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1. Resumen 

El presente trabajo describe una serie de estudios toxicológicos y farmacológicos 

conducentes a establecer la eficacia de Hintonia latiflora (Sessé et Mociño ex DC.) Bullock, y 

H. standleyana Bullock como agentes gastroprotectores. De manera adicional, se completaron 

los estudios de eficacia como agente antihiperglucémico e hipoglucemiantes de las infusiones 

elaboradas de las cortezas y hojas de las dos especies anteriores y de Exostema caribaeum (Jacq.) 

Roem. et Schult (Rubiaceae). Las tres especies constituyen el grupo de rubiáceas del complejo 

copalchi, el cual se caracteriza por tener cortezas amargas y emplearse como sustitutos de las 

quinas, usadas en el tratamiento de las fiebres palúdicas.  

La evaluación de la toxicidad preclínica aguda en ratón utilizando el método de Lorke 

mostró que las infusiones preparadas a partir de las cortezas y hojas de las tres especies 

analizadas son seguras para roedores ya que en todos los casos la dosis letal media fue superior a 

los 5000 mg/kg. 

La eficacia antidiabética de los extractos acuosos de las hojas y corteza de H. latiflora, 

H. standleyana y E. caribaeum se caracterizó a partir del estudio de los efectos hipoglucemiante 

agudo y antihiperglucémico en ratones normoglucémicos y diabetizados mediante un 

tratamiento con nicotinamida-estreptozotocina (NA-STZ); éste ultimo empleando 

experimentos de tolerancia a la sacarosa y al almidón administrados en forma oral. A pesar de 

las similitudes en la composición química de las tres plantas, se demostró que el mejor agente 

hipoglucemiante es el preparado de las hojas de H. latiflora, mientras que el mejor efecto 

antihiperglucémico lo presentan el extracto acuoso de la corteza de E. caribaeum seguido por el 

extracto acuoso de las hojas de H. standleyana; asimismo, el extracto acuoso de las hojas de H. 

latiflora presenta una actividad antihiperglucemiante significativa en el ensayo de tolerancia a la 

glucosa oral. Con la finalidad de caracterizar el mecanismo de acción por el cual los extractos 

evaluados disminuyen el pico postprandial durante los estudios de tolerancia a la sacarosa oral, 

se determinó la actividad antihiperglucemiante in vivo e in vitro de compuestos selectos, 

aislados de las distintas drogas crudas en estudio, siendo la 7-metoxi-5,3',4'-trihidroxi-4-

fenilcumarina el mejor inhibidor de la actividad enzimática de las α-glucosidasas. 

Se demostró la actividad gastroprotectora de los extractos acuosos de hojas y corteza de 

H. latiflora y H. standleyana utilizando un modelo de lesión gástrica inducida por etanol en 
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ratas. Los resultados indicaron que las cortezas de H. latiflora (DE50= 184.7 mg/kg) y H. 

standleyana tuvieron actividad gastroprotectora significativa a las dosis de 300 mg/kg (80.5 ± 

3.35% y 80.26 ± 3.96% de gastroprotección, respectivamente). Los extractos de hojas también 

fueron activos a partir  de las dosis de 177 mg/kg y 300 mg/kg.  

Los resultados de este segundo grupo de experimentos sugieren que las hojas pueden ser 

usadas de manera alternativa, lo cual, en términos de la conservación del recurso natural es 

relevante, pues como se indicó, las poblaciones de ambas especies de Hintonia son escasas y se 

encuentran en peligro de extinción. Los compuestos 5-O-[β-D-apiofuranosil-(1→6)-β-D-

glucopiranosil]-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina y el ácido clorogénico son algunos de 

los responsables de dicha actividad farmacológica; su efecto está relacionado con la producción 

de grupos sulfhidrilo endógenos, que a su vez favorece la generación del moco alcalino en la 

mucosa gástrica.  

El análisis de la influencia fenológica y geográfica sobre la concentración de compuestos 

farmacológicamente activos en la infusión de las hojas de H. latiflora permitió asegurar el mejor 

régimen de recolección de las mismas con la finalidad de asegurar la concentración adecuada de 

los metabolitos activos y, de esta forma, garantizar la eficacia terapéutica.  

El estudio farmacocinético de glicósidos de 4-fenilcumarinas selectas demostró que 

estos compuestos se hidrolizan para formar la aglicona correspondiente que no se absorbe, al 

igual que su glicósido de origen, en el tracto gastrointestinal, ya que se eliminan en una alta 

proporción por vía fecal. Todos los análisis conducentes a determinar la presencia de dichos 

productos en plasma y en orina demostraron su ausencia. Estos resultados sugieren que las 

diversas actividades farmacológicas de estos productos se dan in situ, con la posibilidad de 

desencadenar cascadas de señalización que explican algunos de los efectos farmacológicos 

observados a nivel sistémico. 

Con las observaciones y los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo de 

investigación, fue posible proponer la formulación de dos preparados fitoterapéuticos:   

• Cápsula de extracto acuoso desecado de corteza de H. standleyana, estandarizada con 

respecto a la 5-O-[β-D-apiofuranosil-(1→6)-β-D-glucopiranosil]-7-metoxi-3',4'-

dihidroxi-4-fenilcumarina, auxiliar en el tratamiento de úlceras gástricas.  
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• Tisana a partir de las hojas secas y fragmentadas de H. latiflora, estandarizada con 

respecto a la 5-O-[β-D-apiofuranosil-(1→6)-β-D-glucopiranosil]-7-metoxi-3',4'-

dihidroxi-4-fenilcumarina y al ácido clorogénico, coadyuvante en el control de los 

niveles de glicemia en pacientes diabéticos.   
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1.1. Abstract 

This dissertation describes the pharmacological and toxicological studies conducted to 

determine the gastroprotective action of Hintonia latiflora (Sessé et Mociño ex DC.) Bullock, 

H. standleyana Bullock. In addition, the antihyperglycemic and hypoglycemic actions of the 

infusion prepared from the leaves a stem bark of Exostema caribaeum (Jacq.) Roem. et Schult 

(Rubiaceae)  and both Hintonia species. The three plants belongs to the Mexican medicinal 

plant complex known as copalchi, featured by their extremely bitter stem bark and their long-

term use as a substitute of cinchona bark for healing fevers associated with malaria. In 

contemporary Mexico, there are popularly used as antidiabetic and gastroprotective agents. 

The preclinical acute toxicity evaluation in mice using the method of Lorke revealed 

the innocuousness of the infusions to these animals since in all cases the lethal dose was higher 

than 5000 mg/kg. 

The hypoglycemic and antihyperglycemic effects of the aqueous extracts of the leaves 

and stem bark of the three plants was assessed using acute and sucrose tolerance tests in normal 

and diabetic (NA-STZ) mice, respectively. Despite of the chemical composition similarities 

between the three plants, the results demonstrated that the best hypoglycemic agent was the H. 

latiflora leaves extract; while the best antihyperglycemic effect was shown by the stem bark 

extract of E. caribaeum, followed by the H. standleyana leaves extract; in addition, the extract 

H. latiflora from the leaves show a significant antihyperglycemic activity in the oral glucose 

tolerance test. In order to characterize the antihyperglycemic mechanism of action of the 

extracts evaluated, the in vitro and in vivo α-glucosidases inhibitory activity was assessed, being 

the 7-methoxy-5,3',4'-trihydroxy-4-phenylcoumarin the best enzymatic activity inhibitor. 

The gastroprotective activity of the H. latiflora and H. standleyana leaves and stem bark 

aqueous extracts was demonstrated; in all cases the gastric injuries formation was significantly 

inhibited. The compounds 5-O-[β-D-apiofuranosyl-(1→6)-β-D-glucopyranosyl]-7-methoxy-

3',4'-dihydroxy-4-phenilcoumarin and chlorogenic acid were some of the active compounds; 

their effect was related with the endogenous sulfhydryl groups production, maintaining the 

gastric mucosal integrity by the alkaline mucus production. 

The chemical study leads to the determination of the identity parameters for the 

unambiguous identification of the three main Rubiaceae species. Additionally, the 
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chromatographic profiles allow the recognition of the different crude drugs: leaves or stem 

bark, thus, letting the characterization of the pharmacologically active principles and their 

standardization. 

The analysis of the phenological and geographical influence in the concentration of 

pharmacologically active compounds in H. latiflora leaves infusion revealed the best harvest 

season ensuring the appropriate content of the active metabolites, and accordingly the 

pharmacological efficacy of the crude drug. 

The pharmacokinetic study of selected 4-phenylcoumarins glycosides showed the in 

vivo hydrolysis into their corresponding aglycones; in none of the cases the compounds were 

absorbed in the gastrointestinal tract, nevertheless they were eliminated in a high rate in the 

feces. All the analyses targeted to their identification in plasma or urine show their absence. 

These results suggest the in situ activity of pharmacological effects of these products, triggering 

molecular pathways that explain some of the biological effects observed at a systemic level. 

Altogether, with the observations and results of this work, it was possible to put 

forward two phytoterapeutic formulations: 

• A dried standardized extract of H. standleyana stem bark lyophilized formulated 

as capsules and intended to the gastric ulcers treatment. 

• A tisane of the H. latiflora dry and fragmented leaves, standardized in relation 

of the 5-O-[β-D-apiofuranosyl-(1→6)-β-D-glucopyranosyl]-7-methoxy-3',4'-

dihydroxy-4-phenilcoumarin and chlorogenic acid, for the glycemic level 

control in diabetics. 
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2. Introducción 

 

Hintonia latiflora (Sessé et Mociño ex DC.) Bullock, H. standleyana Bullock y Exostema 

caribaeum (Jacq.) Roem. et Schult (Rubiaceae) conforman un complejo de plantas medicinales 

conocido como complejo copalchi, el cual se define como un grupo de plantas que reciben el 

mismo nombre común, comparten características morfológicas y/o aromáticas y les son atribuidas 

propiedades curativas similares. Generalmente sobresale una planta que le da el nombre al 

complejo y sale de su área de distribución geográfica por el mercadeo; en este casosobresale la 

rubiácea H. latiflora. El complejo copalchi, se caracteriza por tener cortezas amargas y emplearse 

como sustitutos de las quinas, usadas en el tratamiento de la fiebres palúdicas. En la actualidad su 

uso como agentes antidiabéticos y gastroprotectores se ha popularizado en el país (Linares y Bye, 

1987; Anaya 1991). Además, las plantas del complejo reciben varios nombres vulgares para una 

misma especie, tal es el caso del vocablo “copalchi”, pero también destaca el nombre de “quinas”.  

La especie pilar del complejo, H. latiflora, es una planta no sólo de amplio uso en la 

medicina tradicional sino también con una amplia historia que data de más de 400 años de 

antigüedad. Su corteza es altamente valorada por sus propiedades antidiabéticas (Sahagún, 1540; 

Mociño, 1802; Terres, 1913; Gentry, 1942; Díaz, 1976, Bye, 1986; Martínez, 1989). 

Recientemente, se comprobó el potencial antidiabético de las hojas de H. latiflora, 

presentando tanto propiedad antihiperglucémica como hipoglucemiants significativa. Por otro 

lado, se establecieron los parámetros que permitieron conocer el perfil químico de la infusión de 

las hojas. Con toda esta información, se consideró factible proponer la sustitución del uso de la 

corteza por el de las hojas de H. latiflora (Cristians et al., 2009). 

Si bien existen numerosos estudios referentes a la química y farmacología de H. latiflora, 

H. standleyana y E. caribaeum, estos aún son insuficientes para proponer el desarrollo de un 

preparado fitoterapéutico a partir de alguna de estas especies. Por este motivo, el presente trabajo 

busca aportar información referente a los aspectos de seguridad, eficacia y calidad de los extractos 

acuosos de hojas y cortezas de las tres rubiáceas del complejo copalchi. 

La evaluación de la toxicidad preclínica aguda permitirá establecer los parámetros de 

seguridad de los extractos acuosos para avalar su uso en ensayos farmacológicos en animales, o 
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bien establecer un punto de partida para futuros análisis clínicos, estimando el riesgo de una 

intoxicación aguda. 

La eficacia antidiabética de los extractos acuosos se caracterizará a partir del estudio de los 

efectos hipoglucemiante agudo y antihiperglucémico en ratones normoglucémicos y diabéticos; 

además, se llevarán a cabo estudios in vitro de inhibición de α-glucosidasas con la finalidad de 

entender el posible mecanismo de acción antihiperglucémico. Asimismo, la eficacia 

gastroprotectora de extractos y compuestos, se evaluará utilizando un modelo de lesión gástrica 

inducida por etanol en ratas. 

El análisis de la influencia fenológica y geográfica sobre la concentración de compuestos 

farmacológicamente activos en la infusión de las hojas de H. latiflora dará pie al aseguramiento del 

mejor régimen de recolección de las mismas con la finalidad de asegurar la concentración 

adecuada de los metabolitos activos y, de esta forma, garantizar la eficacia terapéutica.  

Además la comparación de los perfiles cromatográficos de las infusiones de las hojas y 

cortezas de las tres especies permitirá establecer si las muestras comerciales se sustituyen por otras 

especies no pertenecientes al complejo, se adulteran o bien determinar si el producto comercial es 

una mezcla de dos o más especies de copalchi. 

Por último, el estudio farmacocinético de compuestos biodinámicos selectos generará una 

visión preliminar del metabolismo de dichos productos naturales permitiendo así entender la 

manera en la cual ejercen diversas actividades farmacológicas. 

Finalmente, los estudios realizados permitirán proponer la formulación de preparados 

fitoterapéuticos de amplia aceptación para la población mexicana para el tratamiento de la 

diabetes y las úlceras gástricas. 
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3. Antecedentes 

 3.1. Aspectos taxonómicos y etnobotánicos del complejo copalchi 

Hintonia latiflora (Sessé et Mociño ex DC.) Bullock, Hintonia standleyana Bullock y 

Exostema caribaeum (Jacq.) Roem. et Schult son las especies principales que conforman el 

grupo de rubiáceas de un complejo de plantas medicinales conocido como complejo copalchi. 

Un complejo de plantas medicinales se define como un grupo de plantas que reciben el mismo 

nombre común, comparten características morfológicas y/o aromáticas y les son atribuidas 

propiedades curativas similares (Linares y Bye, 1987). Generalmente sobresale una planta que 

le da el nombre al complejo y sale de su área de distribución geográfica debido a su amplia 

comercialización; siendo la rubiácea H. latiflora la que sobresale en este complejo. En el caso 

particular del complejo copalchi, si bien el vocablo “copalchi” es el que se utiliza con mayor 

frecuencia, el nombre de quina también destaca entre los nombres vulgares (Linares y Bye, 

1987; Anaya 1991). 

Dentro del complejo copalchi se encuentran otras especies de la familia Rubiaceae, tal 

es el caso de Coutarea hexandra (Jacq.) K. Schum., Exostema mexicanum A. Gray y Simira 

mexicana (Bullock) Steyerm. Entre las características compartidas para estas especies botánicas 

resalta la presencia de cortezas amargas y su uso tradicional como febrífugos; sin embargo, no 

pueden sustituir a las especies del género Cinchona y deben considerarse como falsas quinas. 

De manera adicional, bajo el nombre de copalchi quedan suscritas diversas especies de 

euforbiáceas, entre las que destacan Croton guatemalensis Lotsy, C. glabellus L., C. niveus Jacq. 

y C. reflexifolius Kunth, lo cual complica la definición y estudio del complejo copalchi (Anaya, 

1991).  

La familia Rubiaceae cuenta con una gran diversidad de especies, especialmente en los 

trópicos, con alrededor de 10 000 exponentes. Esta familia es biológica y morfológicamente 

diversa, con distintas formas de vida y rasgos reproductivos. Las formas de vida varían desde 

las hierbas pequeñas, epífitas, lianas, arbustos y árboles grandes; cuenta con una variedad de 

flores con diferentes sistemas de polinización. Los frutos y semillas son también variados y se 

dispersan mediante varios agentes; inclusive, los rasgos de los frutos se han usado como 

caracteres de clasificación.  Las rubiáceas son una familia conocida por su difícil clasificación a 

nivel intrafamiliar. Un problema persistente en cuanto al esquema de clasificación, es el uso de 
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uno o pocos caracteres como marcadores absolutos de un grupo taxonómico, orillando a 

clasificaciones poco naturales (Bremer et al., 1995). 

La familia Rubiaceae se divide en cuatro subfamilias: Cinchonoideae, Ixoroideae, 

Rubioideae y Antirheoideae. El género Hintonia ha sido difícil de ubicar dentro de una 

subfamilia, inclusive después de estudios filogenéticos utilizando la secuencia del gen del 

cloroplasto rbcL; de esta forma, se encuentra en una dicotomía entre las subfamilias Ixoroideae 

sensu lato y Cinchonoideae sensu stricto (Bremer et al., 1995; Stranczinger et al., 2006). 

El género Hintonia fue descrito por primera vez por Bullock en 1935, quien lo separó 

del género Portlandia. Las especies del género Hintonia son endémicas de México y el norte de 

Centroamérica. Se conocen cuatro especies: H. latiflora (Sessé et Mociño ex DC.) Bullock, H. 

lumaeana (Baill.) Bullock, H. octomera (Hemsl.) Bullock y H. stadleyana Bullock (Borhidi, 

2006; Stranczinger et al., 2006). 

Además de la evidencia molecular, Borhidi (2006) señala una serie de caracteres 

anatómicos que diferencian a H. latiflora de H. standleyana, por mucho tiempo consideradas 

como una sola especie. H. latiflora posee los lóbulos del cáliz y la corola glabros, la superficie 

de las hojas es glabra y posee domacios en el envés. En contraste H. standleyana posee los 

lóbulos del cáliz y corola pubescentes y blanquecinos; la superficie de las hojas es pubescente-

pilosa y el envés es piloso, al menos a lo largo de la venación. 

 

3.1.1. Hintonia latif lora (Sessé et Mociño ex DC.) Bullock  

Hintonia latiflora es un arbusto o árbol de hasta 8 m de alto con ramas cinéreas, corto-

pelosas o glabradas, entrenudos cortos o alargados. Estípulas triangulares, de 2 a 4 mm de 

largo, agudas o acuminadas, con glándula apical; pecíolos delgados, de 0.4 a 2 cm de largo. 

