

4´  145.2  146.1 

1´  129.5  130.0 

1  127.7  128.4 

6 6.14 (1H, dd, J= 1.9, 8.2 Hz) 123.1 6.94 (1H, dd, J= 2.0, 8.3 Hz) 123.9 

6´ 5.80 (1H, dd, J= 1.9, 8. Hz) 121.8 6.60 (1H, dd, J= 2.1, 8.1 Hz) 122.6 

2´ 5.94 (1H, d, J= 1.7 Hz) 117.6 7.03 (1H, d, J= 2.1 Hz) 118.4 

5 5.97 (1H, d, J= 8.1 Hz) 116.5 6.77 (1H, d, J= 8.2 Hz) 117.3 

5´ 5.98 (1H, d, J= 8.0 Hz) 116.3 6.69 (1H, d, J= 8.1 Hz) 117.1 

8 5.46 (1H, d, J= 15.9 Hz) 115.2 6.26 (1H, d, J= 15.9 Hz) 116.0 

2 6.24 (1H, d, J= 1.8 Hz) 114.5 6.74 (1H, d, J= 2.0 Hz) 115.2 

8´ 4.36 (1H, dd, J= 4.5, 8.2 Hz) 75 5.17 (1H, dd, J= 4.3, 8.4 Hz) 75.4 

7´ 
2.30 (1H, dd, J= 14.4, 4.5 Hz) 

38 
3.09 (1H, dd, J= 14.4, 4.3 Hz) 

38.7 
2.18 (1H, dd, J= 14.3, 8.3 Hz) 3.09 (1H, dd, J= 14.3, 8.4 Hz) 

 

 

Por otro lado se hizo una amplia revisión bibliográfica y se encontró que tanto el 

compuesto AR como el RM, han sido aislados de otras especies vegetales del género Cordia 
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(Geller et al., 2010) y, principalmente, el AR es un componente característico de especies 

vegetales que pertenecen a la familia Lamiaceae, de donde se aisló por primera vez a partir 

de Rosmarinus officinalis L y característico también de la familia Boraginaceae, en donde se 

presenta en cantidades más altas. El AR ha sido identificado como uno de los componentes 

activos de diversas plantas medicinales como: Salvia officinalis (Salvia) Thymus vulgaris 

(Tomillo) (Petersen and Simmonds, 2003), Cordia sebestena (árbol, no me olvides) (Dai et 

al., 2010), Cordia verbenacea (Oza and Kulkarni, 2017), Salvia miltiorrhiza (Kang et al., 

2004) y Cordia dichotoma de donde se ha aislado tanto el ácido rosmarínico como el 

rosmarinato de metilo (Oza and Kulkarni, 2017). 

 

Diversos estudios han evaluado las actividades farmacológicas del ácido rosmarínico. 

Se ha descrito que el AR presenta una inhibición significativa de las enzimas α-glucosidasas 

(Kubínobá et al., 2013), lo que confirma el efecto mostrado por el EECm evaluado. También, 

el AR mostró una potente inhibición de la enzima DPP-4 y de PTP-1B en otro estudio. 

Adicionalmente, el AR ha sido identificado como un activador de la AMPK (Jayanthy et al., 

2017). Por otro lado, tratamiento oral con 100 mg/kg del AR, durante 30 días, mejoró los 

niveles de glucosa en sangre, regulo las adipocinas y mejoro la sensibilidad a la insulina en 

ratas diabéticas (Jayanthy et al., 2014). Runtuwene et al. 2016, observaron que el AR redujo 

la hiperglucemia y mejoró la sensibilidad a la insulina, al aumentar la expresión del 

transportador de glucosa GLUT-4 y, Jayanthy y Subramanian (2014), informaron que el AR 

controla la glucosa en sangre regulando el transportador SGLT1 en la membrana intestinal. 

Por otro lado, el compuesto RM se describió por su efecto en la inhibición de enzimas α -

glucosidasas, actividad antihiperglucémica e hipoglucémica (Ruíz-Vargas et al., 2019). 