Hojas con lámina ovada, oblonga, oval o ovado-oval, de 3.5 a 12 por 1.5 a 6 cm, redondeada 

hasta aguda en la base, por lo común abruptamente corto-decurrente, obtusa, aguda o 

abruptamente corto-acuminada en el ápice, verde vivo, concolor, glabra o esparcidamente 

corto-pelosa en el haz, la venación plana, corto-pelosa o glabra en el envés, a menudo con 

grupos de tricomas blancos en las axilas de los nervios laterales, domacios, prominentes y 

arcuados, el margen plano. Flores perfectas; axilares, solitarias, pedicelos de 1 a 2.5 cm de 

largo, bracteolados en la mitad o más abajo, bractéolas menudas, sublobuladas; hipanto glabro 

o peloso, de 5 a 7 mm de largo; actinomórficas; lóbulos del cáliz 6, anchamente lineares o 
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tubulados, de 1 a 2 cm de largo; corola blanca o verdosa en seco, de 6 a 8 cm de largo, tubo 

estrechamente obcónico, anguloso, ca. 3 cm de ancho en la garganta, lóbulos 6, plegado-

imbrincados, redondeado-ovados o semiorbiculares, ca. ¼ de largo que el tubo, estambres 6, 

iguales de largo o más cortos que la corola, anteras de 2 a 2.5 cm de largo. Fruto en cápsula 

obovada, aguda en la base, de 2 a 3 por 1.5 a 2 cm, ligeramente comprimida, 6-costada, 

lenticelada y finamente tuberculada, parda. Semillas ovales u orbiculares, de 4 a 7 mm de 

largo, pardas. La planta florece en los meses de febrero y marzo, llegando a presentar una 

floración extemporánea en el mes de junio, las hojas están presentes entre los meses de febrero 

y octubre. Se distribuye a todo lo largo del territorio nacional, llegando al norte de 

Centroamérica; principalmente se distribuye en el bosque tropical caducifolio (Borhidi, 2006; 

Cristians, observaciones personales) (Figuras 1 y 2). 

Nombre científico: Hintonia latiflora (Sessé et Mociño ex DC.) Bullock 

(Rubiaceae) (Icones Plantarum 33: t. 3295: 4. 1935). 

Sinonimias: Coutarea latiflora Sessé et Mociño ex DC. (Prodromus Systematis 

Naturalis Regni Vegetabilis 4: 350. 1830); Coutarea pterosperma (S. Watson) Standley (North 

American Flora 32: 127. 1921); Portlandia pterosperma S. Watson (Proceedings of the 

American Academy of Arts and Sciences 24: 52. 1889) Portlandia hexandra Jacq. (Enumeratio 

Systematica Plantarum 16. 1760). 

Nombres comunes: Campanilla (Jalisco), campanillo (Chiapas), cáscara sagrada, 

chib’u’she (Sonora, Pima), chichicpatli (Náhuatl), copalchi, copalchile, copalquín, corteza de 

Jojutla, huetiyo (Sonora-Chihuahua, Warihío), iwíchuri (Chihuahua, Tarahumara), palo 

amargo, palo amargoso (Sinaloa), palo copalche (Durango), palo de bolsa (Michoacán), quina 

de Michoacán, quina, San Antonio, tacusisha (Nayarit, Cora), tapichogua (Sinaloa, Mayo) y 

tyaacujsixa’a (Nayarit, Cora) (Sahagún, 1540; Mociño, 1802; Arévalo, 1897; Gentry, 1942; 

Díaz, 1976, Bye, 1986, 2007; Martínez, 1989; Argueta et al., 1994). 
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Figura 1.  Hintonia latiflora. A. H. latiflora B.  Domacios C. Flor D.  Estambres E. Fruto F. Filotaxia (Oscar 

Montiel, 2009) 
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Figura 2.  Hintonia latiflora (Sessé et Mociño ex DC.) Bullock. Huetamo, Michoacán. Julio de 2010. (S. 

Cristians, 2010) 
 

Hay una amplia información acerca de los usos de H. latiflora recabada a través de 

diversos estudios históricos y etnobotánicos (Sahagún, 1540; Mociño, 1802; AIMN, 1894, 

Loaeza, 1906, 1907, 1908; Landa, 1913; Terres, 1913; Gentry, 1942; Díaz, 1976, Bye, 1986, 

2007; Martínez, 1989; Argueta et al., 1994). Toda esta información ha sido condensada de la 

siguiente manera: 

Padecimientos del sistema circulatorio. La corteza se utiliza para purificar la sangre. 

También se describe el uso tópico de la corteza hervida para tratar dolores de pecho cercanos 

al corazón. 

Padecimientos del sistema digestivo. El cocimiento y/o infusión de la corteza se usa 

contra problemas digestivos como purgante, contra el dolor de estómago, empacho, gastritis, 

úlcera gástrica, gastroenteritis, o bien como digestivo. Por otro lado, se utiliza en enfermedades 

de la vesícula biliar, “tratar la bilis” y los cálculos biliares. Además, se incluye su uso en el 

tratamiento de los cálculos vesicales. 

Padecimientos del sistema endocrino. El uso de la infusión de la corteza de H. latiflora 

como antidiabético es quizás el uso más difundido hoy en día. 
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Padecimientos del sistema genito-urinario. La corteza en infusión se utiliza como 

diurético y contra diversas enfermedades del riñón. Además, los lavados y la unción de la 

corteza hervida se recomiendan para en el tratamiento de la comezón en los genitales. 

Infecciones e infestaciones. La infusión de la corteza se utiliza como antiparasitario y en 

infecciones causadas por protozoarios, específicamente como antipalúdico. También, se utiliza 

para controlar fiebres relacionadas con el paludismo. 

Heridas. Se utiliza para tratar heridas y granos, a través de lavados con el cocimiento de 

la corteza y la aplicación de corteza seca y pulverizada. Por otro lado, su infusión se usa para 

tratar heridas internas. 

Padecimientos mentales. Se utiliza la infusión de la corteza como tranquilizante. 

Padecimientos del embarazo. El cocimiento de la corteza se utiliza para “quitar el aire de 

las mujeres que se alivian de niño”, tomando la infusión durante el periodo que la madre 

permanece acostada (cuarentena). 

Padecimientos de la piel. Lavados con la infusión de la corteza se utilizan para tratar las 

manchas en la piel y el mal de pinto. También, su uso re recomienda contra la caída del 

cabello. 

 

3.1.2. Hintonia standleyana Bullock 

Hintonia standleyana es un árbol o arbusto de hasta 6 m de alto, tronco cubierto por 

una corteza suberosa, ramas densamente corto-pelosas cuando jóvenes, más tarde glabradas. 

Estípulas deltadas, 2 a 4 mm de largo, agudas o acuminadas. Hojas con pecíolo flexuoso, 0.5 a 

2 cm de largo; lámina ovada o anchamente oval, de 4 a 12 por 1.5 a 6 cm, obtusa o corto-

acuminada en el ápice, redondeada, hasta aguda o subcordada en la base, usualmente corto-

pelosa en el haz, blanco-tomentosa o pelosa a glabrescente en el envés, salvo lo nervios 

hirsutos; pedicelos ebracteolados, 5 a 15 mm de largo. Hipanto densamente peloso, unos 5 

mm de largo, lóbulos del cáliz lineares o subulados, 6 a 10 mm de largo. Flores de olor dulce. 

Corola blanca, tomentosa hasta esparcidamente pelosa por fuera, tubo 3 a 4.5 cm de ancho en 

la garganta, lóbulos triangulares, mitad del largo que el tubo o más cortos. Estambres 

ligeramente más cortos que la corola. Fruto en cápsula obovada, ca. 2 cm de largo, parda, 6-

costada, obscura u obviamente lenticelada. Semillas 5 a 7 de largo, pardas. Esta especie se 
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distribuye en Guerrero, Oaxaca y Veracruz, así como en Guatemala en el bosque tropical 

caducifolio (Borhidi, 2006) (Figura 3). 

Nombre científico: Hintonia standleyana Bullock (Rubiaceae) (Icones Plantarum 

33(4): 6, sub t. 3295. 1935). 

Sinonimias: Coutarea latiflora Sessé et Mociño ex DC. (Prodromus Systematis 

Naturalis Regni Vegetabilis 4: 350. 1830). 

Nombres comunes: Copalchi, copalchi de Jojutla (Morelos), falsa quina, quina 

amarilla (Díaz 1976; González-Chevez, 2000; Monroy y Castillo-España, 2007). 

Usos: antidiabético, febrífugo, antipalúdico, antiparasítico, gastritis, trastornos 

gastrointestinales, úlceras gástricas (Díaz 1976; González-Chevez, 2000; Monroy y Castillo-

España, 2007). 

 

 
Figura 3.  Hintonia standleyana Bullock. Tuzantlan, Guerrero. Julio de 2010. (S. Cristians, 2010) 

 

3.1.3. Exostema caribaeum (Jacq.) Schult.  

 Exostema caribaeum es un árbol o arbusto de hasta 8 m de altura, corteza escamosa café 

con manchas blanquecinas, fisuras longitudinales profundas y anchas. Estípulas interpeciolares 

de 2.5 a 5 mm cilioladas; peciíolo de 3 a 12 mm. Hojas ovadas a elíptico-oblongas, 5 a 11 cm 
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de largo y 1.3 a 5 cm de ancho, ápice acuminado, base aguda, papiráceas, nervios secundarios 

de 4 a 5 pares, pecíolos 6-12 mm de largo, con grupos de tricomas en las axilas de los nervios 

del envés, o a veces densamente pelosas, el margen plano. Flores axilares, solitarias, los 

pedicelos 4 a 10 mm de largo; tubo del cáliz glabro, 3 a 5 cm de largo, lóbulos 1 mm de largo, 

anchos, obtusos o agudos. Corola blanca tornándose violáceo-rosada con la edad, con el tubo 

fusionado terminando con 5 pétalos largos. Estambre exserto, anteras de 2 cm. Los frutos son 

cápsulas ovaladas elípticas de 7 a 15 mm de largo y 6 a14 mm de ancho, que no se abren, de 

color café oscuro; semillas 3-6 mm de largo. El género Exostema es originario de la República 

Dominicana y Cuba; su distribución abarca desde el sur de Florida, incluyendo los Cayos, y 

distribuyéndose hacia el Caribe y Centroamérica. En nuestro país se encuentra en los estados 

de Campeche, Chiapas, Guerrero, Jalisco, Estado de México, Michoacán, Morelos, Oaxaca, 

Puebla, Querétaro, Quintana Roo, San Luis Potosí, Tamaulipas y Yucatán (Anaya, 1991; 

Argueta, et al., 1994; Borhidi, 2006) (Figura 4). 

Nombre científico: Exostema caribaeum (Jacq.) Schult. (Rubiaceae) (Systema 

Vegetabilium 5: 18. 1819). 

Sinonimias: Cinchona caribaea Jacq. (Enumeratio Systematica Plantarum, quas in 

insulis Caribaeis 16. 1760). Exostema longicuspe Oerst. (Videnskabelige Meddelelser fra Dansk 

Naturhistorisk Forening i Kjøbenhavn 1852(2–4): 48. 1853). 

Nombres comunes: carey de costa (Cuba), “caribbean princewood”, “caribbee 

barktree”, cáscara sagrada roja, cerillo, chakiis, sabakche’ (Quintana Roo), “chandelle 

anglaise”, copalche, copalchi de Jojutla, copalchi (Guerrero), copalchi de Michoacán 

(Michoacán), copalti (Estado de México), cuerpo de zapo, hestio (Nicaragua), “jesuitbark” 

(Jamaica), falsa quina, lirio santana, palo de jazmín, palo de quina (Puerto Rico), piñí-piñí, 

“princewood” (Bahamas) quina, quina criolla (República Dominicana), “quinquina piton” 

(Martinica), “quinquina pays” (Hatí), teílla, “yellow-torch” (Islas Vírgenes) (Anaya, 1991; 

Argueta, et al., 1994; Anderson et al., 2005; Little et al., 2001; Monroy y Castillo-España, 

2007). 

Usos: antidiabético, fiebres palúdicas, reumatismo, padecimientos gastrointestinales 

como amibiasis, otras parasitosis, disentería, gastritis, úlceras, clarificar la sangre, fomentos en 

granos, llagas, granos y manchas (Díaz, 1976; Anaya, 1991; Argueta, et al., 1994; Martínez, 

1989). 
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Figura 4.  Exostema caribaeum (Jacq.) Schult. Tuzantlán, Guerrero. Julio de 2010. (A. Madariaga, 2010) 

 

3.2. Antecedentes fitoquímicos  

3.2.1. 4-Fenilcumarinas 

De la corteza y hojas de H. latiflora se han aislado algunos derivados de 4-

fenilcumarinas (1-18) y 4-fenil-5,2'-óxido-cumarinas (19-21) (Figura 5). Estos compuestos 

son de interés, ya que han sido identificados como los principios responsables de la actividad 

antidiabética de los extractos de la planta (Reher y Kraus, 1984; Mata et al., 1990; 1992 y 

2008; Argotte-Ramos et al., 2006; Guerrero-Analco et al., 2007; Cristians et al., 2009). Estos 

metabolitos fueron caracterizados como: 5,7,4'-trimetoxi-4-fenilcumarina (1), 5,7,4'-

trimetoxi-3'-hidroxi-4-fenilcumarina (2), 5,2',5'-trihidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina (3), 5-

O-β-D-galactopiranosil-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (4), 5-O-β-D-

glucopiranosil-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (5), 5-O-β-D-glucopiranosil-7,3',4'-

trihidroxi-4-fenilcumarina (6), 6''-O-acetil-5-O-β-D-glucopiranosil-7,3',4'-trihidroxi-4-

fenilcumarina (7), 5-O-β-D-galactopiranosil-7-metoxi-4'-hidroxi-4-fenilcumarina (8), 5-O-β-

D-glucopiranosil-7-metoxi-2',4',5'-trihidroxi-4-fenilcumarina (9), 5-O-β-D-glucopiranosil-

7,4'-dimetoxi-3'-hidroxi-4-fenilcumarina (10), 6''-O-acetil-5-O-β-D-galactopiranosil-7,4'-

dihidroxi-4-fenilcumarina (11), 6''-O-acetil-5-O-β-D-galactopiranosil-7,3',4'-trihidroxi-4-

fenilcumarina (12), 5-O-[β-D-apiofuranosil-(1→6)-β-D-glucopiranosil]-7-metoxi-3',4'-

dihidroxi-4-fenilcumarina (13), 5-O-[β-D-xilopiranosil-(1→6)-β-D-glucopiranosil]-7-metoxi-
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3',4'-dihidroxi-4-felnilcumarina (14), 5-O-[β-D-xilopiranosil-(1→6)-β-D-glucopiranosil]-

7,4'-dimetoxi-4-felnilcumarina (15), 7-metoxi-4',5'-dihidroxi-4-fenil-5,2'-óxido-cumarina 

(19) y 7,4'-dimetoxi-5'-hidroxi-4-fenil-5,2'-óxido-cumarina (20). 

La composición química de las hojas y la corteza de H. standleyana comparte varias de 

las 4-fenilcumarinas antes mencionadas, de esta forma se han identificado a los metabolitos 4-

7, 11-14 y el compuesto 6''-O-acetil-5-O-β-D-galactopiranosil-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-

fenilcumarina (16) (Mata et al., 2008; Guerrero-Analco et al., 2007; Cristians et al., 2009). 

En el caso de la corteza de E. caribaeum, en 1969 Sánchez-Viesca aisló, a partir de un 

extracto bencénico, un compuesto denominado exostemina (22). Posteriormente, se aislaron 

las 4-fenilcumarinas 2-7, 14 y 16-21 (Mata et al., 1987; 1988; Castillejos-Ramírez, 2013).  

 
 

 R1 R2 R3 R4 R5 R6 

1 OCH3 OCH3 H H OCH3 H 

2 OCH3 OCH3 H OH OCH3 H 

3 OH OCH3 OH H H OH 

4 O-β-D-galactopiranosil OCH3 H OH OH H 

5 O-β-D-glucopiranosil OCH3 H OH OH H 

6 O-β-D-glucopiranosil OH H OH OH H 

7 6''-O-acetil-β-D-glucopiranosil OH H OH OH H 

8 O-β-D-galactopiranosil OCH3 H H OH H 

9 O-β-D-glucopiranosil OCH3 OH H OH OH 

10 O-β-D-glucopiranosil OCH3 H OH OCH3 H 

11 6''-O-acetil-5-O-β-D-galactopiranosil OH H H OH H 

12 6''-O-acetil-5-O-β-D-galactopiranosil OH H OH OH H 

13 O-[β-D-apiofuranosil-(1→6)-β-D- OCH3 H OH OH H 

O OR2

R1

R4

R5

R3

R6

1

3

5

7

1'

3'
5'
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glucopiranosil] 

14 O-[β-D-xilopiranosil-(1→6)-β-D-

glucopiranosil] 

OCH3 H OH OH H 

15 O-[β-D-xilopiranosil-(1→6)-β-D-

glucopiranosil] 

OCH3 H H OCH3 H 

16 6''-O-acetil-5-O-β-D-galactopiranosil OCH3 H OH OH H 

17 O-β-D-galactopiranosil OCH3 H H OCH3 H 

18 O-[β-D-xilopiranosil-(1→6)-β-D-

glucopiranosil] 

OH H OH OH H 

 
                                                                                                    Exostemina (22) 

  R1 R2 R3  

 19 OCH3 OH OH 

 20 OCH3 OCH3 OH 

 21 OH OH OH 

Figura 5.  4-Fenilcumarinas  

 

3.2.2. Triterpenoides de tipo cucurbitano y ursano 

De la corteza de H. latiflora se han aislado cuatro derivados de la dihidrocucurbitacina 

F (23-26), los cuales también se han relacionado con la actividad antidiabética de la especie 

(Reguero et al.,1987; Mata et al., 1990; Déciga-Campos et al., 2006; Guerrero-Analco et al., 

2007) (Figura 6). Estos compuestos son la 23,24-dihidrocucurbitacina F (23), 25-acetil-

23,24-dihidrocucurbitacina F (24), 3-O-β-D-glucopiranosil-23,24-dihidrocucurbitacina F 

(25) y 25-acetil-3-O-β-D-glucopiranosil-23,24-dihidrocucurbitacina F (26). Estos 

compuestos no han sido detectados en las hojas de la planta. 

De igual manera, de la corteza de H. standleyana  se aislaron las dihidrocucurbitacinas 

F 25 y 26 (Déciga-Campos et al., 2006; Guerrero-Analco et al., 2007). Cabe mencionar que 

O
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7 O
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estos compuestos no han sido detectados en las hojas de las dos especies del género Hintonia, o 

el la corteza u hojas de E. caribaeum. 

 
 

 

 R1 R2 R3 

23 OH OH OH 

24 OH OH OAc 

25 OH O-β-D-glucopiranosil OH 

26 OH O-β-D-glucopiranosil OAc 

Figura 6.  Triterpenoides de tipo cucurbitano 

El extracto orgánico de las hojas de H. latiflora contiene ácido ursólico (27) (Cristians 

et al., 2009). El ácido ursólico presenta propiedades antidiabéticas (Gao et al., 2008), ya que 

actúa como un regulador de la apoptosis en ambientes ricos en glucosa (Oh et al., 2007), 

como estimulador de la toma de glucosa por el incremento de la fosforilación del receptor de 

insulina (Zhang et al., 2006) y como un supresor de la angiogénesis en pacientes diabéticos 

con retinopatía no proliferativa (Skopinski et al., 2004) (Figura 7). 

 
27 

 
Figura 7.  Triterpenoide de tipo ursano 
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3.2.3. Alcaloides 

Tanto la corteza como las hojas de H. latiflora y la corteza de H. standleyana, 

contienen ácido desoxicordifolínico (28). Este alcaloide se considera un compuesto marcador 

de las especies del género Hintonia, ya que presenta una distribución restringida (Guerrero-

Analco et al., 2007; Cristians et al., 2009) (Figura 8). 

 

3.2.4. Ácido clorogénico 

La infusión de las hojas de H. latiflora tiene como compuesto mayoritario al ácido 

clorogénico (29); también ha sido detectado en la corteza (Cristians et al., 2009). Las 

propiedades antidiabéticas y antioxidantes de este compuesto han sido ampliamente 

investigadas (Matsui et al., 2006; Basoli et al., 2008; Scherer y Godoy, 2008). Así, se ha 

descrito que 29 reduce la absorción de carbohidratos, mimetizando el efecto de fármacos 

como la acarbosa, inhibe la presencia de picos posprandiales, fenómenos tan dañinos para el 

diabético, y en pacientes normoglucémicos actúa como un agente preventivo contra el 

desarrollo de la diabetes (McCarty, 2005) (Figura 8). 

El compuesto 29 también se ha reportado en las hojas y corteza de H. standleyana, así 

como en la corteza de E. caribaeum 
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Figura 8.  Ácidos desoxicordifolínico (28) y clorogénico (29)  
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3.2.5. Otros compuestos 

De manera adicional, a partir de la corteza de H. latiflora se han aislado la flavona 

5,3',4'-trihidroxi-7-metoxi-flavona (30), el manitol (31) (Camacho, 1990) y el 6-O-β-D-

glucopiranosil-4-metoxi-2,3',4'-trihidroxi-β-fenilestireno (32) (Mata et al., 1992) (Figura 9). 

De la corteza de H. standleyana se aisló el compuesto 31 así como 3-O-β-D-

glucopiranósido del β-sitosterol (33) (Guerrero-Analco, 2007). 

 Para la corteza de E. caribaeum también se ha reportado la presencia del compuesto 31 

(Krebs y Griesinger, 1960). 
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Figura 9.  5,3',4'-trihidroxi-7-metoxi-flavona (30), manitol (31), 6-O-β-D-glucopiranosil-4-metoxi-

2,3',4'-trihidroxi-β-fenilestireno (32) y 3-O-β-D-glucopiranósido del β-sitosterol 
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3.3. Antecedentes toxicológicos y farmacológicos  

3.3.1. Toxicidad aguda y mutagenicidad  

En el ensayo de toxicidad aguda, basado en el método de Lorke en ratones de la cepa 

ICR, un extracto orgánico, CH2Cl2-MeOH (1:1), preparado a partir de la corteza de H. 

latiflora presentó una dosis letal media (DL50) de 2852 mg/kg, sin presentar mutagenicidad ,de 

acuerdo a la prueba de Ames. Tampoco, el extracto fue tóxico para el crustáceo Artemia salina 

(DL50 >1000 µg/ml). El extracto orgánico de las hojas de H. latiflora presentó una DL50 de 

1668 mg/kg utilizando el método de Lorke en ratones de la cepa ICR. Para el caso de H. 

standleyana, los extractos orgánicos preparados a partir de la corteza y hojas presentaron una 

DL50 >5000 mg/kg; las evaluaciones en Artemia salina y la prueba de Ames para el extracto 

orgánico de la corteza tampoco presentaron toxicidad ni mutagenicidad (Déciga-Campos et 

al., 2007; Cristians et al., 2009). El extracto orgánico de la corteza de E. caribaeum presentó 

una toxicidad moderada (700 mg/kg) en el ensayo de toxicidad aguda utilizando el método de 

Lorke; sin embargo, careció de efecto en el ensayo de Artemia salina, y no presentó 

mutagenicidad en la prueba de Ames (Déciga-Campos et al., 2007). 

 

3.3.2. Actividad antiprotozoaria 

Estudios en el IMN demostraron que H. latiflora no surtía efecto en pacientes con 

paludismo, ya que al administrar un extracto fluido de la corteza, en una dosis de 45 g por día, 

no se observaba mejoría en los pacientes (Loaeza, 1908). 

Rivero y Ramírez (1940), como parte del estudio del efecto antipalúdico de la corteza 

de H. latiflora y de sus extractos, analizaron su efecto antiprotozoario contra Haemoproteus 

columbae, causante de un cuadro similar al paludismo en aves, sin encontrar ningún efecto. 

Noster y Kraus (1990) encontraron que los productos de hidrólisis ácida de algunos 

extractos orgánicos, preparados con acetato de etilo, de las cortezas de H. latiflora y E. 

caribaeum presentaban una moderada actividad anti-Plasmodium falciparium in vitro. Sin 

embargo, la actividad fue menor que la observada para los controles positivos (cloroquina y 

quinina). Resultados similares se obtuvieron en un trabajo posterior (Mata, 1993). 

Recientemente, se determinó que los extractos metanólico y de acetato de etilo de la corteza de 

H. latiflora y la 5-O-β-D-glucopiranosil-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (5), a la 

dosis 40 mg/kg/día, durante cuatro días, inhibió significativamente la parasitemia inducida 
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con Plasmodium berghei en ratones en un 70.8%. También se demostró que los productos 5 y 

10 inhiben el desarrollo de los esporozoitos del parásito, cultivados in vitro; las 

concentraciones inhibitorias medias (CI50) fueron de 24.7 y 25.9 µM, respectivamente 

(Argotte-Ramos et al., 2006).  

Camacho y colaboradores (2003) comprobaron la actividad antiprotozoaria moderada 

de un extracto metanólico elaborado con la corteza de H. latiflora. En este caso los organismos 

de prueba fueron Leishmania donovani (CI50 85.1 mg/mL) y Trypanosoma brucei (CI50 31.25 

mg/mL). 

 

3.3.3. Actividad antimicrobiana 

En un estudio sobre el potencial antimicrobiano de las cortezas de H. latiflora y E. 

caribaeum se demostró que los extractos metanólicos fueron inactivos contra levaduras y 

bacterias tanto gram-positivao como gram-negativo. S,in embargo, los compuestos 4 y 21 

presentaron una actividad moderada contra Candida albicans; su concentración mínima 

inhibitoria fue de 12 µg/mL, comparable a la del control positivo nistatina (6 µg/mL). En este 

mismo trabajo se comprobó que los glicósidos de 4-fenilcumarina 8 y 7, así como los 

compuestos 25 y 32, otros metabolitos secundarios aislados a partir de la corteza de H. 

latiflora carecen de actividad antimicrobiana contra diferentes microorganismos de prueba 

(Rojas et al., 1992). 

 

3.3.4. Actividad antinociceptiva 

El extracto orgánico de la corteza de H. latiflora presentó actividad antinociceptiva 

significativa en la prueba de estiramiento abdominal a las dosis de 75 a 600 mg/kg, mientras 

que en la prueba de placa caliente tuvo efecto importante en el intervalo de dosis de 50 a 150 

mg/kg (Ángeles-López, 2006). En el caso del extracto orgánico de la corteza de H. standleyana, 

se registró una respuesta significativa dosis-dependiente en el ensayo de estiramiento 

abdominal, con un comportamiento similar al del control positivo metamizol. 

Adicionalmente, aumentó significativamente la latencia al estímulo térmico en el ensayo de la 

placa caliente. El compuesto 25 redujo significativamente el número de estiramientos en el 

modelo de dolor inflamatorio e incrementó la latencia en el modelo térmico de nocicepción. 

Ambos efectos fueron también dependientes de la dosis. Cabe destacar, que el efecto del 
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compuesto 25 (100 mg/Kg) también fue similar al efecto del metamizol (100 mg/kg) en el 

ensayo de estiramiento abdominal, pero fue menor a la acción antinociceptiva de la morfina (5 

mg/kg), en el modelo de la placa caliente (Déciga-Campos, et al., 2007). Los compuestos 28 y 

13 no presentaron actividad analgésica significativa cuando fueron comparados con los grupos 

control (vehiculo, metamizol y morfina) en los dos modelos experimentales de nocicepción. 

El efecto del producto 25 podría involucrar la vía de NO-GMPc, la apertura de 

canales de K+ sensibles a ATP y la estimulación de los receptores opioides ya que el 

pretratamiento de los animales de experimentación con un antagonista no específico de los 

receptores opiodes, como la naloxona o con un inhibidor de la sintasa del NO como el L-

NAME o con un bloqueador de los canales de K+ sensibles a ATP como la glibenclamida, 

antagoniza el efecto antinociceptivo del compuesto de prueba. 

 

3.3.5. Actividad antidiabética 

Los primeros estudios sobre los efectos antidiabéticos de H. latiflora se remontan a 

principios del siglo XX, con el trabajo desarrollado por científicos del Instituto Médico 

Nacional. En ese marco, José Terrés (1913), aisló de la corteza de H. latiflora hasta 5.3% de 

una sustancia que denominaron “glucósido”, que cuando fue suministrado por vía oral, en 

dosis altas, a perros sometidos a una dieta constante, provocó un incremento de la secreción 

urinaria, vómitos y evacuaciones diarreicas. En perros con diabetes floridzínica no se pudo 

demostrar la acción antiglucosúrica. Ese mismo año, Everardo Landa (1913) administra por 

vía oral el extracto fluido de la corteza de H. latiflora, en dosis de 50 a 100 gotas diarias, a tres 

grupos de enfermos, uno de individuos con riñones sanos, otro de enfermos renales y otro con 

perturbaciones urinarias de importancia. En los tres grupos, se confirmaron los efectos 

diuréticos del extracto y en los diabéticos disminuyó la glucosuria, pero no de manera 

definitiva o total (Figura 10). Además, se encontró mejoría en enfermos con cirrosis atrófica 

del hígado (Landa, 1913). 
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Figura 10. Reproducción de la gráfica original contenida en el tomo XII de los AIMN, reportando la actividad 

antidiabética de H. latiflora (Tomado de Terres, 1913). 

 

Años después, siguiendo los lineamientos de la Farmacopea Nacional de 1930 y de la 

Farmacología Nacional de 1913, textos oficiales donde se reconocía la actividad 

antiglucosúrica y antidiabética de H. latiflora, Francisco Guerra (1947), utilizando el extracto 

fluido de la planta, no encontró una modificación significativa de la glucemia normal, ni 

alteración en la hiperglucemia provocada en conejos. La administración mediante sonda 

nasogástrica de tres dosis de 15 mL de extracto fluido de H. latiflora, incrementó la glucemia 

en ayunas, la glucemia media diurna, la diuresis y la glucosuria, generando además en los 

animales náuseas, vómitos y polidipsia. 

Posteriormente estos trabajos fueron confirmados por investigadores en Alemania, 

Francia e Italia mediante el empleo de varios modelos experimentales en animales. Así, Kaiser 

y Geyer (1955) en Alemania, y Paris y Bastien (1961) en Francia comprobaron que los 

extractos de H. latiflora administrados por vía oral después de una carga de glucosa (prueba de 

tolerancia a la glucosa) provocaron una disminución del pico postprandial en los animales 

tratados. A finales de la década de los noventas, en otro estudio realizado en Italia, Pinto y 

colaboradores (Pinto et al., 1997) demostraron el efecto hipoglucemiante del Sucontral®, un 
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preparado herbolario alemán a base de la corteza de H. latiflora, en ratas normoglucémicas 

durante un experimento de tipo crónico. 

En el año 2000 Korec y colaboradores, en Alemania, comprobaron el efecto 

antihiperglucémico agudo en ratas diabéticas del producto de síntesis 3',4',5-trihidroxi-7-

metoxi-4-fenilcumarina y de un extracto nativo de “copalchi”, fabricado por la empresa Harras 

Pharma Curarina, misma compañía que produce el Sucontral®. Tanto el producto de síntesis 

como el extracto, administrados por vía oral, disminuyeron significativamente los niveles de 

glucosa sanguínea en ratas con diabetes inducida por estreptozotocina. Los autores 

propusieron en esa ocasión que el compuesto de síntesis era uno de los principios activos 

responsables del efecto farmacológico del extracto. 

En estudios recientes, el extracto orgánico de corteza de H. standleyana (100 mg/kg) 

presentó, en ratas Wistar normoglucémicas y diabéticoas inducidas con STZ, una reducción 

significativa en los niveles de glicemia. Los compuestos 13 y 25 son los principios activos de 

la corteza de H. standleyana, ya que en su dosificación subcrónica (10 mg/kg y 30 mg/kg) 

provocaron la disminución de los niveles de glucosa en sangre, llegando a restarurarlos por 

completo mediante la acción del compuesto 13 (Guerrero-Analco, 2005). 

El extracto orgánico de H. latiflora presentó un efecto hipoglucemiante cercano al -

24% de variación de glucemia, el cual se mantuvo a lo largo de todo el experimento. En 

animales con diabetes inducida con STZ, el mayor efecto se observó a las dosis de 100 y 300 

mg/kg a las 9 horas (–21 y –33.4%, respectivamente) (Guerrero-Analco et al., 2007). Cabe 

mencionar que estas evaluaciones mostraron resultados positivos en estudios agudos y 

crónicos. Los autores relacionaron la actividad a los compuestos ya conocidos para estas 

plantas, como son las 4-fenilcumarinas y cucurbitacinas. El mecanismo de acción involucra el 

efecto estimulante en la secreción de insulina por parte de las células β del páncreas, y una 

estimulación del metabolismo de glucógeno hepático (Guerrero-Analco et al., 2007). 

También, se evaluaron los extractos orgánicos de hojas de H. latiflora y H. standleyana 

en animales normoglucémicos, presentando un efecto hipoglucemiante de –36.7% y –44.6%, 

de variación de glucemia, respectivamente, a la dosis de 300 mg/kg a las 9 horas del 

experimento. En el caso de ratas con diabetes inducida con STZ, el efecto hipoglucemiante se 

presentó, en ambos casos, a partir de las 3 horas y se mantuvo a lo largo del experimento 

teniendo un efecto máximo para las dosis de 100 y 300 mg/kg a las 9 horas (-62.6 y -68.8% 
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para H. latiflora y -30.9 y -39.6% para H. standleyana) (Cristians et al., 2009). En una prueba 

de tolerancia a la glucosa oral en ratones diabéticos cepa ICR, el extracto orgánico de H. 

latiflora, a las dosis de 100 y 500 mg/kg, evita la presencia del pico postprandial, ya que 

presentaron un aumento de la concentración de la glucosa sanguínea menor al 10%, 

mostrando una importante actividad antihiperglucémica (Cristians, 2009). 

El efecto antihiperglucémico de las hojas de H. latiflora está relacionado con su contenido de 

metabolitos secundarios con propiedades antidiabéticas, principalmente las 4-fenilcumarinas 

(Guerrero-Analco et al., 2005 y 2007), el ácido ursólico (Skopinski et al., 2004; Zhang et al., 

2006; Oh et al., 2007; Gao et al., 2008) y el ácido clorogénico (McCarty, 2005; Matsui et al., 

2006; Basoli et al., 2008; Scherer y Godoy, 2008). 

 

3.3.6. Actividad vasodilatadora 

En el año 2005, Vierling demostró el efecto vasodilatador in vitr, en el modelo de 

aorta de rata pre-contraída con noradrenalina, del extracto íntegro de H. latiflora (IC50 51,98 

µg/mL) y de la 3',4',5-trihidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina, aglicona de los principales 

glicósidos presentes en la planta, esta última a la concentración de 60 µg/mL  provoca una 

inhibición de la contracción inducida de un 72%. 

 

3.3.7. Ensayos clínicos 

Recientemente, Korecova y colaboradores (2006) describieron el estudio clínico del 

preparado Sucontral®. El estudio se realizó con 30 pacientes afectados por diabetes tipo II. El 

estudio fue abierto, monocéntrico y no controlado. Todos los pacientes se sometieron a una 

dieta regular desde dos meses antes de iniciar la terapia y durante los doce meses que duró el 

estudio. Al cabo del estudio, los niveles de glucosa en ayuno se redujeron en un 20.6% y la 

glucosa postprandial en un 19%. Los niveles promedio de hemoglobina glucosilada 

disminuyeron en un 10.3% (p< 0.001). Estos valores se mantuvieron estables durante 33 

meses. En ningún caso se observaron cuadros de hipoglucemia o efectos adversos como los 

descritos por Roca (2003). Este estudio permite inferir que en el caso reportado obedece a una 

susceptibilidad individual del paciente afectado con diabetes tipo I. 
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3.3.8. Efectos adversos 

Armendáris (1904) concluyó, tras su experiencia clínica a inicios del siglo pasado con 

H. latiflora, que para evitar actividad irritante sobre los órganos digestivos era conveniente una 

dosis no mayor de 2 g del “glucósido” obtenido de la corteza. Roca (2003) describió que un 

paciente de sexo masculino, 58 años de edad y afectado con diabetes tipo I, experimentó una 

serie de efectos adversos al ser tratado con un fitofármaco elaborado con extracto del copalchi 

Hintonia latiflora por la compañía española Soria Natural. El enfermo presentó vómito, 

ictericia y orina muy obscura, sugiriendo un cuadro clínico de rabdomiólisis y hemólisis. Los 

síntomas se observaron a los dos días posteriores a la ingesta del producto y desaparecieron a 

los cuatro días siguientes de la interrupción del medicamento. Cabe destacar que esta 

información representa el único caso documentado de efectos tóxicos del copalchi (Roca, 

2003). 