Después de revisar estos antecedentes, las actividades descritas para estos compuestos 

pueden correlacionarse con los resultados observados en la evaluación de CTOG y el modelo 

de diabetes NID, lo que sugiere que los efectos antidiabéticos del EECm, podrían estar 

vinculados a más de un mecanismo acción y esto debido a la presencia del AR y del RM, 

como componentes mayoritarios. Por otro lado, los antecedentes farmacológicos son más 

escasos para el compuesto RM y casi no existen datos sobre su mecanismo de acción, por 

esta razón y debido a que se aíslo en la fracción que presentó mayor actividad, se decidió 

evaluar su actividad antidiabética y su posible mecanismo de acción como 
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insulinosensibilizador, en un modelo de diabetes NID y en la expresión de PPARs. Los 

resultados se presentarán en un apartado más adelante.  

 

8.8. Nicotiflorina. 

 

Este compuesto se obtuvo por precipitación espontánea durante la evaporación del 

disolvente de las fracciones primarias, entre ellas el grupo de fracciones con clave FIII que 

se evaluó en el ensayo de inhibición de enzimas α-glucosidasas. Se obtuvieron 150 mg del 

precipitado color amarillo, el cual se analizó mediante RMN 1H (espectro 3a) y RMN 13C 

(espectro 3b). En el espectro de RMN 1H se observaron varias señales en desplazamientos 

entre 6 a 8 ppm para los hidrógenos sobre anillos aromáticos correspondientes a los anillos 

del flavonoide, en la región con desplazamientos entre 3 a 5 ppm se evidenció la presencia 

de señales para hidrógenos de un fragmento glucosídico, donde además se observaron las 

señales características para dos hidrógenos anoméricos, lo cual indicó la presencia de dos 

unidades glucosídicas en la molécula, en 4.55 ppm  con una constante de acoplamiento de 

1.3 Hz y 5.09 ppm con constante de acoplamiento de 7.4 Hz. Mediante el análisis de RMN 

13C se confirmó la presencia de estas moléculas al observar las señales en 102.4 y 104.8 ppm, 

correspondientes a ramnosa y glucosa, respectivamente. 

 La elucidación estructural se hizo con base en las señales observadas en el análisis por 

RMN, los datos espectroscópicos fueron comparados con los reportados en la literatura 

(Tabla 10) (Ahmadian et al., 2017). 

 

 
 

Nicotiflorina 
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Tabla 10. Datos espectroscópicos, Nicotiflorina 

Nicotiflorina (aislada de EECm) 
1H-RMN (200 MHz, CD3OD) 
13C-RMN (50 MHz, CD3OD) 

Nicotiflorina (literatura) 
1H-RMN (400 MHz, CD3OD) 
13C-RMN (100 MHz, CD3OD) 

C δ, integral, m, Cte. 13C δ, integral, m, Cte. 13C 

2 - 158.3 - 158.3 

3 - 135.6 - 134.5 

4 - 179.3 - 178.80 

5 12.23 (1H, s) 162.8 - 161.7 

6 6.18 (1H, d, J= 2.1 Hz) 99.2 6.21 (1H, d, J= 1.2 Hz) 99.98 

7 - 165.8 - 165.8 

8 6.35 (1H, d, J= 2.1 Hz) 95.0 6.40 (1H, d, J= 1.2 Hz) 94.95 

9 - 159.3 - 158.3 

10 - 105.5 - 104.8 

1´ - 123.7 - 122.6 

2´, 6´ 8.04 (1H, d, J= 8.9 Hz) 132.4 8.08 (1H, d, J= 8.9 Hz) 132.4 

3´, 5´ 6.88 (1H, d, J= 8.4 Hz) 116.2 6.90 (1H, d, J= 8.9 Hz) 116.0 

4´ - 161.3 - 160.4 

1´´ 5.09 (1H, d, J= 7.4 Hz) 104.8 5.15 (1H, d, J= 7.5 Hz) 104.6 

2´´ - 75.7 - 75.7 

3´´ - 78.1 - 78.1 

4´´ - 71.8 - 71.4 

5´´ - 77.1 - 77.2 

6´´ - 68.6 - 68.5 

1´´´ 4.55 (1H, d, J= 1.3 Hz) 102.4 4.54 (1H, bs) 102.2 

2´´´ - 72 - 72.1 

3´´´ - 72.3 - 72.2 

4´´´ - 73.9 - 73.8 

5´´´ - 69.5 - 69.7 

6´´´ 1.14 (3H, d, J= 6.0 Hz) 17.9 1.14 (3H, d, J= 6.0 Hz) 17.9 
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Como se sabe, los compuestos tipo flavonoides constituyen un amplio grupo de 

compuestos presentes en diferentes especies vegetales, cuyas actividades biológicas han sido 

descritas ampliamente, entre ellas: como antioxidantes, antiinflamatorios, hepatoprotectores, 

analgésicos, antimicrobianos, anticancerígenos y antidiabéticos (Delgado et al., 2015). 