 

3.4. Generalidades de la diabetes 

La diabetes es un grupo de enfermedades metabólicas, de alta prevalencia a nivel 

mundial, caracterizadas por niveles de glucosa elevados en la sangre o hiperglucemia. Es una 

enfermedad poligénica caracterizada por múltiples defectos en la acción de la insulina en tejido 

muscular, adiposo e hígado y en la secreción pancreática. Adicionalmente, se asocia con la 

deficiencia de las incretinas en el intestino, aumento en la reabsorción de glucosa en el riñón, 

aumento de la secreción de glucagón de las células α-pancreáticas, y una acelerada lipólisis en 

los adipocitos. Las complicaciones a largo plazo de la diabetes incluyen retinopatía con pérdida 

potencial de la visión; nefropatía generando deficiencia renal; neuropatía periférica con el 

riesgo de úlceras en los pies, amputaciones y pie de Charcot; y neuropatías autonómicas, 

causando alteraciones gastrointestinales, genitourinarias y cardiovasculares. En pacientes con 

diabetes se ha incrementado la incidencia de arteriosclerosis cardiovascular, arterial periférica y 

enfermedad cerebrovascular, así como, hipertensión y anormalidades en el metabolismo 

lipoprotéico. La incidencia de esta enfermedad se ha incrementado a nivel mundial, con la 

posibilidad de alcanzar proporciones epidémicas en ciertas partes del mundo, ocasionando 

discapacidad y reducción en la esperanza de vida de los pacientes y, además, generando costos 

elevados, relacionados a su tratamiento y complicaciones, haciendo de la diabetes un foco de 

atención a nivel global. Entre los síntomas de una marcada hiperglucemia se encuentran la 
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poliuria, polidipsia, pérdida de peso, algunas veces con polifagia y la visión nublada (American 

Diabetes Asociation, ADA, 2007; El-Kaissi y Sherbeeni, 2011; Israili, 2011). 

Durante el período pre-diabético, se identifican problemas con la ingesta de glucosa 

y/o problemas con la tolerancia a la glucosa, que son los que provocan la hiperglucemia. 

Existen tres grandes tipos de diabetes: diabetes mellitus tipo 1 (insulinodependiente), diabetes 

mellitus tipo 2 (no insulinodependiente) y diabetes gestacional; aunque también existen otros 

tipos específicos de diabetes. Asignar un tipo u otro a un individuo depende mucho de las 

circunstancias al momento de la diagnosis, pues pueden padecer más de un tipo, o bien puede 

un tipo desencadenar en otro distinto (Permut et al., 2005; ADA, 2007). 

Entre los pacientes que padecen diabetes mellitus tipo 2, también conocida como 

diabetes de la edad adulta, un 80-85% presentan resistencia a la insulina y un 50% de pérdida 

de función de las células β. Al menos en un principio y, frecuentemente, a lo largo de su 

vida,los individuos que padecen diabetes mellitus tipo 2 no necesitan tratamiento con insulina 

para sobrevivir; sin embargo, la glucotoxicidad, lipotoxicidad, citosinas proinflamatorias y 

amiloidosis contribuyen a la posterior pérdida de función de las células β (Davis y Granner, 

2001; Permut et al., 2005; ADA, 2007; Israili, 2011).  

La diabetes mellitus tipo 2 supone el 90–95% de los casos de diabetes. La frecuencia 

de la diabetes mellitus aumenta en todo el mundo en forma acelerada. En el año 2007, se 

estimaba que para el año 2025 esta cifra llegará a 300 millones; sin embargo, en el año 2012 la 

cifra sobrepasó las expectativas, llegando a 346 millones de personas con diabetes. En México, 

la prevalencia de la diabetes se presenta en personas en edad productiva (menores a 50 años), 

con un número aproximado de 10.3 millones de diabéticos, el 17% de la población. Esta 

enfermedad representa el principal reto en materia de procuración de salud, siendo la segunda 

causa más frecuente de consultas y el primer motivo de hospitalización por procedimientos 

no-quirúrgicos; sin mencionar que año con año se encuentra entre las tres principales causas 

de muerte en el país (ADA, 2007; Gutiérrez et al., 2012; Scully, 2012). 

La alteración subyacente en esta enfermedad es la pérdida de sensibilidad de los tejidos 

a la insulina, denominada insulinorresistencia, así como una secreción inadecuada de insulina 

por las células encargadas de su producción en el páncreas. Además de aumentar la 

concentración de glucosa, la acción deficiente de la insulina se traduce frecuentemente en 

elevación de los niveles de colesterol y/o triglicéridos (ADA, 2007). La mayor parte de los 
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casos de diabetes mellitus tipo 2 se producen en el contexto de lo que se denomina síndrome 

metabólico. En éste se asocian diabetes, hipertensión arterial, aumento de los niveles de 

colesterol, triglicéridos y/o ácido úrico así como sobrepeso, muy probablemente relacionados a 

la insulinorresistencia. El síndrome metabólico eleva notablemente el riesgo cardiovascular y es 

una causa fundamental de muerte en los países desarrollados (ADA, 2007). 

La diabetes mellitus tipo 2 se da en una mayor tasa en personas con antecedentes 

familiares de diabetes. En los últimos años se han descubierto muchos genes relacionados con 

la posterior aparición de diabetes, aunque este componente genético es complejo y, 

posiblemente, debe acompañarse de factores ambientales relacionados, en este caso, 

fundamentalmente con los hábitos de vida: sedentarismo y alimentación inadecuada.  Sin 

embargo, la genética de esta forma de diabetes es compleja y no está claramente definida 

(Permut et al., 2005; ADA, 2007; Israili, 2011). El 80% de las personas con diabetes tipo 2 

son obesas, y la obesidad por sí misma causa cierto grado de resistencia a insulina. Pacientes 

que no son obesos, muchas veces tienen mayor cantidad de grasa corporal distribuida 

predominantemente en la región abdominal. El tratamiento de la diabetes tipo 2 se basa en 

tres pilares fundamentales: seguimiento de un plan de alimentación equilibrado, práctica de 

ejercicio físico regular y tratamiento farmacológico personalizado (Gómez Peralta, 2005; 

ADA, 2007; Israili, 2011). 

 

3.4.1. Fármacos util izados para el  control de la diabetes tipo 2 

En individuos normoglucémicos, la homeostasis de glucosa se mantiene dentro de un 

estrecho rango gracias a la acción de las hormonas pancreáticas, insulina y glucagón; por 

hormonas reguladoras, amilina; así como las denominadas incretinas (secreción intestinal de 

insulina): el péptido 1 análogo de glucagón (GLP-1) y el polipéptido inulinotrópico 

dependiente de glucosa (GIP) (Israili, 2011). 

Los fármacos utilizados para el control de la diabetes mellitus tipo 2 se conocen bajo el 

nombre genérico de hipoglucemiantes orales. En contraste con los estudios sistemáticos que 

condujeron al aislamiento de la insulina, los hipoglucemiantes orales se descubrieron de 

manera accidental. Así en 1942, Janbon y colaboradores notaron que algunas sulfonamidas 

causaban hipoglucemia en animales de experimentación. A partir de dichas observaciones se 
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fueron descubriendo un número mayor de hipoglucemiantes que actúan a distinto nivel 

(Davis y Granner, 2001). 

Entre los hipoglucemiantes orales se encuentran a los inhibidores de α-glucosidasas, las 

incretinas, las biguanidas, los secretagogos de insulina, los sensibilizadores a la insulina y los 

inhibidores de las lipasas intestinales (Davis y Granner, 2001; Cheng y Fantus, 2005; El-Kaissi 

y Sherbeeni, 2011; Israili, 2011) (Cuadro 1). 

Los inhibidores de las α-glucosidasas reducen la absorción intestinal de almidón, 

dextrina, oligosacáridos y disacáridos, al inhibir la acción de las α-glucosidasas presentes en las 

microvellosidades intestinales. La inhibición de esta enzima aplaza la absorción de 

carbohidratos por lo que el aumento postprandial de la glucosa plasmática disminuye en 

sujetos tanto normales como diabéticos. Entre los inhibidores de las α-glucosidasas más 

comunes se hallan la acarbosa (Cuadro 1), un oligosacárido de origen microbiano, el miglitol, 

un derivado de la desoxinojirimicina y la voglibosa. También inhiben de manera competitiva a 

la glucoamilasa y a la sacarasa, pero tienen efectos débiles sobre la α-amilasa pancreática. Estos 

productos reducen las concentraciones plasmáticas postprandiales de glucosa en sujetos con 

diabetes mellitus tipo 1 y tipo 2. Los inhibidores de las α-glucosidasas pueden tener profundos 

efectos sobre las concentraciones de hemoglobina A1 en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 

que presentan hiperglucemia grave (Davis y Granner, 2001; Cheng y Fantus, 2005; Borges de 

Melo et al., 2006; El-Kaissi y Sherbeeni, 2011; Israili, 2011). 

Las incretinas endógenas, en especial GLP-1 y GIP, controlan la liberación de insulina 

y glucagón pancráticos en respuesta a los alimentos. GLP-1 es un péptido de 30 aminoácidos 

secretado por las células L neuroendocrinas  a nivel del íleon y el colon, mientras que GIP es 

un péptido de 42 aminoácidos secretado por las células K del duodeno y el yeyuno. Ambas 

incretinas tienen receptores específicos. GLP-1 desencadena la biosíntesis de insulina, la 

expresión de transportador de glucosa (GLUT-2), aumenta la sensibilidad a insulina, retarda el 

vaciamiento gástrico, suprime el apetito, aumenta el control glicémico y disminuye la 

secreción de glucagón. GIP también incrementa la secreción de insulina, pero no tiene efecto 

en la salida de glucosa hepática, motilidad intestinal, saciedad ni peso corporal; sin embargo, 

induce la lipogénesis y suprime la secreción de ácido gástrico. Ambas incretinas tienen un 

tiempo de vida corto, dos minutos para GLP-1 y cinco minutos para GIP, debido a la acción 

de la enzima dipeptidil peptidasa IV (DPP-4). De esta manera, el aumento de los efectos de las 
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incretinas es una de las metas de la nueva terapia antidiabética, de esta manera se han 

desarrollado simuladores de las incretinas y potenciadores de las incretinas. La exenatida  es un 

simulador de GLP-1, extraído de las glándulas salivales de Heloderma suspectum (monstruo de 

Gila), que presenta los mismos efectos y ha dado resultado en terapia combinada con otros 

hipoglucemiantes orales (Cuadro 1). Otros simuladores de GLP-1 son la liraglutida, la 

albiglutida y la taspoglutida; para evitar la rápida degradación de cualquiera de los simuladores 

de GLP-1, la vía de administración debe ser distinta a la oral. Los potenciadores de incretinas 

son inhibidores de DPP-4, la sitagliptina es uno de ellos, la cual se administra vía oral y en 

combinación con otros hipoglucemiantes orales, como las biguanidas, tiazolidinedionas o 

inclusive insulina. La ventaja de este fármaco está relacionada al control adicional de perfil 

lipídico del paciente. Otros potenciadores de las incretinas son la alogliptina,  la denagliptina,  

la saxagliptina y la vidagliptina (El-Kaissi y Sherbeeni, 2011; Israili, 2011). 

Las biguanidas causan hipoglucemia al disminuir el aporte de glucosa hepática 

inhibiendo la gluconeogénesis. Por otro lado, incrementan la toma de glucosa por parte del 

músculo esquelético y la sensibilidad a la insulina en el hígado. Existen varias biguanidas como 

la fenformina, la buformina y la metformina (Cuadro 1); sin embargo, esta última es la única 

que se sigue utilizando, ya que otras biguanidas están relacionadas con la producción de 

acidosis láctica (Davis y Granner, 2001; Cheng y Fantus, 2005; El-Kaissi y Sherbeeni, 2011; 

Israili, 2011). La metformina activa la proteína cinasa activada por adenosin monofosfato 

(AMPK) hepática y muscular. La activación de AMPK produce la fosforilación e inhibición de 

la acetil-coenzima A carboxilasa, bloqueando así la síntesis de ácidos grasos, promoviendo su 

oxidación. La activación de AMPK hepático disminuye la expresión de la proteína 1 de unión 

al elemento regulador de esterol (SREBP-1), un factor de transcripción implicado en la 

patogénesis de la resistencia a la insulina, dislipidemia y diabetes. La disminución en la 

expresión de SREBP-1 resulta en la baja de la expresión genética de enzimas lipogénicas, 

posteriormente contribuyendo a una disminución de la síntesis de triglicéridos y esteatosis 

hepática. De esta forma, la metformina reduce la producción de glucosa hepática e incrementa 

la toma de glucosa por parte del músculo esquelético. AMPK es el principal regulador de 

metabolismo lipídico y de la glucosa, siendo la clave de los efectos benéficos de la metformina 

(Cheng y Fantus, 2005). 
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Dentro de los secretagogos se encuentran las sulfonilureas, las cuales causan 

hipoglucemia al estimular la liberación de insulina a partir de las células β pancreáticas. La 

administración aguda de sulfonilureas a pacientes con diabetes mellitus tipo 2 aumenta la 

liberación de insulina desde el páncreas. También, pueden incrementar las cifras de insulina al 

reducir la depuración de la hormona en el hígado. Entre las sulfonilureas más comunes están 

la glibenclamida (Cuadro 1), la gliclazida, la glimepirida y la gliburida (Davis y Granner, 

2001; Cheng y Fantus, 2005; El-Kaissi y Sherbeeni, 2011; Israili, 2011). Las sulfonilureas se 

unen a su receptor en la superficie de las células β pancreáticas. El receptor a sulfonilurea está 

asociado a las subunidades del canal de potasio sensible a trifosfatos (kir6.2). El complejo de 

unión receptor a sulfonilurea-kir6.2 produce el cierre de los canales de potasio y la inhibición 

del flujo de iones de potasio en las demás células β, lo cual resulta en la despolarización de la 

membrana celular y la apertura de canales de calcio dependientes de voltaje. El flujo de calcio 

causa la contracción de los microtúbulos y la exocitosis de insulina desde las vesículas. Las 

sulfonilureas no afectan directamente la sensibilidad a insulina (Cheng y Fantus, 2005). 

Existe otro grupo de secretagogos que no se encuentran relacionados con las 

sulfonilureas; esta nueva clase de fármacos está representada por la nateglinida y la repaglinida 

(Cuadro 1). La repaglinida es un derivado del ácido benzóico, mientras que la nateglinida es 

un derivado de la fenilalanina. Su mecanismo de acción es similar al de las sulfonilureas, cierre 

del canal potasio-adenosin trifosfato y secreción de insulina dependiente de calcio; sin 

embargo, se unen al receptor de sulfonilureas en un sitio distinto; son de acción más rápida, 

pero la duración del efecto es menor, generando una baja liberación de insulina (Cheng y 

Fantus, 2005). 

Las tiazolidinedionas activan genes que tienen capacidad de dar respuesta a la insulina 

y regulan el metabolismo de carbohidratos y lípidos. Son sensibilizadores a la insulina, dando 

un aumento en la captación de glucosa en los músculos y decremento de la producción 

endógena de glucosa. Entre las tiazolidinedionas más comunes se encuentran la troglitazona, 

retirada del mercado por estar vinculada a la toxicidad hepática, la rosiglitazona (Cuadro 1) y 

la pioglitazona (Davis y Granner, 2001; Cheng y Fantus, 2005; El-Kaissi y Sherbeeni, 2011; 

Israili, 2011). Las tiazolidinedionas funcionan como ligandos del receptor gama activado por 

proliferador de peroxisomas (PPARγ), el cual se expresa principalmente en adipositos. Estos 

receptores nucleares son fundamentales en la regulación de la expresión de una variedad de 
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genes involucrados en los metabolismos de lípidos y carbohidratos. Las tiazolidinedionas 

incrementan la sensibilidad a la insulina en tejidos periféricos, aparentemente debido al efecto 

sobre los adipocitos, ya que hay pocos receptores PPARγ en el tejido muscular. En el 

adipocito, se incrementa la diferenciación, se reduce la lipólisis y los niveles de adipocitocinas 

circulantes se alteran, se reducen el factor α de necrosis tumoral y la leptina, así como se 

incrementa la adiponectina. El reclutamiento de un gran número de adipocitos pequeños, 

asociado a un incremento de la lipogénesis, produce una reducción en los ácidos grasos libre 

circulantes. Todos estos efectos incrementan la sensibilidad a la insulina. En animales se ha 

observado que las tiazolidinedionas incrementan y preservan la función de las células β 

pancreáticas (Cheng y Fantus, 2005). 

Los inhibidores de las lipasas intestinales no son hipoglucemiantes orales; sin embargo, 

se recetan en el tratamiento de la diabetes. El fármaco orlistat inhibe selectivamente las lipasas 

gástricas y pancreáticas y, en consecuencia, la hidrólisis de las grasas a ácidos grasos libres 

absorbibles y la absorción de carbohidratos simples. La reducción en la absorción de grasas y 

monosacáridos produce un decremento en la ingesta energética y pérdida de peso, factores 

importantes en el control de la diabetes. El orlistat también se emplea para tratar la obesidad 

(Cheng y Fantus, 2005). 

 
Cuadro 1.  Principales hipoglucemiantes orales 

Compuesto  Estructura 

Inhibidores de α-glucosidasas: 

Acarbosa 

 
Simuladores de las incretinas: 

Exenatida 

H-His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-

Leu-Ser-Lys-Gln-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-Arg-Leu-

Phe-Ile-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Gly-

HN

O

O

O

O

O

OH

OH

OH
HO

HO

HO

OH

HO

OH

OH

OH

OH

HO



3. Antecedentes 
 

 
 

 35 

Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-NH2 

Biguanidas: 

Metformina 
 

Sulfonilureas: 

Glibenclamida 

 
Secretagogos no relacionados con las 

sulfonilureas: 

Repaglinida 

 
Tiazolidinedionas:  

Rosiglitazona 

                                 
Referencias: Borges de Melo et al., 2006; Cheng y Fantus, 2005; Davis y Granner, 2001 

 

3.5. Generalidades sobre trastornos acidopépticos y gastritis  

El término trastorno acidopéptico abarca diversos padecimientos médicos 

relativamente específicos, en los cuales se cree que tiene importancia la lesión por ácido 

gástrico, una pepsina activada. Dichos trastornos comprenden la enfermedad por reflujo 

gastroesofágico, úlceras pépticas benignas del estómago y el duodeno, úlceras consecutivas al 

uso de antiinflamatorios no esteroidales convencionales (NSAID) y úlceras debidas al 

síndrome de Zollinger-Ellison. En la mayor parte de estas enfermedades la exposición del 

tejido afectado al ácido es esencial para la aparición de los síntomas clínicos (Hoogerwerf y 

Pasricha, 2003). 
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La gastritis aguda sobreviene a los procesos inflamatorios en la mucosa y submucosa 

gástricas, causada principalmente por la infección por Helicobacter pylori, el consumo de 

NSAID’s, alcohol, tabaquismo y estrés. Cuando se adquiere la infección por H. pylori, la 

bacteria penetra a través de la capa de moco del estómago y se multiplica en las proximidades 

de la células epiteliales superficiales (Dixon, 2001). 

En el caso de la gastritis crónica, se da una inflamación gradual del revestimiento 

estomacal que persiste durante un tiempo prolongado. A diferencia de la gastritis aguda, que se 

caracteriza por la presencia de linfocitos y células plasmáticas en la mucosa en respuesta a la 

producción de citosinas durante un periodo prolongado. La gastritis crónica está asociada a la 

atrofia de la mucosa y metaplasia intestinal, pero sin provocar erosiones. La infección crónica 

por H. pylori genera una gastritis crónica atrófica que provoca el adelgazamiento de la mucosa 

con disminución y disfuncionalidad de las glándulas productoras de moco, infiltración 

linfocitaria y plasmocitaria y presencia de neutrófilos. La alteración de la estructura y la 

pérdida del tejido glandular, provocan la inhibición de la producción de moco y de sustancias 

elementales como enzimas y la hormona gastrina, componentes indispensables para mantener 

al funcionalidad de la mucosa (Dixon, 2001). 

El estómago se protege a sí mismo contra daño por secreciones endógenas (ácido 

gástrico, pepsina y bilis) e irritantes exógenos (alcohol, NSAID’s, etc.) mediante mecanismos 

variados que en su conjunto actúan como la defensa de la mucosa. El ácido en sí mismo puede 

fungir como la primera línea de defensa, ya que reduce la posibilidad de colonización 

bacteriana en el estómago, evitando la entrada de las bacterias a la circulación sistémica si es 

que existe un daño en el epitelio gástrico; sin embargo, la línea de defensa clásica consiste en la 

presencia de uniones intercelulares estrechas entre las célula epiteliales gástricas, una capa de 

mucina que cubre dichas células, prostaglandinas en la mucosa gástrica, así como la secreción 

de iones de bicarbonato hacia la capa de mucina. El moco secretado previene la colonización y 

translocación bacteriana; también genera un microambiente sobre los sitios de daño 

superficial, favoreciendo la rápida restitución celular (Wallace, 2001; Hoogerwerf y Pasricha, 

2003). 

Las prostaglandinas E2 e I2 (PG) inhiben la secreción de ácido gástrico mediante un 

efecto directo sobre las células parietales, mediado por el receptor EP3. Además, las PG 

incrementan el flujo sanguíneo de la mucosa y estimulan la secreción de moco y bicarbonato; 
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los NSAID’s reducen la secreción de dichos factores al inhibir la síntesis de prostaglandinas. El 

óxido nítrico (NO) es otro importante mediador del flujo sanguíneo de la mucosa, estimula la 

liberación del péptido relacionado a calcitonina y modula la dilatación del flujo de las 

arteriolas de la submucosa; el aumento de flujo sanguíneo permite que se amortigüe el efecto 

del ácido gástrico, removiendo las sustancias tóxicas que puedan haber alcanzado el 

compartimento subepitelial. Dentro del proceso de defensa mucosa, el atrapamiento de 

radicales libres formados por la acción de agentes irritantes es una función clave, los 

compuestos endógenos sulfhídricos no-proteicos (NP-SH) juegan un papel fundamental al 

estabilizar la capa de moco, formando puentes disulfuro y reduciendo a los radicales libres, en 

otras palabras, los NP-SH son fundamentales para el atrapamiento de radicales libres y el 

control de la producción y naturaleza del moco (Wallace, 2001; Hoogerwerf y Pasricha, 2003; 

Andreo et al., 2006). 

 

3.5.1. Fármacos util izados para el  control de trastornos acidopépticos y 

gastritis  

El control de la acidez estomacal es la línea para el tratamiento de los trastornos 

acidopépticos; bajo esta premisa se pueden clasificar los fármacos en inhibidores de la bomba 

de protones, antagonistas de los receptores de histamina, análogos de prostaglandina, 

sucralfato, antiácidos y fármacos citoprotectores (Wallace, 2001; Hoogerwerf y Pasricha, 

2003; Andreo et al., 2006) (Cuadro 2). 

Los inhibidores de la bomba de protones (H+, K+-ATPasa) gástrica son los supresores 

más eficaces de la secreción de ácido gástrico. Los inhibidores de la bomba de protones son 

profármacos que requieren activación en un ambiente ácido, formando sulfenamida tiofílica o 

ácido sulfénico, que es capaz de unirse covalentemente a las cisteínas de la ATPasa; dicha 

unión irreversible genera una disminución en la producción de hasta el 95%. Los 

benzimidazoles son los fármacos por excelencia, e.g. pantoprazol,  lansoprazol, rabeprazol y 

omeprazol (Cuadro 2); éste último además inhibe selectivamente la anhidrasa carbónica de la 

mucosa gástrica, suprimiendo la producción de ácido (Hoogerwerf y Pasricha, 2003). 

Los antagonistas de los receptores de histamina H2 inhiben la producción de ácido al 

competir de manera reversible con la histamina por la unión a receptores H2 sobre la 

membrana basolareral de las células parietales. Suprimen mejor la secreción basal de ácido, por 
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lo que se usan para controlar la acidez nocturna, sobre todo en casos donde los inhibidores de 

la bomba de protones no actúan correctamente. Entre estos fármacos se puede mencionar a la 

cimetidina, famotidina, nizatidina, siendo el más usado la ranitidina (Cuadro 2) (Hoogerwerf 

y Pasricha, 2003). 

En el caso de los análogos de prostaglandina se busca reproducir  los efectos deseados 

de inhibición en la producción de ácido sobre las células parietales, la producción de moco y 

bicarbonato y el aumento del flujo sanguíneo. El misoprostol (Cuadro 2) es un análogo 

sintético de la prostaglandina E1, con un grupo éster adicional en el C1, aumentando la 

potencia y duración del efecto antisecretor. Su administración alcanza hasta un 95% de la 

inhibición de la secreción basal (Wallace, 2001; Hoogerwerf y Pasricha, 2003). 

Los antiácidos son una serie de sales, e.g. CaCO3, Mg(OH)2 y Al(OH)3, que tienen 

baja absorción y, así, proporcionan efecto antiácido sostenido con efectos equilibrados sobre la 

motilidad intestinal. Estos tratamiento son cada vez menos usados en la terapéutica, ya que los 

otros grupos de fármacos antes mencionados son más eficaces (Hoogerwerf y Pasricha, 2003). 

En presencia de daño inducido por ácido, la hidrólisis de proteínas de la mucosa 

mediada por pepsina contribuye a la erosión de la mucosa y a ulceración de la misma. Este 

proceso puede inhibirse por medio de polisacáridos sulfatados, como el sucralfato, octasulfato 

de sacarosa con hidróxido de aluminio. En pH ácido sufre entrecruzamiento y polimerización 

formando un gel viscoso que se adhiere a las célula epiteliales y cubre las úlceras. Es 

fundamentalmente un efecto citroprotector que incluye la producción local de prostaglandina 

y de factor de crecimiento epidérmico (Hoogerwerf y Pasricha, 2003). 

Los fármacos citoprotectores son todos aquellos que generan un efecto directo sobre 

las células epiteliales superficiales, ya sea generando una barrera mecánica, o bien por el 

incremento en la producción de prostaglandinas, modulando la secreción de mucosa gástrica. 

Un ejemplo de este grupo de fármacos es la carbenoxolona (Cuadro 2), un derivado del ácido 

glicirrízico que altera la composición y la cantidad de la mucina, ejerciendo así su efecto 

citoprotector tópico. Otros citoprotectores importantes son los compuestos de bismuto, la 

rebamipida y el ecabet (Hoogerwerf y Pasricha, 2003; Andreo et al., 2006). 

El tratamiento contra de H. pylori es conocido como la triple terapia, que consiste en 

la prescripción de dos antibióticos como la amoxicilina, claritromicina, tetraciclina  o 

metronidazol (Cuadro 2) y un inhibidor de la bomba de protones durante una o dos semanas. 
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Este tratamiento tiene un 80% de efectividad; en los casos que no se logra erradicar la bacteria, 

se prescribe la terapia cuádruple, en la cual se agregan sales de bismuto por una o dos semanas, 

elevando las posibilidades de éxito hasta  el 95%. Existen otros agentes antimicrobianos 

novedosos como la levofloxacina, rifabutina y furazolidona. También es común la 

combinación con otros fármacos utilizados para el control de trastornos acidopépticos (Vakil y 

Megraud, 2007) 

 
Cuadro 2.  Principales fármacos utilizados para el control de los trastornos acidopépticos 
Compuesto Estructura 

Inhibidores de la bomba de protones: 

Omeprazol 

 

Antagonista de los receptores de histidina: 

Ranitidina 

 
Análogos de prostaglandinas 

Misoprostol  

 
Fármacos citoprotectores: 

Carbenoxolona 

 
Antimicrobianos: 

Metronidazol 

 
Referencias: Wallace, 2001; Hoogerwerf y Pasricha, 2003; Andreo et al., 2006; Vakil y Megraud, 2007 
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3.6. Estudios de absorción, permeabilidad, distribución y eliminación 

de los principios activos de los fármacos 

De manera general, el desarrollo de un medicamento, independientemente de su 

naturaleza, consta de dos etapas: la preclínica y la clínica. El desarrollo preclínico de un 

producto desde su descubrimiento hasta que se convierta en Nueva Aplicación del Fármaco 

(NDA), involucra a su vez varias fases. Las más relevantes son: el tamizaje biológico que 

permitió su descubrimiento, estudios farmacológicos y toxicológicos tanto in vitro como in 

vivo; el análisis de sus propiedades fisicoquímicas; la optimización del proceso de extracción y 

desarrollo de la forma de dosificación apropiada (Gadamasetti  et al., 1999; Avendaño, 2001).  

El desarrollo de fármacos requiere la realización de estudios predictivos de su 

absorción, distribución y eliminación, con el fin de evidenciar su biodisponibilidad cuando 

son administrados por vía oral. Además, es importante desde un inicio, clasificarlos desde el 

punto de vista biofarmacéutico. Esta clasificación considera los factores que controlan la 

velocidad y la magnitud de la absorción para categorizar los fármacos de acuerdo a su 

solubilidad y permeabilidad. Este sistema es una herramienta de gran utilidad en el desarrollo 

de nuevos fármacos para poder anticipar las características de absorción de los mismos 

(Gibaldi, 1991; Avendaño, 2001; Armijo, 2003).  

Con la finalidad de describir la disponibilidad en el organismo del principio activo 

más relevante de un fitofármaco, se determinan una serie de parámetros farmacocinéticos que 

incluyen la constante de absorción, el volumen de distribución, la constante de eliminación y 

la vida media de eliminación. Estos cuatro parámetros tienen una influencia directa sobre el 

nivel del fármaco y su farmacocinética al ser expuesto a los tejidos y, por tal razón, afectan el 

rendimiento y actividad farmacológica del fitofármaco.  

Para que un fármaco actúe es necesario que llegue a su sitio de acción. Para ello, la 

sustancia tiene que absorberse, esto es, alcanzar el compartimiento acuoso del organismo. Con 

la excepción de la piel y algunas mucosas, la distribución de los fármacos se realiza por vía 

sanguínea. Así, la distribución del fármaco dentro del cuerpo puede variar de acuerdo con el 

flujo sanguíneo o la vascularización regional de cada tejido u órgano, y la cantidad de fármaco 

que cada tejido reciba depende de la concentración del fármaco en la sangre. A su vez, la 

magnitud del efecto varía por la velocidad con la que el fármaco penetra al tejido hasta 

alcanzar niveles suficientes.  
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Un fármaco puede administrarse por vía enteral o por vía parenteral, inyectarse 

directamente al espacio intravascular o ser depositado en sitios fuera de este espacio, para su 

absorción gradual. El sistema gastrointestinal es el sitio habitual para ello, aunque las vías 

pulmonar (por inhalación), subcutánea e intramuscular son otras opciones (Gibaldi, 1991; 

Avendaño, 2001; Armijo, 2003). 

Para que una sustancia atraviese las membranas celulares es condición esencial que se 

encuentre en forma libre, es decir, que no esté unida a otras moléculas. En la sangre, la 

albúmina representa una proteína con múltiples sitios de unión para fármacos. Mientras éstos 

se mantengan unidos a la albúmina no podrán abandonar el torrente sanguíneo y, por lo 

tanto, no llegarán a sus sitios de acción. Por otra parte, los fármacos, a su vez, competirán con 

otras moléculas endógenas contenidas en la sangre (por ejemplo, hormonas, bilirrubina, 

vitaminas, iones, etc.) por los sitios de transporte, con consecuencias potencialmente peligrosas 

de acumulación.  

El paso de fármacos a través de las barreras biológicas está condicionado por las 

características fisicoquímicas de la sustancia activa. En particular, el tamaño o peso molecular; 

grado de ionización y liposolubilidad. Así, una sustancia pequeña, poco ionizada y muy 

liposoluble atraviesa rápidamente las membranas celulares (Gibaldi, 1991; Irvine et al., 1999; 

Avendaño, 2001; Armijo, 2003). La transferencia de fármacos a través de barreras 

membranales puede realizarse mediante diversos mecanismos que dependen del tamaño y 

gradiente de concentración del fármaco que se transporte, su solubilidad y la necesidad de 

acarreadores membranales.  

Finalmente, es necesario considerar la biodisponibilidad, entendida como la facilidad 

con la que un fármaco se incorpora a sus sitios de acción; aquí se incluye la presentación 

farmacéutica en la que se ofrece el medicamento. En relación con la distribución del fármaco, 

una vez que alcanza el espacio intravascular, es necesario tomar en cuenta su volumen aparente 

de distribución (Vd), como un índice de la distribución de la sustancia. Así, la distribución de 

un fármaco determinará en parte la latencia, intensidad y duración de la actividad biológica 

del fármaco. Existen varios factores que pueden afectar el Vd: la afinidad del fármaco por las 

moléculas transportadas por la sangre, el flujo sanguíneo regional, la afinidad por los 

componentes de los tejidos, las barreras especiales y diversos factores fisiológicos, patológicos y 

farmacológicos. 
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La eliminación de un fármaco se efectúa por medio del metabolismo, el 

almacenamiento y la excreción. Todos estos procesos tienden a disminuir los niveles 

extracelulares del fármaco. El proceso más frecuente es el de la excreción a través de los 

riñones, sistema biliar, intestino y, en ocasiones, los pulmones (Gibaldi, 1991; Avendaño, 

2001; Armijo, 2003).  

El coeficiente de permeabilidad de un fármaco relaciona el proceso de permeabilidad 

con el paso a través de la superficie intestinal con base en un modelo matemático. El 

coeficiente de permeabilidad se puede calcular in vitro, utilizando modelos celulares, entre los 

que se encuentra el uso de cultivos celulares para simular la membrana del tracto 

gastrointestinal, por lo que se realizan estudios de difusión del fitofármaco por lo menos en 

tres diferentes concentraciones, en células MDCK cultivadas en soportes permeables, ya sea 

para elucidar los mecanismos de transporte de fármacos o bien para obtener coeficientes de 

permeabilidad aparente y poder tener un modelo de predicción en la absorción de este 

compuesto por vía oral en humanos (Irvine et al., 1999). 

 Por último, cabe mencionar que todas las investigaciones desde el descubrimiento 

hasta la salida al mercado del medicamento y su farmacovigilancia deben estar regulados por 

normas y protocolos de Buenas Prácticas de Fabricación, Clínicas y de Laboratorio, además de 

las guías propuestas por organizaciones mundiales y nacionales como la OMS, la Conferencia 

Internacional de Armonización (ICH), la Administración de Alimentos y Medicamentos 

(FDA), la Asociación Médica Mundial, la Agencia Europea de Medicinas (EMEA), la Agencia 

de Dispositivos Farmacéuticos y Médicos de Japón (PMDA), Farmacopea de los Estados 

Unidos (USP), entre otros. En el caso de México la regulación está a cargo de la Secretaría de 

Salud a través de las Norma Oficial Mexicana (NOM) NOM-073 (estabilidad, 2005), NOM-

059 (buenas prácticas de fabricación en la industria farmacéutica, 1993), NOM-164 (buenas 

prácticas de fabricación para fármacos, 1998), NOM-177 (estudios de bioequivalencia, 1998), 

072 (etiquetado de medicamentos, 1993), NOM-220 (farmacovigilancia, 2002), por 

mencionar algunas. 
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4. Objetivos 

 4.1. Objetivos  generales 

o Realizar estudios farmacológicos conducentes a establecer la eficacia preclínica de 

las infusiones de las hojas y corteza de H. latiflora, H. standleyana y E. caribaeum 

como agentes antidiabéticos y/o gastroprotectores. 

o Contribuir al desarrollo de preparados fitoterapéuticos a partir de las hojas y 

corteza de H. latiflora y H. standleyana con la finalidad de proporcionar nuevas 

alternativas terapéuticas de amplia aceptación para la población mexicana en el 

tratamiento de la diabetes y las úlceras gástricas. 

 4.2. Objetivos particulares 

• Determinar la eficacia antidiabética y la seguridad preclínicas de las infusiones de las hojas 

y corteza de H. latiflora, H. standleyana y E. caribaeum con la finalidad de proponer 

estudios de tipo clínico. 