 

C. morelosana es una planta de la familia Boragináceas, al igual que C. dichotoma, de 

la cual se ha aislado el flavonoide nicotiflorina. C. dichotoma ha sido reportada por sus 

efectos hipoglucémicos y antihiperglucémicos en modelos de evaluación in vivo (Jamkhande 

et al., 2013). El flavonoide nicotiflorina se ha reportado como un compuesto neuroprotector, 

antioxidante (El-Mostafa et al., 2014) e inhibidor de la actividad de enzimas α-glucosidasas 

(29.9 ± 5.56 %) (Ávila., 2017).  

 

Por otro lado, aunque la fracción F-III, no tuvo un efecto relevante en el ensayo de 

inhibición de enzimas α-glucosidasas al compararlo con las otras fracciones evaluadas, se 

decidió analizar esta fracción desde el punto de vista cromatográfico, por su contenido 

observado en CCF y por la presencia del precipitado en las fracciones primarias. 

 

 

8.9. 1-O-metil-scyllo-inositol. 

 

Se obtuvo un precipitado color blanco (81 mg) a partir de la re-cromatografía en columna 

de las fracciones de mayor polaridad, incluidas F-IV y F-V, las cuales mostraron actividad 

en el ensayo de inhibición de enzimas α-glucosidasas y, FV en el ensayo in vivo de CTOG.  

 

La elucidación estructural se hizo con base en las señales observadas en RMN 1H 

(espectro 4a) y RMN 13C (espectro 4b), los datos espectroscópicos fueron comparados con 

los reportados en la literatura (Tabla 11) (Sun et al., 2008). 
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 1-O-metil-scyllo-inositol 

 

Tabla 11. Datos espectroscópicos, 1-O-metil-scyllo-inositol 

 

1-O-metil-scyllo-inositol (literatura) 

(400 MHz, D2O)  

 

1-O-metil-scyllo-inositol (aislado de 

EECm) 
1H-RMN (400 MHz, D2O)  

δ, integral, m, Cte. 13C δ, integral, m, Cte. 13C 

3.62 (3H, s) 59.98 3.56 (3H, s) 59.74 

3.47-3.30 (5H, m) 73.66, 73.57, 73.10 3.41-3.23 (5H, m) 73.39, 73.31, 72.82 

3.15 (1H, t, J=9.3 

Hz) 

83.57 3.09 (1H, t, J=9.4 

Hz) 

83.29 

 

 

En la revisión bibliográfica de especies vegetales del género Cordia, no se encontró 

reporte sobre el compuesto 1-O-metil-scyllo-inositol. Sin embargo, se han aislado una amplia 

variedad de isómeros de inositol en otras especies vegetales (familia Fabaceae) (Poongothai 

et al., 2013).  

Existe un gran interés en este tipo de compuestos dado que, en particular, myo-inositol 

y D-chiro-inositol han sido descritos por poseer actividades como miméticos de insulina y 

ser eficientes en la disminución de la glucosa postprandial (Croze et al., 2013). El compuesto 

D-pinitol, otro isómero importante, se ha reportado por su actividad antidiabética (Sharma et 

al., 2014), mientras que el isómero scyllo-inositol posee potencial para el tratamiento de la 

enfermedad de Alzheimer, interactuando directamente con el péptido amiloide, en las células 

beta del páncreas (Sun et al., 2008). 

Como se pudo observar, el compuesto 1-O-metil-scyllo-inositol es uno de los compuestos 

que también podría contribuir de manera importante a la actividad antidiabética mostrada en 

el ensayo in vitro e in vivo por parte del EECm. Las fracciones F-IV y F-V, derivadas del 

estudio fitoquímico bio-dirigido del EECm, también mostraron actividad en el ensayo de 

inhibición de α-glucosidasas y la F-V en el ensayo in vivo.   
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8.10. Determinación del efecto antidiabético e insulino 

sensibilizador de RM y AR: in vivo, in vitro e in silico 

 

8.11. Evaluación del rosmarinato de metilo en un modelo de diabetes 

NID. 

 

Como se mencionó anteriormente, con la finalidad de determinar el potencial 

antidiabético del compuesto RM, para el cual existen muy pocos reportes sobre su actividad 

farmacológica, se evaluó de forma inicial en el modelo de diabetes NID, en ratones.  

 

En la Gráfica 9, el RM evaluado a una dosis de 50 mg/kg, indujo un efecto significativo 

(p<0.001) en los niveles de glucosa plasmática, el efecto hipoglucémico se mantuvo desde 

la hora 3 hasta las 7 horas del ensayo y fue comparado con el vehículo. El efecto por parte 

del RM fue mejor comparado con el efecto mostrado por glibenclamida (5 mg/kg) utilizado 

como control.  

 

Por otro lado, prestando atención a la curva observada y teniendo en cuenta la estructura 

química del RM, este podría comportarse como un profármaco (es un éster metílico del AR), 

ya que después de la administración puede ser metabolizado por esterasas para generar el 

ácido carboxílico libre. Este efecto podría deducirse dado que en la primera hora después de 

la administración, el RM no mostró efecto en la disminución de los niveles de glucosa en 

sangre, sino que se observó hasta la hora 3 del ensayo. La importante actividad antidiabética 

mostrada por RM podría estar relacionada con la acción antihiperglucémica promovida por 

la inhibición de las enzimas α-glucosidasas, según lo descrito por Ruíz-Vargas y cols. (2019), 

donde tuvo un 83 % de inhibición a 0.75 mM. Sin embargo, con la finalidad de evaluar la 

actividad del RM sobre un posible mecanismo de acción relacionado con la sensibilización 

de la insulina, se llevó a cabo el ensayo sobre la expresión de PPARs. 
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Gráfica 9. Efecto antidiabético del RM.  Los resultados se expresan como el promedio ± E.E.M. 

(n=6). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 comparado con el vehículo 

 

 

8.12. Evaluación de RM y el AR sobre la expresión PPARγ, PPARα 

GLUT-4 y FAPT. 

En este ensayo se decidió evaluar los dos compuestos, RM y AR sobre la expresión de 

PPARγ, PPARα, GLUT-4 y FAPT. Células de fibroblastos 3T3-L1 ya diferenciadas a 

adipocitos fueron tratadas por 24 h con una concentración de 10 µg/mL de cada compuesto. 

Posteriormente, se aisló el ARNm para medir la expresión de cada uno y los resultados 

generados se muestran en las siguientes gráficas 10 (A, B, C y D)  

 

Mientras que el AR no mostró efecto sobre el incremento en la expresión los PPARs, el 

compuesto RM aumentó significativamente (aproximadamente 4 veces) la expresión relativa 

del ARNm de PPARγ (gráfica 10 A), así como de su producto de activación GLUT-4 

(Gráfica 10 B), siendo similar al efecto de pioglitazona, fármaco utilizado como control. El 

compuesto RM también mostró un incremento de la expresión del ARNm de PPARα 

(Gráfica 10 C) y FAPT (aproximadamente 4 y 5 veces, respectivamente) (Gráfica 10 D). De 

este modo, podríamos afirmar que el compuesto RM puede activar directamente a los 

receptores nucleares PPARγ y PPARα, lo cual se puede inferir a través del aumento de la 

expresión de la proteína transportadora de glucosa, GLUT-4 inducida por la activación de 
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PPARγ y la proteína transportadora de ácidos grasos FAPT, inducida por la activación de 

PPARα. Los PPARγ, PPARα son expresados en diferentes tejidos blanco y cuyas funciones 

tienen un rol importante en la expresión de genes involucrados en la adipogénesis, 

metabolismo de lípidos, inflamación y la regulación de la homeostasis de glucosa (Wang et 

al., 2014). Su activación es de gran relevancia en la búsqueda y descubrimiento de 

compuestos antidiabéticos y contra la obesidad por incrementar la sensibilidad a la insulina 

y la disminución de la insulino resistencia (Mueller et al., 2008). 