• Determinar la eficacia gastroprotectora de las infusiones de corteza y hojas de H. latiflora y 

H. standleyana, con la finalidad de relacionar dicha actividad farmacológica con el uso 

popular local de la planta contra la irritación estomacal y gastritis. 

• Establecer los principios gastroprotectores de las dos especies objeto de estudio, así como 

su mecanismo de acción. 

• Establecer los perfiles cromatográficos de las drogas crudas derivadas de las hojas y cortezas 

de Hintonia latiflora, H. standleyana y Exostema caribaeum, mediante cromatografía de 

líquidos de ultra eficiencia (CLUE) con la finalidad de identificar las distintas especies que 

conforman el complejo copalchi. 

• Precisar mediante CLUE las variaciones intraespecíficas en función del ciclo fenológico y 

de la distribución geográfica de al menos una especie del complejo copalchi, con la 

finalidad de identificar las mejores condiciones de recolección de la droga cruda, enfocadas 

a la producción de metabolitos secundarios activos. 

•  Establecer los parámetros farmacocinéticos, a nivel preclínico, de los principios activos 

mayoritarios de las infusiones de las hojas y corteza de las especies de Hintonia, mediante 

la experimentación biofarmacéutica apropiada. 
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5. Hipótesis 

Si infusiones de las drogas crudas del complejo copalchi tienen los mismos principios 

activos que los extractos orgánicos, la actividad antidiabética será similar. 

El uso popular de las cortezas de especies del género Hintonia para el tratamiento de 

gastritis indicaría la presencia de compuestos con propiedades gastroprotectoras. 

Si la fenología o la distribución geográfica modulan la composición química de las drogas 

crudas, su eficacia terapéutica también se verá afectada. 

 



6. Metodología 
!

 

! 45!

6. Metodología 

 6.1. Material  vegetal 

Se eligieron diversas localidades para la recolecta de material vegetal, con base en la 

revisión de ejemplares del Herbario Nacional (MEXU) y el Herbario de la Facultad de Ciencias 

(FCME), se consideraron localidades previamente estudiadas por nuestro grupo de investigación 

(Guerrero-Analco, et al. 2007; Cristians et al., 2009). 

La localidad de David J. Tellitud, localmente conocida como Santa Rita, municipio de 

Huetamo de Núñez, estado de Michoacán se utilizó como sitio de estudio para recolectar material 

botánico y dar seguimiento a la fenología de H. latiflora, cubriendo un periodo de un año. Se 

muestrearon las localidades de La Cocina (18º 31.709’ N; 101º 04.692’ W; 221 m snm) y La 

Arena (18°31' 0.76" N; 101° 5' 19.8" W; 225 m snm). En cada recolecta, se tomaron muestras de 

hojas de distintos individuos, así como ejemplares de herbario. De igual manera, se registró la 

fenología del árbol, prestando especial atención a la calidad y cantidad de las hojas presentes en 

cada individuo estudiado. 

Con la finalidad de evaluar el efecto de la distribución geográfica sobre la concentración 

de los metabolitos secundarios de interés farmacológico en las hojas de H. latiflora, se 

recolectaron, además, muestras de distintos individuos en la localidad de Rancho Entre Amigos, 

municipio de Urique, estado de Chihuahua (29º 13.143’ N 107º 54.832’ W; 579 m snm). Se 

registró el estado de las hojas de cada individuo recolectado. 

Para las especies H. standleyana y E. caribaeum se eligió la localidad de Tuzantlán, 

municipio de Atenango del Río, estado de Guerrero, basado en la abundancia de las poblaciones 

vegetales y su distribución simpátrica (18º 12’ 22.35’’ N; 99º 11’ 1’’ W; 989 m snm). Se 

recolectaron muestras de hojas y corteza de los distintos individuos identificados para cada especie, 

así como ejemplares de herbario. De igual manera, se registraron las características generales de 

cada individuo, enfocados en las mismas características registradas para las hojas de H. latiflora. 

 Con el objetivo de conocer la identidad botánica de la droga cruda que se vende bajo el 

nombre de copalchi y/o quina amarilla, se adquirieron muestras de cortezas en los mercados 

Sonora y Merced de la Ciudad de México, así como un preparado comercial que se dispensa en 

Europa. 
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6.2. Preparación y extracción del material  vegetal 

 El material vegetal se secó a temperatura ambiente, protegiéndolo de la exposición directa a 

la luz y, posteriormente, se fragmentó utilizando un molino de laboratorio Wiley, usando una 

rejilla de 2 mm. 

 En el caso del análisis cromatográfico, las infusiones se prepararon a partir 750 mg de 

material vegetal molido (tamaño de partícula < 2000 µm), extraído en 50 mL de agua hirviendo 

durante 30 minutos. Las infusiones se filtraron utilizando filtros Whatman No. 1 y se aforaron a 

100 mL en matraces volumétricos con agua destilada. Previo a su análisis por CLUE, las 

infusiones se filtraron utilizando acrodiscos de nylon de 0.45 µm (Pall®). 

 En cuanto a los ensayos biológicos, los extractos acuosos se prepararon a partir de 10 g de 

droga cruda molida, extraídos en 250 mL de agua hirviendo durante 30 minutos, dichas 

infusiones se concentraron in vacuo a 50 ºC a 10 mbar de presión, hasta sequedad. 

 

 6.3. Preparación de las cápsulas de extracto acuoso de corteza de H. 

standleyana  

 El material vegetal (20 kg), corteza seca de H. standleyana, proveniente del estado de 

Guerrero, se procesó con la colaboración de los Laboratorios MIXIM, donde se preparó un 

extracto acuoso, el cual se desecó hasta generar un sólido fino, color café, utilizando la técnica de 

secado por aspersión, “spray drying”, utilizando como aditivo inerte maltodextrina. La 

metodología empleada para dicho proceso no se detalla por motivos de confidencialidad, ya que se 

trata de un proceso industrial sujeto a patente. 

 Cada cápsula se llenó con aproximadamente 230 mg de extracto de corteza de H. 

standleyana (mínimo de  211 mg; máximo de 248 mg; media de 230 mg) en el Laboratorio  de 

Tecnología Farmacéutica, Facultad de Química, UNAM, bajo la supervisión de la M. en C. 

Socorro Alpízar Ramos. 
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6.4. Análisis cromatográfico 

Para el establecimiento de perfiles cromatográficos a través de CLUE se analizaron las 

infusiones de hojas y cortezas de H. latiflora, H. standleyana y E. caribaeum con la finalidad de 

detectar diferencias en la composición química. Adicionalmente, la identificación de los 

compuestos en los cromatogramas se llevó a cabo con base en el tiempo de retención y el 

enriquecimiento de las infusiones con estándares (10µL de solución estándar a una concentración 

de 1 mg/mL), bajo las mismas condiciones cromatográficas. 

Para realizar los perfiles en CLUE de los extractos acuosos, se utilizó un cromatógrafo 

ACQUITY UPLC – H class, acoplado a un sistema de arreglo de fotodiodos (PDA) con una 

columna Acquity UPLC BEH shield-RP18 (tamaño de partícula de 1.7 µm; 100 mm × 2.1 mm) 

a 35 °C. El sistema de elución utilizado fue un gradiente de acetonitrilo (A)-agua (0.1 % de ácido 

trifluoroacético; B): 16% A por 0–5 min, 16–30 % A por 5–7 min, 30% A por 7–10 min y 30–

16% A por 10–12 min a un flujo de 0.4 mL/min; el volumen de inyección en todos los casos fue 

de 10 µL. Los cromatogramas se obtuvieron a una longitud de onda de 327 nm. 

 

6.5. Análisis de las hojas de H. latif lora   

Se realizó un análisis cromatográfico en CLUE, en las mismas condiciones cromatográficas 

descritas para los perfiles cromatográficos, a infusiones preparadas a partir de distintas muestras de 

hojas H. latiflora, comparando a nivel cuantitativo la concentración de ácido clorogénico (29) y 

una serie de 4-fenilcumarinas (5, 6, 13 y 14).  

 

6.5.1. Variación estacional 

 Se realizaron seis recolectas de material vegetal en la localidad de La Cocina, Santa Rita, 

municipio de Huetamo de Núñez, estado de Michoacán, correspondientes a los meses de agosto, 

octubre y diciembre del año 2009 y abril y julio del año 2010. En todos los casos que se encontró 

material vegetal, se muestrearon tres individuos distintos, identificados como HL19, HL21 y 

HL22. Estas recolectas abarcaron un periodo de un año, las dos épocas del año características de 
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dicha localidad (época de lluvias y época de secas) y las etapas fenológicas más importantes: 

desarrollo de hojas nuevas, floración, pre-senescencia y senescencia foliar. 

Las diferencias significativas (p <0.05) entre las distintas muestras (n= 12)  se calcularon a 

partir de un análisis de varianza (ANADEVA) de una vía, seguido de una prueba de comparación 

múltiple de Tukey (Maldonado-López et al., 2008). La concentración se reporta en mg por gramo 

de droga cruda (mg/g DC) para cada muestra recolectada.  

 

6.5.2. Variación geográfica  

Se compararon dos poblaciones de individuos de H. latiflora separadas geográficamente 

por más de 1000 kilómetros (1190 km), las cuales se identificaron como población Urique, siete 

individuos; Rancho Entre Amigos, municipio de Urique en el estado de Chihuahua; fecha de 

colecta septiembre de 2009, y población Huetamo, siete individuos; La Cocina y La Arena, Santa 

Rita, municipio de Huetamo de Núñez, estado de Michoacán; fecha de colecta julio de 2010. 

Dichos muestreos permiten establecer una comparación entre dos poblaciones aisladas 

geográficamente. 

Las diferencias significativas (p <0.05) entre las distintas muestras (n= 14) se calcularon a 

partir de una prueba de t (Maldonado-López et al., 2008). Los resultados se reportan en mg por 

gramo de droga cruda (mg/g DC) para cada muestra recolectada.  

 

6.5.4. Validación del método analítico 

La validación del método analítico se realizó con base en los lineamientos establecidos por 

las normas de Armonización Tripartita referentes a la Validación de Métodos Analíticos (ICH Q2 

R1, 2005) y a la Guía de Validación de Métodos Analíticos del Colegio Nacional de Químicos 

Farmacéuticos Biólogos. 

 

6.5.4.1. Preparación de la matriz de trabajo 

Las distintas muestras a analizar se prepararon a partir de 750 mg de material vegetal 

molido (tamaño de partícula < 2000 µm),, extraído en 50 mL de agua hirviendo durante 30 

minutos, las infusiones se filtraron utilizando filtros Whatman No. 1 y se aforaron a 100 mL en 
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matraces volumétricos con agua destilada; previo a su análisis por CLUE, las infusiones se filtraron 

utilizando acrodiscos de nylon de 0.45 µm (Pall®). 

6.5.4.2. Preparación de los analitos de referencia 

Las soluciones patrón de los analitos de referencia 13 y 29 se prepararon a una 

concentración de 1 mg/mL en agua desionizada, utilizando no más de un 10% de ACN para 

solubilizar la muestra. Ambas soluciones se filtraron utilizando acrodiscos de nylon de 0.45 µm. 

 

6.5.4.3. Linealidad del sistema 

La linealidad del sistema se determinó a partir de una curva de calibración con cinco 

niveles de concentración para los analitos 13 (1–50 µg/mL ) y 29 (3–150 µg/mL), construida a 

partir de la solución patrón de los mismos. El área bajo la curva (µV * seg) correspondiente a las 

señales de los estándares se graficó con respecto su concentración. El cálculo de los parámetros 

estadísticos se realizó mediante un análisis de regresión lineal simple. Los parámetros obtenidos se 

compararon con los siguientes criterios: b0= 0; b1≠ 0; r≥ 0.99; r2≥ 0.98 y IC(β1) no incluye el cero. 

Se analizaron cinco réplicas por cada nivel de concentración. 

 

6.5.4.4. Selectividad del método 

La selectividad del método se realizó mediante el registro de los espectros UV de los 

analitos de referencia a una concentración de 100 µg/mL y su comparación con la matriz de 

trabajo y una solución enriquecida de la misma con los estándares de referencia a una 

concentración de 15 µg/mL para el compuesto 13 y de 45 µg/mL para el compuesto 29. 

 

6.5.4.5. Linealidad y exactitud del método 

La linealidad y exactitud del método se determinaron mediante el enriquecimiento con 

tres diferentes concentraciones de los estándares (punto bajo, punto medio y punto alto) a la 

matriz de trabajo; para el compuesto 13 fueron 3, 15 y 45 µg/mL y 9, 45 y 135 µg/mL para el 

compuesto 29. Se evaluaron cinco réplicas por concentración. Los valores de área bajo la curva 

resultantes se interpolaron en las ecuaciones de la recta obtenidas a partir de curvas de calibración 

para evaluar la linealidad del sistema. Los resultados obtenidos (concentración adicionada vs. 
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concentración recuperada) fueron analizados para determinar sus parámetros estadísticos: b0= 0; 

b1≠ 0; r≥ 0.99; r2≥ 0.98 y CVy/x≤ 2%, mediante un análisis de regresión lineal simple. La exactitud 

del método se evaluó mediante los siguientes parámetros estadísticos: �y, s, CV y el intervalo de 

confianza para la media poblacional del porcentaje de recobro. 

 

6.5.4.6. Precisión 

La repetibilidad y la precisión intermedia se establecieron mediante el análisis de seis 

réplicas de los estándares 13 y 29 a una concentración definida (15 y 45 µg/mL, 

respectivamente). El análisis se efectuó en dos días diferentes por dos analistas distintos. Los 

resultados obtenidos se expresan en términos del coeficiente de variación (CV). 

 

6.5.4.7. Límites de detección (LOD) y cuantificación (LOQ) 

La evaluación de LOD y LOQ se realizó construyendo curvas de calibración a partir de la 

dilución del nivel de concentración más bajo de los estándares. Así, las disoluciones empleadas 

contenían entre 0.1–0.5 µg/mL del compuesto 13 y 0.3–1.5 µg/mL del compuesto 29. Se 

evaluaron tres réplicas por concentración y se realizó un análisis de regresión lineal simple a partir 

del área bajo la curva de las diluciones analizadas con respecto a su nivel de concentración. El 

LOD y LOQ fueron determinados de acuerdo a las siguientes ecuaciones: 

LOD= (3.3 × Sy/x)/ b1   LOQ= (10 × Sy/x)/ b1 

 

6.5.4.8. Estabilidad  

La estabilidad de los estándares se evaluó mediante el análisis de su concentración (100 

µg/mL) después de someterlos a condiciones de refrigeración (-4 ºC), temperatura ambiente (25 

ºC), hidrólisis ácida e hidrólisis básica. Las muestras se analizaron por triplicado y las 

determinaciones se obtuvieron a las 12 y 24 horas para el caso de las variaciones en las condiciones 

de temperatura. 
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6.6. Determinación de la dosis letal media (DL50) 

Para evaluar la toxicidad aguda de los extractos acuosos de las hojas y corteza de H. 

latiflora, H. standleyana y E. caribaeum (HHL, CHL, HHS, CHS, HEC y CEC, respectivamente) 

se utilizó el protocolo experimental descrito por Lorke (1983).  

Se utilizaron grupos de tres ratones macho, cepa ICR, con un peso promedio entre 20–25 

gramos. Se ensayaron en una primera etapa, tres dosis del extracto: 10, 100 y 1000 mg/kg; y, si 

todos los animales sobreviven, en una segunda etapa, otras tres dosis del extracto: 1600, 2900 y 

5000 mg/kg. En todos los casos, los tratamientos fueron suspendidos en solución salina (0.1% de 

Tween 80). Posterior a la administración de los extractos, los animales se observaron durante las 

primeras dos horas, y se continuaron monitoreando durante quince días, registrando su peso, 

comportamiento y cambios fisiológicos visibles diariamente.  Al finalizar el periodo de 

observación, se realiza un examen morfológico general de los órganos de los animales, 

comparándolos contra un individuo del grupo control. 

Con las dos fases del método de Lorke concluidas, se puede estimar el valor de la dosis 

mínima necesaria para producir la muerte del animal por toxicidad (DL50). Dicho valor se calcula 

mediante una media geométrica entre la dosis donde se presenta el deceso del primer animal y la 

última dosis donde no hay muertos. 

 

6.7. Evaluación de la actividad antidiabética  

6.7.1. Ensayo hipoglucemiante agudo 

Para la evaluación de la actividad hipoglucemiante de HHL, CHL, HHS, CHS, HEC y 

CEC, se llevó a cabo un experimento de tipo agudo, utilizando animales normoglucémicos y 

diabéticos (Guerrero-Analco et al., 2005; Williamson et al., 1996). Se utilizaron ratones macho, 

cepa ICR, de 25 gramos de peso promedio, con un ayuno de 6 horas, formando lotes de ocho 

animales, los cuales se agruparon en los distintos tratamientos: vehículo (blanco), glibenclamida 

10 mg/kg (control positivo) (Sigma) y los extractos a evaluar a las dosis de 100 mg/kg, 300 mg/kg 

y 500 mg/kg.   

Para su administración, cada dosis de extracto íntegro se suspendió en una solución salina 

con 0.05% de Twen 80; los dos controles siguieron el mismo procedimiento de disolución; todos 

los tratamientos fueron administrados vía oral, utilizando una sonda orogástrica.  
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Los animales se diabetizaron con una dosis intraperitoneal de estreptozotocina (STZ 100 

mg/kg, Fluka) posterior a la administración de nicotinamida  (NA 30 mg/kg i.p., Sigma). Dicho 

protocolo con la finalidad de proteger del daño que produce la STZ a las células β pancreáticas, 

asegurando así la generación de  animales con diabetes tipo 2 (Masiello et al., 1998). 

Se tomaron muestras de sangre a las 0, 1.5, 3, 5, 7 y 9 horas después de la administración 

de los tratamientos. Las muestras sanguíneas se tomaron de la vena caudal de los animales a través 

de una pequeña incisión en el final de la cola. Los niveles de glucosa sanguínea se midieron por el 

método enzimático de la glucosa oxidasa, utilizando un glucómetro comercial (One Touch Ultra, 

Jonhson-Jonhson, Milpitas, CA, EE.UU.). 