Adicionalmente, pese a que no se observó un efecto en el modelo in vitro por parte del AR 

en la expresión de PPARs, existen varios reportes donde se ha demostrado que en el 

tratamiento de ratas diabéticas HFD-STZ inducidas, se incrementó la expresión de GLUT-4 

en el músculo esquelético (Jayanthy et al. 2017; Runtuwene et al., 2016), lo cual contribuye 

a una disminución de los niveles de glucosa en sangre (Alagawany et al., 2017). Por otro 

lado, diversos estudios han indicado que extractos de Rosmarinus officinalis L., planta de la 

cual se obtuvo por primera vez el compuesto AR y otros compuestos fenólicos relacionados, 

regulan la actividad de PPARγ, la diferenciación de adipocitos e inhiben la lipasa pancreática 

(Zheng et al., 2013).   
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Gráficas 10. A, B, C y D. Efecto de los compuestos AR y RM sobre la expresión de ARNm de PPARs. 

Los resultados representan el promedio ± E.E.M (n=5), comparado con el control. ***p<0.001. 
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8.13. Acoplamiento molecular de AR y RM sobre PPARγ y PPARα 

 

Con base en los ensayos experimentales in vivo (solo RM) e in vitro, se seleccionaron 

ambos compuestos para explicar las posibles interacciones con PPARγ y PPARα. Cada uno 

de los compuestos se acopló con los sitios catalíticos de PPARγ y PPARα, utilizando el 

programa Autodock 4.2.  

 

8.14. Validación de acoplamiento molecular 

 

La Validación fue llevada a cabo en AutoDock 4.2, con base en las interacciones 

importantes hechas por el ligando unido con los aminoácidos del sitio de unión, indicando 

que los parámetros de simulación de acoplamiento son buenos y reproducen esas 

interacciones entre la estructura de rayos X de los blancos planteados, tomando en cuenta los 

modos de unión en donde el RMSD se menor de 2 Å. 

 

8.15. Validación de acoplamiento molecular sobre PPARγ (PDB 1I7I) 

 

De acuerdo con los resultados de la validación se observó que se conservan las 

interacciones cruciales del ligando co-cristalizado. Arrojando una energía de unión de -6.95 

kcal/mol y un RMSD de 0.64 Å. Tesaglitazar (Figura 9) muestra interacciones de tipo puente 

de hidrógeno con His 449, His 323, Ser 289 y Tyr 473, además se observaron interaccion con  

lle 281. 
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Figura 9. Visualización en dos dimensiones de Tesaglitazar en la cavidad de PPARγ, se aprecian las 

interacciones polares (punteadas en azul y verde). 

 

 

8.16. Acoplamiento molecular del ácido rosmarínico sobre PPARγ 

 

Para la elección de éste confórmero, se tomó en cuenta la similitud espacial del ligando 

co-cristalizado. Este presentó una energía de unión de -4.53 kcal/mol. 

En la Figura 10 se muestra al ácido rosmarínico en donde se exhiben las interacciones 

polares con los residuos de aminoácidos Cys 285, Lys 367, Gly284 y otra interacción con el 

aminoácido Ser 342. Cabe mencionar que este modo de unión es distinto al convencional y 

se ha descrito en agonistas parciales de este receptor (Bruning et al., 2007).  
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Figura 10. Visualización en dos dimensiones del ácido rosmarínico en la cavidad de PPARγ, se 

aprecian las interacciones polares (punteadas en azul y verde). 
 

 

8.17. Acoplamiento molecular del rosmarinato de metilo sobre 

PPARγ 

 

Se reagruparon los modos de unión con un RMSD=1.5 Å obteniendo un confórmero. Este 

presentó una energía de unión de -4.53 kcal/mol. El RM mostró una interacción por puente 

de hidrógeno con Lys 263, además se observó otra interacción entre el carbonilo del éster y 

Glu 343. También, se observó una interacción π-catión entre el anillo aromático de la porción 

3,4-(dihidroxifenil) acriloilo y a la vez una interacción de puente de hidrógeno con Cys 285. 

Por otro lado, se predijo una interacción de doble puente de hidrógeno con Ser 342, la cual, 

como se mencionó anteriormente, es característica de los agonistas parciales de PPARγ 

(Figura 11). Los agonistas parciales representan una ventaja sobre los agonistas totales, ya 

que los agonistas totales son relacionados con efectos adversos severos como: aumento de 
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peso, edema, cardiotoxicidad, fracturas óseas (Capelli et al., 2016) e incluso cáncer (Colín-

Lozano et al., 2018). 

 

 

 

 

 

Figura 11. Visualización en dos dimensiones del rosmarinato de metilo en la cavidad de PPARγ, se 

aprecian las interacciones polares (punteadas en azul y verde). 
 

 

 

Como se pudo observar, el AR y RM mostraron un modo de unión característico de 

agonistas parciales, en donde se exhibió la formación de puente de hidrógeno con Ser 342 

(de la cadena interna de la hoja β del receptor) y la interacción con Cys 285 (Figura 12). Es 

importante mencionar que se encuentra descrito que este modo de unión es independiente al 

tradicional (His 449, His 323, Ser 289 y Tyr 473), lo cual explica la actividad que se observó 

para el RM en el ensayo in vitro e in vivo donde el RM tuvo efecto significativo. 
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Figura 12. sobreposicionamiento en tres dimensiones de los compuestos ácido rosmarínico (magenta) 

y rosmarinato de metilo (azul) en donde se aprecian las interacciones en la cavidad de PPARγ.  

 

 

 

8.18. Validación de acoplamiento molecular sobre PPARα (PDB 

5HYK) 

 

Se muestran los resultados de la validación en donde se observa que se conservan las 

interacciones importantes del ligando co-cristalizado (Figura 13). Arrojando una energía de 

unión -10.96 kcal/mol y un RMSD de 0.29 Å. 
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Figura 13. Visualización en dos dimensiones del ácido 2-metil-2-[4-naftalen-1-il) fenoxi] propanoico 

en la cavidad de PPARα, se aprecian las interacciones polares (punteadas en azul y verde). 
 

 

 

8.19. Acoplamiento molecular del ácido rosmarínico sobre PPARα 

 

Para la elección de éste confórmero, se tomó en cuenta la similitud espacial del ligando 

co-cristalizado. Este presentó una energía de unión de -5.39 kcal/mol. 

En la Figura 14, se muestra que el AR genera una red de interacciones de puente de hidrógeno 

con los aminoácidos Ser 280, Tyr 314, Tyr 464 e His 440, en el sitio de unión al ligando de 

PPARα, estos aminoácidos son cruciales para la activación de este receptor.  
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Figura 14. Visualización en dos dimensiones del ácido rosmarínico en la cavidad de PPARα, se 

aprecian las interacciones polares (punteadas en azul y verde). 

 

 

8.20. Acoplamiento molecular del rosmarinato de metilo sobre 

PPARα 

 

Para la elección de éste confórmero, se tomó en cuenta la similitud espacial del ligando 

co-cristalizado. Este presentó un puntaje de -4.9 kcal/mol. 

 

Para el RM se predijeron interacciones (Figura 15) de puente de hidrógeno con los 

aminoácidos Ser 280, Tyr 314 e His 440, aminoácidos cruciales para la activación de este 

receptor, además, se muestra una interacción con Phe 273 presente en el ligando co-

cristalizado y una interacción con Thr 279, lo cual podría reforzar la interacción de este 

ligando con el sitio de unión y, por lo tanto, manifestar actividad biológica.  
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Estos resultados son relevantes para explicar a nivel molecular la actividad de RM en el 

ensayo in vitro, en el cual RM incremento la expresión relativa de este receptor y, en el 

ensayo in vivo, RM disminuyó los niveles de glucosa en sangre de manera significativa. Por 

otro lado, a pesar de que el AR no tuvo ningún efecto en la expresión de los receptores, in 

vitro, el estudio de acoplamiento mostro que el AR tiene interacciones con residuos de 

aminoácidos cruciales para la activación de los receptores. 

 

 

 

 

 

Figura 15. Visualización en dos dimensiones del rosmarinato de metilo en la cavidad de PPARα, se 

aprecian las interacciones polares (punteadas en azul y verde). 
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Figura 16. sobreposicionamiento en tres dimensiones de los compuestos ácido rosmarínico (magenta) 

y rosmarinato de metilo (azul) en donde se aprecian las interacciones en la cavidad de PPARα. 
 

 

 

8.21. Estudio fitoquímico del extracto metanólico de Calea 

zacatechichi (EMCz) 

 

Como se mencionó en los antecedentes de este proyecto, un estudio previo del EMCz 

tuvo un 65 % de inhibición de la actividad de enzimas α-glucosidasas intestinales. Además, 

en un ensayo in vivo, mostro un efecto antihiperglucémico y antidiabético, al disminuir los 

niveles de glucosa en sangre de manera significativa (p<0.01 y p<0.05, respectivamente) 

(Giles, 2015). En el ensayo para determinar el efecto antihiperglucémico, se probaron los 

tres extractos obtenidos de C. zacatechichi y se definió que el extracto EMCz fue el más 

activo, comparado con los otros dos; por esta razón se decidió llevar a cabo el estudio 

fitoquímico y, poder identificar los metabolitos secundarios presentes en este extracto. 