Una vez obtenidos los valores de las lecturas de glucosa sanguínea (mg/dL), se calcularon 

los porcentajes de variación de glucemia de acuerdo a la ecuación: 

% de variación de glucemia = [(Gi-Gt) / Gi)] x 100 

Donde Gi corresponde al valor de glucemia inicial y Gt el valor de glucemia a las 0, 1.5, 

3.0, 5.0, 7.0 y 9.0 horas posteriores a la administración de las muestras.  

 

6.7.2. Curva de tolerancia a la sacarosa oral 

Para la evaluación de la actividad antihiperglucémica de HHL, CHL, HHS, CHS, HEC y 

CEC, se llevó a cabo una prueba de tolerancia a la sacarosa oral (TSO) utilizando animales 

normoglucémicos y diabéticos, la cual nos permite establecer a priori si la actividad 

antihiperglucémica está asociada a una inhibición de las alfa-glucosidasas intestinales (Williamson 

et al., 1996). 

Se utilizaron ratones ICR macho, de 25 gramos de peso promedio, con un ayuno de 6 

horas, formando lotes de ocho animales, los cuales se agruparon en los distintos tratamientos: 

vehículo (control negativo), acarbosa 5 mg/kg (control positivo) (Sigma), extractos acuosos a las 

dosis de 100 mg/kg, 300 mg/kg y 500 mg/kg. 30 minutos después de administrar el tratamiento a 

cada grupo se le administró una carga de 3 g/kg de sacarosa (Sigma)  

Para su administración, cada dosis de extracto íntegro se suspendió en solución salina con 

0.05% de Twen 80, los dos controles siguieron el mismo procedimiento de disolución; todos los 

tratamientos fueron administrados vía oral, utilizando una sonda orogástrica.   
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 Los animales se diabetizaron bajo el mismo protocolo descrito en el ensayo 

hipoglucemiante agudo. 

Se tomaron muestras de sangre a las 0, 0.5, 1, 1.5, 2 y 3 horas después de la 

administración de la carga de sacarosa bajo el mismo protocolo descrito anteriormente.  

Los valores obtenidos en las mediciones de glucosa sanguínea (mg/dL) se reportan en  

porcentaje de variación de glucemia de acuerdo a la ecuación: 

% de variación de glucemia = [(Gt-Gi) / Gi)] x 100 

Donde Gi corresponde al valor de glucemia inicial y Gt el valor de glucemia a 0, 0.5, 1, 

1.5, 2 y 3 horas posteriores a la carga de sacarosa. 

 Se verificó si los animales presentaron, o no, una disminución del pico posprandial 

relacionada con la administración de los extractos. 

 

6.7.3. Curva de tolerancia a la glucosa oral 

Para la evaluación de la actividad antihiperglucémica del extracto acuoso íntegro de la 

hojas de H. latiflora, se llevó a cabo una prueba de tolerancia a la glucosa oral (TGO), utilizando 

animales normoglicémicos  y diábéticos (Williamson et al., 1996). 

Se utilizaron ratones ICR macho, de 25 gramos de peso promedio, con un ayuno de 12 

horas, formando lotes de ocho animales, los cuales se agruparon en los distintos tratamientos:  

vehículo (control negativo), glibenclamida 10 mg/kg (control positivo) (Sigma), extracto de H. 

latiflora 100 mg/kg, extracto de H. latiflora 300 mg/kg y extracto de H. latiflora 500 mg/kg. Se 

adminsitró a cada lote una carga de 1 g/kg de glucosa anhidra (Sigma). Para su administración, 

cada dosis de extracto íntegro se suspendió en solución salina con 0.05% de Twen 80, los dos 

controles siguieron el mismo procedimiento de disolución; todos los tratamientos fueron 

administrados vía oral utilizando una sonda orogástrica. Los animales se diabetizaron bajo el 

mismo protocolo descrito en el ensayo hipoglucemiante agudo. 

Se tomaron muestras de sangre a las 0, 0.5, 1, 1.5, 2 y 3 horas después de la 

administración. Las muestras sanguíneas fueron recolectadas bajo el mismo protocolo descrito 

anteriormente. Los valores obtenidos en las lecturas de glucosa sanguínea se reportan en mg/dL de 

glucosa sanguínea. Se verificó si los animales presentaron una disminución del pico posprandial 

relacionada con la administración de los extractos. 
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6.7.4. Evaluación de la actividad antihiperglucemiante de los compuestos 

5-O-β-D-galactopiranosil-7-metoxi-3’,4’-dihidroxi-4-fenilcumarina (4) y su 

aglicona 7-metoxi-5,3 ' ,4’-trihidroxi-4-fenilcumarina (34) 

 Para la evaluación de la actividad antihiperglucémica de los compuestos 4 y 34, se llevaron 

a cabo pruebas de tolerancia a la sacarosa oral (TSO) y al almidón (TAO), utilizando animales 

normoglucémicos  y diabéticos (Williamson et al., 1996). 

Se utilizaron ratones ICR macho, de 25 gramos de peso promedio, con un ayuno de 6 

horas, formando lotes de ocho animales, los cuales se agruparon en los distintos tratamientos: 

vehículo (control negativo), acarbosa 5 mg/kg (control positivo) (Sigma), compuesto 4 a las dosis 

de  5 mg/kg y 50 mg/kg y compuesto 34 a las dosis de 5 mg/kg y 50 mg/kg. Según fue el caso, 

TSO o TAO, a cada grupo se le administró una carga de 3 g/kg de sacarosa (Sigma-47289) o 2 

g/kg de almidón (Sigma-4126).  

Para su administración, cada dosis de extracto íntegro se suspendió en solución salina con 

0.05% de Twen 80, los dos controles siguieron el mismo procedimiento de disolución; todos los 

tratamientos fueron administrados vía oral utilizando una sonda orogástrica.   

 Los animales se diabetizaron bajo el mismo protocolo descrito en el ensayo 

hipoglucemiante agudo. 

Se tomaron muestras de sangre a las 0, 0.5, 1, 1.5, 2 y 3 horas después de la 

administración. Las muestras sanguíneas fueron recolectadas bajo el mismo protocolo descrito en 

el ensayo de tolerancia a la sacarosa oral. Los valores obtenidos en las lecturas de glucosa sanguínea 

se reportan en mg/dL de glucosa sanguínea. Se verificó si los animales presentaron una 

disminución del pico posprandial relacionada con la administración de los extractos. 

 

6.8. Obtención de las agliconas 7-metoxi-5,3',4'-trihidroxi-4-

fenilcumarina (34) y 5,7,3',4'-tetrahidroxi-4-fenilcumarina (35) 

Para la obtención del compuesto 34, se disolvió un gramo del compuesto 5-O-β-D-

galactopiranosil-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (4) en 100 mL de ácido clorhídrico 

(1N). La mezcla se sometió a proceso de reflujo a una temperatura de 50 ºC, durante 90 minutos. 
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Se dejó enfriar la solución hasta temperatura ambiente, el precipitado resultante se filtró en un 

embudo Buchner, hasta llegar a sequedad, para su posterior identificación. 

En el caso del compuesto 35, se disolvieron 100 mg del compuesto 6''-acetil-5-O-β-D-

glucopiranosil-7,3',4'-trihidroxi-4-fenilcumarina (7) en 10 mL de ácido clorhídrico (1 N) y se 

puso en reflujo a una temperatura de 50 ºC durante 180 minutos. Se dejó enfriar la solución hasta 

temperatura ambiente, el precipitado resultante se filtró en un embudo Buchner, hasta llegar a 

sequedad, para su posterior identificación. 

 

6.9. Ensayo de inhibición de α-glucosidasas in vitro  

 Se determinó la CI50 de distintos compuestos presentes en la especies que 

conforman el complejo copalchi: H. latiflora (HL), H. standleyana (HS) y E. caribaeum (EC): 

• 5-O-β-D-galactopiranosil-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (4; HL, HS, EC) 

• 5-O-β-D-glucopiranosil-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (5; HL, HS, EC) 

• 5-O-β-D-glucopiranosil-7, 3',4'-trihidroxi-4-fenilcumarina (6; HL, EC) 

• 6''-acetil-5-O-β-D-glucopiranosil-7, 3',4'-trihidroxi-4-fenilcumarina (7; HS, EC) 

• 5-O-[β-D-apiofuranosil-(1→6)-β-D-glucopiranosil]-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-

fenilcumarina (13; HL, HS) 

• 7-metoxi-5,3',4'-trihidroxi-4-fenilcumarina (34) 

• 5,7,3',4'-tetrahidroxi-4-fenilcumarina (35) 

• 3-O-β-D-glucopiranosil-23,24-dihidrocucurbitacina (25; HL, HS) 

• 25-O-acetil-3-O-β-D-glucopiranosil-23,24-dihidrocucurbitacina (26; HL, HS) 

• Ácido desoxicordifolínico (28; HL, HS) 

• Ácido clorogénico (29; HL, HS, EC) 

El ensayo de inhibición de α-glucosidasas in vitro se llevó a cabo utilizando la metodología 

descrita por Brindis y colaboradores (2010). Se utilizó α-glucosidasa proveniente de levadura 

(G5003, Sigma Aldrich) a una concentración de 0.75 U/mL en un volumen final de 100 mM de 

solución amortiguadora de fosfatos (pH 7.0); y como sustrato se utiliza p-nitrofenil-α-D-

glucopiranósido (N1377, Sigma Aldrich) a una concentración de 5 mM. Como control positivo 
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se utiliza acarbosa (A8980, Sigma Aldrich). Los compuestos se evaluaron a una concentración 

patrón de 10 mM generando un rango que va de 0 a 1 mM. 

La inhibición se determinó espectrofotométricamente en una placa de 96 pozos, 

utilizando el lector de placas iMark (BioRad). En cada pozo, se dispensa para su incubación, 

durante 10 minutos a temperatura ambiente, 20 µL de enzima con una determinada 

concentración de inhibidor o compuesto a ensayar; se toma una lectura espectrofotomética inicial 

a una longitud de onda de 415 nm. Después de la incubación, se adicionan 10 µL de sustrato y se 

incuba una vez más durante 35 minutos a una temperatura de 36 ºC. Posterior a la incubación, se 

toma una segunda lectura a 415 nm. Las absorbancias se adquirieron a través del programa 

Microplate Manager 6 (BioRad) y la CI50 se calculó a partir de la curva de inhibición obtenida 

para cada rango de concentraciones utilizando el programa Origin 8. 

 

6.10. Estudio de acoplamiento molecular 

Para el estudio de acoplamiento molecular, se construyeron las estructuras con el 

programa Hyperchem 7.5 (HyperCube Inc., FL). Para la visualización de las estructuras se 

utilizaron los siguientes programas: Hyperchem 7.5, Pymol (DeLano Scientific LLC, CA) y 

AutoDock Tools (ADT; www.autodock.scripps.edu). La optimización geométrica de las 

estructuras se llevó a cabo con el programa Hyperchem 7.5, utilizando el campo de fuerza 

AMBER, siguiendo un algoritmo de gradiente conjugado (Polak-Ribiere), y teniendo como 

condición de término un gradiente 0.01 kcal/[Å mol], o un máximo de 750 ciclos. Esta 

minimización de energía se llevó a cabo al vacío. 

Los cálculos de acoplamiento molecular se llevaron a cabo con el programa AutoDock 4.0 

-www.autodock.scripps.edu-.  La  adición de los átomos de hidrógenos polares a la proteína, las 

cargas de Kollman, los parámetros de solvatación y volúmenes fraccionarios, se realizaron 

utilizando el programa ADT (AutoDock Tools). A cada ligante se le asignaron las cargas parciales 

de Gasteiger-Marsili, se removieron los hidrógenos no polares y se permitió la rotación de todos 

los ángulos de torsión permisibles. 

El acoplamiento molecular consistió en la generación de mapas electrostáticos para cada 

tipo de átomo que participa en el mismo, en una caja de 120x120x120 Ǻ, con un espacio de 
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enrejamiento de 0.375 Ǻ, localizada en el centro de la macromolécula, la cual fue construida con 

AutoGrid 4 (parte de la paquetería de programas de AutoDock 4). La búsqueda de las posiciones 

de menor energía de  interacción ligando-proteína se realizó utilizando el algoritmo genético 

Lamarkiano, utilizando los parámetros recomendados inicialmente, los cuales consisten en: una 

población de 150 individuos, 2,500,000 evaluaciones energéticas y cambiando únicamente el 

número de corridas, que fue de 1000 evaluaciones independientes. 

Los programas utilizados para el acoplamiento molecular y su análisis fueron los 

siguientes: AutoDock 4.00 revisión 1.69 (1991-2007), AutoDockTools versión 1.5.0 revisión 7 

(1999-2007 Molecular Graphics Laboratory, The Scripps Reseach Institute) y PyMOL, sobre el 

sistema operativo UNIX usando una supercomputadora (KANBALAM HP CP 4000), la cual 

contiene 1368 procesadores AMD Opteron, 3 terabyte de memoria y 160 terabyte de 

almacenamiento (http://www.super.unam.mx/). 

 

6.11. Evaluación de la actividad gastroprotectora  

Para la evaluación de la actividad gastroprotectora de HHL, CHL, HHS, CHS y los 

compuestos 13 y 29, se realizó una prueba de inhibición a la formación de lesiones gástricas 

agudas inducidas por etanol absoluto en estómago de rata macho Wistar siguiendo el protocolo de 

Roberts (1979) modificado por Navarrete y colaboradores (2002). 

Los extractos acuosos se evaluaron a las dosis de 30, 100, 177 y 300 mg/kg; mientras que 

el compuesto 13 se evaluó a las dosis 0.1, 1, 10, 17, 30, 57 y 100 mg/kg; el compuesto 29 a las 

dosis de 3, 10, 17, 30, 57 y 100 mg/kg; y se compararon contra los controles negativo (vehículo) y 

positivo (carbenoxolona 10 mg/kg). Todos los tratamientos se administran v.o. 30 minutos antes 

de la administración per os de 1 mL de etanol absoluto.  

Dos horas después de la administración de etanol, los animales se sacrificaron por 

inhalación de dióxido de carbono, se extrajo el estómago, el cual se fijó con 10 mL de 

formaldehído 30% v/v durante 15 minutos y se contabilizaron las úlceras gástricas. El estómago se 

abrió por la curvatura mayor y se midió el área de las lesiones (mm2) utilizando un microscopio de 

disección con el ocular graduado (10×). La suma del área total de lesiones de cada estómago se 

calcula como el índice de úlcera (IU). 
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La actividad gastroprotectora (%GP) se evalúa con la fórmula: 

%GP= (IUveh – IUtrat / IUveh) × 100 

Se reportan las diferencias significativas (p < 0.05) de los tratamientos con respecto al 

control negativo a través de un ANDEVA de una vía seguido de una prueba de Newman-Keuls 

(Navarrete et al., 2002). 

 

6.11.1 Determinación del mecanismo de acción gastroprotector  

Con la finalidad de determinar el mecanismo de acción gastroprotector de los compuestos 

13 y 29 se realizaron una serie de experimentos pretratando a los animales con fármacos selectos 

que bloquean las principales vías de gastroprotección.  

Para investigar el papel de la producción endógena del óxido nítrico en el efecto protector 

de los compuestos 13 y 29 (DE50=15 y 26 mg/kg p.o., respectivamente), se administró el éster 

metílico de la NG-nitro-L-arginina (L-NAME; 70 mg/kg disuelto en solución salina isotónica, i.p.) 

30 minutos antes del tratamiento con los compuestos mencionados. Después de media hora se 

indujo la formación de lesiones gástricas, las cuales se cuantificaron utilizando la misma 

metodología descrita para evaluar el efecto gastroprotector. De igual manera se incluyeron los 

controles negativo (vehículo) y positivo (pretratamiento con L-NAME) (Chávez-Piña et al., 

2009). 

Para determinar el rol de los grupos sulfhidrilo endógenos en el efecto protector de los 

compuestos 13 y 29, se administró N-etilmaleimida (NEM; 20 mg/kg disuelto en solución salina 

isotónica, s.c.) 30 minutos antes del tratamiento con los compuestos mencionados. Después de 

media hora, se indujo la formación de lesiones gástricas, las cuales se cuantificaron utilizando la 

misma metodología descrita para evaluar el efecto gastroprotector. De igual manera, se incluyeron 

los controles negativo (vehículo) y positivo (pretratamiento con NEM) (Chávez-Piña et al., 2009). 

Con la finalidad de conocer el papel de las prostaglandinas endógenas en el efecto 

protector de los compuestos 13 y 29, se administró indometacina (10 mg/kg disuelto en 

NaHCO3 5 mM, s.c.) 30 minutos antes del tratamiento con los compuestos mencionados. 

Después de media hora, se indujo la formación de lesiones gástricas, las cuales se cuantificaron 
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utilizando la misma metodología descrita para evaluar el efecto gastroprotector. De igual manera, 

se incluyeron los controles negativo (vehículo) y positivo (pretratamiento con indometacina) 

(Chávez-Piña et al., 2009). 

 

6.12. Estudio farmacocinético del compuesto 5-O-β-D-galactopiranosil-7-

metoxi-3’,4’-dihidroxi-4-fenilcumarina (4) y su aglicona (34) 

La importancia farmacológica de las 4-fenilcumarinas obliga a la determinación de una 

serie de parámetros farmacocinéticos; los analitos 4 y 34 se cuantificaron simultáneamente en dos 

matrices biológicas distintas: plasma y heces de rata, con la finalidad de determinar la absorción y 

eliminación de los mismos.  

 

6.12.1. Cuantificación simultánea de los compuestos 4 y 34 en plasma de 

rata 

El método analítico desarrollado para cromatografía líquida de alta eficiencia (CLAE) 

consiste en una fase móvil isocrática conformada por acetonitrilo (ACN) y agua acidificada (ácido 

trifluoroacético, TFA, 0.1%) en una proporción 24:76 a un flujo de 1 mL/min. Se utilizó una 

columna fase reversa Symmetry C-8, tamaño de partícula de 5 µm; 3.9 × 150 mm (Waters), con 

un guarda-columna SecurityGuard, cartuchos  Widepore C-18 4.0 × 3.0 mm (Phenomenex). Los 

compuestos se registraron a una longitud de onda de 327 nm. El tiempo de corrida fue de 12 

minutos, con un tiempo de retención (tR) para el compuesto 4 de 2.7 minutos y para el 

compuesto 34 de 9.5 minutos; el volumen de inyección en todos los casos fue de 20 µL.  