El EMCz fue sometido a un proceso inicial de extracción líquido-líquido (bipartición). A 

un total de 36.4 g de extracto se hizo la bipartición (por triplicado), utilizando los siguientes 

disolventes: n-hexano, CH2Cl2, AcOEt y n-butanol, en orden consecutivo. Derivado de lo 

anterior, se obtuvieron los siguientes pesos (g) para cada fracción: n-hexano (1.63 g), CH2Cl2 

(1.08 g), AcOEt (2.01g), n-butanol (16.5 g) y la fracción acuosa (15.2 g). 
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8.22. Evaluación de las fracciones primarias de EMCz 

 

Con la finalidad de determinar cuál de las fracciones primarias posee actividad en el 

ensayo de enzimas α-glucosidasas, se pesaron 10 mg de cada una y se evaluaron a una 

concentración de 1 mg/mL 

Los resultados se muestran en la Gráfica 11, las fracciones que mostraron mayor 

porcentaje de inhibición son en orden descendente: n-butanol (77.5 ± 0.53 %), AcOEt (66.06 

± 0.78 %), acuosa (44.89 ± 1.86 %) y n-hexano (35.77 ± 3.77 %), comparadas con el DMSO. 
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Gráfica 11. Efecto de las fracciones de EMCz sobre la actividad de enzimas α-glucosidasas. Los 

resultados se expresan como el promedio ± E.E.M. (n=5). ***p<0.001 comparado con DMSO. 
 

 

Con este ensayo preliminar se decidió llevar a cabo el proceso de re-cromatografía en 

columna de la fracción más activa para determinar el contenido metabólico e identificar el o 

los compuestos responsables de la actividad. 

 

8.23. Elucidación estructural 

 

Como se mencionó en la sección 7.16., se llevó a cabo una cromatografía en columna de 

la fracción obtenida con n-butanol, el proceso fue monitoreado mediante CCF y se notó que, 

durante el proceso de evaporación del disolvente, en la esfera había la presencia de un 

precipitado color amarillo (Figura 8). Posteriormente, fueron seleccionadas algunas de las 
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fracciones derivadas de esta CC, para llevar a cabo una cromatografía radial (CR) y, así, 

poder obtener e identificar el o los compuestos presentes en el precipitado.  

Posterior a la CR, se seleccionó una de las fracciones que contenía el precipitado, de 

acuerdo con lo observado en CCF y se le asigno la clave CR-9 para su análisis mediante 

RMN de 1H y 13C. 

En el análisis de RMN se observaron señales características de hidrógenos unidos a 

anillos aromáticos, en un desplazamiento químico de entre 6 a 8 ppm, además, se observaron 

señales que indican la presencia de un compuesto glicosídico en desplazamientos químicos 

entre 3 a 5 ppm y, una señal doble asignada como el hidrógeno anomérico característico de 

una unidad de β-D-glucosa en un desplazamiento químico de 5.11 ppm con constante de 

acoplamiento de7.5 Hz; se observó otra señal doble en 4.52 ppm para un hidrógeno y, una 

señal doble en 1.12 ppm con una integración para tres hidrógenos (-CH3), característica de 

una unidad de ramnosa. Finalmente, se compararon los datos de RMN con los datos 

reportados en la literatura (Tabla 12) y se identificó el flavonoide rutina como uno de los 

componentes de la mezcla.   

 

   
 

Rutina 

 

 

 
Tabla 12. Datos espectroscópicos, Rutina. 

 

 Rutina 

(500 MHz, DMSO-d6) 

(δ, m, J, integral) 

 Rutina aislada de EMCz 

(200 MHz, CD3OD) 

(δ, m, J, integral) 

 

C 1H 13C 1H 13C 

2  157.3  157.1 

3  134.1  134.2 

4  178.2  178.0 

5  157.5  157.9 

6 6.20, d, J=2.0 Hz, 1H 99.5 6.21, d, J= 2.1 Hz, 1H - 
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7  164.9  164.6 

8 6.40, d, J=2.0 Hz, 1H 94.5 6.40, d. J=2.1 Hz, 1H 93.4 

9  162.1  164.2 

10  104.8  - 

1’  122.5  122.7 

2’ 7.66. d, J=2.0 Hz, 1H 116.1 7.67, d, J=2.0 Hz, 1H 114.6 

3’  145.6  144.4 

4’  149.3  148.4 

5’ 6.86, d, J=8.0 Hz, 1H 117.1 6.88, d, J=8.3 Hz, 1H 116.3 

6’ 7.67, dd, J=2.0, 8.0 Hz, 1H 122.0 7.63, dd, J=2.2, 8.3 Hz, 1H 122.1 

1” 5.41, d, J=8.0 Hz, 1H 101.6 5.11, d, J=7.5 Hz, 1H 101.0 

2”  74.9  74.3 

3”  77.3  76.7 

4”  72.7  72.5 

5”  76.7  75.8 

6”  67.9  67.1 

1”’ 4.51, d, 1H 102.2 4.52, d, 1.4 Hz, 1H 103.3 

2”’  70.8  70 

3”’  71.2  70.7 

4”’  71.4  70.8 

5”’  69.1  68.3 

6”’ 0.80, d, J=6.0 Hz, 3H 18.6 1.12, d, J=6.1 Hz, 3H 16.4 

 

 

 

Los flavonoides se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas, se han descrito 

por su actividad como hipoglucémicos e inhibidores de enzimas α-glucosidasas. El 

compuesto rutina ha sido ampliamente descrito por poseer efectos sobre la inhibición de 

enzimas α-glucosidasas intestinales, disminución de la gluconeogénesis, aumento de la 

captación de glucosa, a través secreción de insulina desde las células β del páncreas. También 

posee efectos antioxidantes, efectos cardioprotectores y efectos antihiperglucémicos en 

modelo in vivo de ratas diabéticas STZ; donde también disminuyó los niveles de 

hemoglobina glicosilada (Ahmad et al., 2017). Rutina es un compuesto ampliamente descrito 

por sus actividades farmacológicas, por tal motivo, se decidió ya no llevar a cabo 

evaluaciones para determinar su efecto biológico; pero si es importante mencionar que estos 

antecedentes pudieron corroborar que la presencia de este flavonoide como componente 

mayoritario, de la fracción analizada, es uno de los metabolitos activos del EMCz. 
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9. CONCLUSIONES 

 

El estudio fitoquímico de C. morelosana permitió el aislamiento de cuatro compuestos 

conocidos: ácido rosmarínico, rosmarinato de metilo, nicotiflorina y 1-O-metil-scyllo-

inositol, identificados como los principales componentes del extracto etanólico (EECm);  

donde el ácido rosmarínico y el compuesto rosmarinato de metilo, participan como los 

principales agentes antidiabéticos bioactivos, relacionados con más de un blanco terapéutico 

dirigido al tratamiento de la DM2, tales como, la acción antihiperglucémica (por inhibición 

de enzimas α-glucosidasas y posible inhibición del trasportador de glucosa), la 

sensibilización a la insulina producida por la probable activación o sobreexpresión de PPARγ 

y GLUT-4 y, también es posible que puedan ser útiles en el tratamiento de la dislipidemia 

por sus efectos en la activación o sobreexpresión de PPARα y FAPT. 

 

El análisis fitoquímico de C. zacatechichi permitió el aislamiento del flavonoide rutina, 

como componente mayoritario de la fracción butanólica proveniente del EMCz. Esta fracción 

tuvo el mayor porcentaje de rendimiento, posterior a la extracción líquido-líquido, por lo 

cual, la presencia de este flavonoide puede relacionarse ampliamente con las actividades 

biológicas demostradas previamente y corroboradas con lo reportado en la bibliografía 

científica. 
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10. PERSPECTIVAS 

 

Levar a cabo estudios antidiabéticos subcrónicos de los extractos y compuestos activos para 

determinar sus efectos en mayor periodo de tiempo.  

 

Eficientizar la obtención de los compuestos que mostraron actividad, con la finalidad de 

llevar a cabo más evaluaciones que permitan esclarecer todos los mecanismos de acción 

involucrados en el efecto antidiabético mostrado. 
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