 

6.12.1.1. Preparación los analitos de referencia 

Las soluciones patrón de los analitos de referencia 4 y 34 se prepararon a una 

concentración de 1 mg/mL (agua desionizada) y se filtraron utilizando acrodiscos de nylon de 

0.45 µm (Pall®). 
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6.12.1.2. Preparación de la matriz de trabajo 

La sangre total (5 mL) de rata macho cepa Wistar (250–300 g de peso) decapitada se 

centrifugó a 5000 rpm durante 20 minutos. El plasma resultante se filtró utilizando acrodiscos de 

membrana Supor® de 0.45 µm (Pall®); el plasma obtenido congeló (–20 ºC) hasta su utilización. 

Para la validación del método se trabajó con un volumen de 500 µL de plasma; para el 

enriquecimiento de la matríz de trabajo con los analitos se agitó cada muestra en vórtex durante 

15 segundos. 

 

6.12.1.3. Método de extracción 

Se llevó a cabo una extracción líquido–líquido adicionando a la matriz enriquecida 200 

µL de una mezcla ACN:MeOH (2:1), posteriormente se centrifugó a 15000 rpm durante 20 

minutos, para separar cualquier proteína plasmática existente. Se tomaron 300 µL del 

sobrenadante y éste es el que se analiza en CLAE. 

 

6.12.1.4. Linealidad del sistema 

La linealidad del sistema se determinó a partir de una curva de calibración con cinco 

niveles de concentración para la mezcla de los analitos 4 y 34 (1–50 µg/mL) disueltos en agua. El 

parámetro estadístico que se calcula es el coeficiente de correlación (r2), y su criterio de aceptación 

es r2≥ 0.98. Se realizaron tres réplicas por cada nivel de concentración. 

 

6.12.1.5. Selectividad del método 

La selectividad del método se realizó mediante la comparación de una muestra con la 

mezcla de los analitos 4 y 34 (15 µg/mL) disueltos en agua, contra una muestra en iguales 

condiciones proveniente de la matriz biológica enriquecida. Se observa si en las respuestas 

obtenidas por su análisis en CLAE existe alguna interferencia en el tiempo de retención del 

fármaco analizado. 
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6.12.1.6. Linealidad y exactitud del método 

Se prepararon tres curvas de calibración en el rango de concentraciones mencionadas 

enriqueciendo la matriz biológica. Se calculó a través de una regresión lineal simple las ecuaciones 

de la recta para cada uno de los analitos y se calcula la desviación estándar absoluta (DEA, 

concentración adicionada vs. concentración recuperada). Los criterios de aceptación son una r2≥ 

0.98 para las curvas y una DEA≤ 15% para cada nivel de concentración evaluado y una DEA≤ 

20% para el nivel más bajo de concentración. 

 

6.12.1.7. Precisión 

La repetibilidad y reproducibilidad se establecieron mediante el análisis de una curva de 

calibración, cinco repeticiones de los puntos control para la repetibilidad y tres repeticiones de los 

mismos para la reproducibilidad. Se calculó la concentración recuperada en cada nivel de 

concentración, interpolando los datos obtenidos de los puntos control de la curva de calibración. 

Se evaluaron los parámetros estadísticos: �y, s, CV en cada una de las concentraciones analizadas. 

El criterio de aceptación para el parámetro de precisión CV≤ 15%. 

 

6.12.1.8. Límites de detección (LOD) y cuantificación (LOQ) 

La evaluación de LOD y LOQ se realizó construyendo curvas de calibración a partir de la 

dilución del nivel de concentración más bajo de los estándares. Así, las disoluciones empleadas 

contenían entre 0.1–0.5 µg/mL de los compuestos 4 y 34. Se evaluaron tres réplicas por 

concentración y se realizó un análisis de regresión lineal simple a partir del área bajo la curva de las 

diluciones analizadas con respecto a su nivel de concentración. El LOD y LOQ fueron 

determinados de acuerdo a las siguientes ecuaciones: 

LOD= (3.3 × Sy/x)/ b1   LOQ= (10 × Sy/x)/ b1 

 

6.12.1.9. Estabilidad  

La estabilidad de los estándares se evaluó mediante el análisis de su concentración (100 

µg/mL), después de someterlos a condiciones de refrigeración (-4 ºC), temperatura ambiente (25 

ºC), hidrólisis ácida e hidrólisis básica. Las muestras se analizaron por triplicado y las 
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determinaciones se obtuvieron a las 12 y 24 horas para el caso de las variaciones en las condiciones 

de temperatura. 

 

6.12.1.10. Análisis preliminar de la absorción de los compuestos 4 y 34  

Se administró una dosis de 100 mg/kg del compuesto 4. Se utilizaron cinco animales, 

obteniendo dos tiempos de muestreo de cada uno de ellos, 1.5 mL de sangre vía seno orbito 

ocular. Los tiempos de muestreo fueron: 0, 15, 30, 60, 90, 120, 240, 360, 720 y 1440 minutos. 

Cada muestra se mezcló por inversión con 100 µL de heparina, para evitar la coagulación, y se 

sometió al método de extracción establecido anteriormente; 300 µL de cada muestra se 

congelaron a –20 ºC para su posterior análisis por CLAE utilizando el método analítico validado.  

 

6.12.2. Cuantificación simultánea de los compuestos 4 y 34 en heces de 

rata 

El método analítico desarrollado para CLAE consiste en una fase móvil isocrática 

conformada por acetonitrilo (ACN) y agua acidificada (ácido trifluoroacético, TFA, 0.1%) en una 

proporción 25:75 a un flujo de 1 mL/min. Se utilizó una columna fase reversa Symmetry C-8, 

tamaño de partícula de 5 µm; 3.9 × 150 mm (Waters), con un guarda-columna SecurityGuard, 

cartuchos Widepore C-18 4.0 × 3.0 mm (Phenomenex). Los compuestos se registraron a una 

longitud de onda de 327 nm. El tiempo de corrida fue de 12 minutos con un tiempo de retención 

(tR) para el compuesto 4 de 2.5 minutos y para el compuesto 34 de 8.5 minutos; el volumen de 

inyección en todos los casos fue de 20 µL.  

 

6.12.2.1. Preparación los analitos de referencia 

Las soluciones patrón de los estándares de referencia 4 y 34 se prepararon a una 

concentración de 1 mg/mL (agua desionizada) y se filtraron utilizando acrodiscos de nylon de 

0.45 µm (Pall®). 
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6.12.2.2. Preparación de matriz de trabajo 

Las heces de rata se recolectaron utilizando una jaula metabólica en la cual se aislaron a 

ratas macho cepa Wistar (250–300 g de peso), de cada animal se obtuvieron aproximadamente 8 

g de heces en un periodo de 24 horas. Las muestras fecales se liofilizaron hasta alcanzar peso 

constante. Las heces se almacenaron en un desecador hasta su utilización. Para la validación del 

método se trabajó con un peso de 50 mg de heces; para el enriquecimiento de la matriz de trabajo, 

se adicionaron los analitos en un volumen de 200 µL de agua desionizada. Las muestras se dejaron 

rehidratar y se agitaron en vórtex durante 10 minutos. 

 

6.12.2.3. Método de extracción 

Se llevó a cabo una extracción adicionando a la matriz biológica 1300 µL de una mezcla 

ACN y agua acidificada (1:3), ésta se dejó durante hidratar 15 minutos y se agitó en vórtex por 2 

minutos más, posteriormente se centrifuga a 3000 rcf, durante 10 minutos. Se toman 500 µL de 

sobrenadante los cuales se someten a una segunda centrifugación a 10000 rcf, por 10 minutos. Se 

toman 400 µL del sobrenadante para su análisis por CLAE. 

 

6.12.2.4. Linealidad del sistema 

La linealidad del sistema se determinó a partir de una curva de calibración con cinco 

niveles de concentración para la mezcla de los analitos 4 y 34 (3–150 µg/mL) disueltos en agua. 

El parámetro estadístico que se calcula es el coeficiente de correlación (r2); el criterio de aceptación 

es r2≥ 0.98. Se realizaron tres réplicas por cada nivel de concentración. 

 

6.12.2.5. Selectividad del método 

La selectividad del método se estableció mediante la comparación de una muestra 

conteniendo la mezcla de los analitos 4 y 34 (45 µg/mL) disueltos en agua, contra una muestra 

de iguales condiciones proveniente de la matriz biológica enriquecida. Se observa si en las 

respuestas obtenidas por su análisis en CLAE existe alguna interferencia en el tiempo de retención 

del fármaco analizado. 
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6.12.2.6. Linealidad y exactitud del método 

Se prepararon tres curvas de calibración en el rango de concentraciones mencionadas 

enriqueciendo la matriz biológica. Este parámetro se calculó de la misma manera descrita en el 

punto  6.1.12.6. 

 

6.12.2.7. Precisión 

Este parámetro se estableció siguiendo el mismo protocolo descrito en el punto 6.12.1.7. 

 

6.12.2.8. Límites de detección (LOD) y cuantificación (LOQ) 

La evaluación de LOD y LOQ se realizó siguiendo el mismo procedimiento descrito en el 

punto 6.12.1.8. 

 

6.12.2.9. Estabilidad  

La estabilidad de los estándares se evaluó mediante el análisis descrito en el punto 

6.12.1.9. 

 

6.12.2.10. Análisis de la eliminación de los compuestos 4 y 34 en rata 

Previo un ayuno de 8 h, se formaron tres grupos de seis ratas macho cepa Wistar (250-300 

g) a cada grupo se les administraron las dosis de 15, 30 y 90 mg/kg compuesto 4, 

respectivamente. También se consideró un grupo control de tres animales sólo administrado con 

solución salina isotónica. Se recolectaron muestras de las heces fecales a las 0, 12, 18, 24, 36, 48, 

60 y 72 horas, las cuales se liofilizaron para su posterior análisis por CLAE utilizando el método 

analítico validado. 
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7. Resultados y discusión 

 En la presente sección se abordarán los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo de 

investigación. En primer lugar, se expone y discute la influencia fenológica y geográfica en la 

concentración de metabolitos biodinámicos selectos en las hojas de H. latiflora; posteriormente, se 

compara la composición química de las infusiones de hojas y cortezas de las tres rubiáceas en 

estudio. En segundo término, se presentan los resultados referentes a la farmacología del complejo 

copalchi; desde la evaluación de la toxicidad preclínica aguda de todos los extractos acuosos 

evaluados, seguido por el estudio de la eficacia antidiabética y gastroprotectora, hasta los estudios 

farmacocinéticos preliminares de 4-fenilcumarinas biodinámicas selectas. Finalmente, se propone 

la formulación de dos preparados fitoterapéuticos. 

 

7.1. Determinación de la influencia fenológica y geográfica en la 

concentración de metabolitos biodinámicos de H. latif lora 

Con la finalidad de detectar la influencia de distintos factores de variación como la 

fenología y la distribución geográfica en la concentración de los metabolitos de interés 

farmacológico, se analizaron muestras diferentes de hojas de H. latiflora recolectadas en los sitios 

de estudio mencionados en la metodología.  

Se eligió la localidad de David J. Tellitud, popularmente conocida como Santa Rita, 

municipio de Huetamo de Núñez, estado de Michoacán, ubicada en la depresión del río Balsas a 

una altitud de 221 m snm; dentro de esta localidad se eligieron dos sitios de estudio: La Cocina y 

La Arena. El diagrama ombrotérmico de la localidad para el periodo 1971-2000, única 

información disponible a la fecha, se representa en la Figura 11. Dicho diagrama nos permite 

comparar las condiciones climáticas en las distintas localidades estudiadas, y así descartar otro 

factor de variabilidad en el estudio. 
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Figura 11. Diagrama ombrotérmico de Huetamo, Mich. Datos tomados del Servicio Meteorológico Nacional. 
 
 El sitio de estudio, conocido como “La Cocina” (18º 31.709’ N; 101º 04.692’ W), 

presenta regiones semi-conservadas a conservadas de bosque tropical caducifolio. No obstante, 

presenta grandes extensiones destinadas a prácticas agrícolas y ganaderas. Para el estudio de H. 

latiflora, se seleccionaron tres individuos marcados como 19, 21 y 22 de los cuales se obtuvieron 

soló las  hojas durante un muestreo de un año (Cuadro 3). 

 
Cuadro 3.  Colectas realizadas en la localidad de “La Cocina” entre los meses de agosto de 2009 a julio de 2010. 

Fecha de 
colecta 

Individuo Peso seco 
(g) 

Estado de las  hojas /  Característ icas  
árbol 

Ejemplar de 
herbario (FCME) 

29-VIII-2009 19 43.8 Hojas ligeramente manchadas / Posfloración, 
pocos frutos 

− 

29-VIII-2009 21 34.1 Hojas en buen estado general / Posfloración, 
sin frutos 

− 

29-VIII-2009 22 37.2 Hojas en buen estado / Posfloración, sin 
frutos 

− 

10-X-2009 19 23.2 Hojas ligeramente manchadas / Senescencia 
foliar 

− 

10-X-2009 21 53.1 Hojas en buen estado general / Senescencia 
foliar 

− 

10-X-2009 22 22.1 Hojas en buen estado general / Senescencia 
foliar 

− 

20-XII-2009 21 28.5 Pocas hojas con manchas oscuras / 
Senescencia foliar 

− 

12-I-2010 21 20.1 Prácticamente sin hojas, manchadas / 
Senescencia foliar 

− 

9-IV-2010 19 48.3 Hojas nuevas y maduras en perfecto estado / 
Posfloración, muchos brotes, yemas foliares 
saliendo de la latencia, algunos frutos 

− 
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9-IV-2010 21 30.5 Hojas nuevas y maduras en perfecto estado / 
Posfloración, muchos brotes, yemas foliares 
saliendo de la latencia, sin frutos 

− 

9-IV-2010 22 32 Hojas nuevas y maduras en perfecto estado / 
Posfloración, muchos brotes, yemas foliares 
saliendo de la latencia, algunos frutos 

131316 

4-VII-2010 19 35 Hojas en perfecto estado / Árbol sin flor 131315 
4-VII-2010 21 11 Hojas en perfecto estado / Árbol en floración 131336 
4-VII-2010 22 175 Hojas en perfecto estado / Árbol sin flor 131337 
 

La segunda localidad, “La Arena” (18°31' 0.76" N; 101° 5' 19.8" W), con mayor número 

de árboles de H. latiflora, se ubica aproximadamente a 2.5 km al oeste de “La Cocina”; se 

recolectaron muestras de cuatro individuos adicionales (S. Cristians 84, 85, 86 y 87) para realizar 

la comparación con los individuos de la localidad de Urique, Chih. Cabe destacar que se recolectó 

en la temporada de lluvias (julio de 2010) por lo que todos los árboles tenían hojas en perfecto 

estado y algunos presentaban flores y frutos (Cuadro 4). 

 
Cuadro 4.  Colecta realizada en la localidad de “La Arena” en el mes de julio de 2010 en Santa Rita, Huetamo, 
Mich. 
Fecha de 
colecta 

Individuo Peso seco 
(g) 

Estado de las  hojas /  Característ icas 
árbol 

Ejemplar de 
herbario (FCME) 

4-VII-2010 84 50 Hojas en perfecto estado / Árbol sin flor 131344 
4-VII-2010 85 30 Hojas en perfecto estado / Árbol sin flor 131345 
4-VII-2010 86 43 Hojas en perfecto estado / Árbol en floración 131355, 131334, 

131333, 131338 
4-VII-2010 87 43 Hojas en perfecto estado / Árbol en floración 131346 
 
 Para llevar a cabo la comparación entre poblaciones de la especie H latiflora se hizo una 

colecta en el municipio de Urique en el estado de Chihuahua (29º 13.143’ N 107º 54.832’ W), 

en un terreno privado con remanentes de bosque tropical caducifolio, a una altitud de 579 m 

snm; el diagrama ombrotérmico de la localidad para el periodo 1971-2000 se representa en la 

Figura 12. La recolecta se llevó a cabo en el mes de septiembre de 2009. Además de los individuos 

antes estudiados (34439, 35139, 35140 y 35141; Cristians, 2009) se encontraron cuatro nuevos 

individuos (63, 67, 68 y 69). En todos los casos, los árboles estaban en un estado avanzado de 

senescencia foliar, presentando hojas manchadas. El individuo 63 era el que presentó  un número 

menor de manchas, mientras que los individuos 35139 y 35141 presentaron una cantidad 

abundante de manchas (Cuadro 5). 
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Figura 12. Diagrama ombrotérmico de Urique, Chih. Datos tomados del Servicio Meteorológico Nacional. 

 
Cuadro 5.  Colecta realizada en la localidad “Rancho Entre Amigos” en el mes  en el mes de septiembre de 2009 en 
Urique, Chih.  

Fecha de colecta Individuo Peso seco (g)  Estado de las  hojas /  Característ icas  
árbol 

22-IX-2009 35139 15 Hojas muy manchadas, estado de senescencia. 
22-IX-2009 63 17 Hojas poco manchadas, estado senescente. 
22-IX-2009 64 (34439) 60 Hojas manchadas, estado de senescencia. 
22-IX-2009 65 (35140) 57 Hojas manchadas, estado de senescencia. 
22-IX-2009 66 (35141) 67 Hojas manchadas, estado de senescencia. 
22-IX-2009 67 69 Hojas manchadas, estado de senescencia. 
22-IX-2009 68 90 Hojas manchadas, estado de senescencia. 
22-IX-2009 69 123 Hojas manchadas, estado de senescencia. 

 
 A partir de la revisión de herbarios acerca de la distribución de otras rubiáceas 

pertenecientes al complejo copalchi, se eligió la localidad de Tuzantlán, municipio de Atenango 

del Río en el estado de Guerrero (18º 12’ 22.35’’ N; 99º 11’ 1’’ W), sobre las laderas de un cerro 

a 989 m snm; el diagrama ombrotérmico de la localidad para el periodo 1971-2000 se representa 

en la Figura 13. Se recolectaron hojas y corteza de diferentes individuos de las especies H. 

standleyana (S. Cristians 89, 91, 94 y 96) y E. caribaeum (S. Cristians 88, 90, 92, 93, 95 y 97) y se 

prepararon muestras para su depósito en el herbario de la Facultad de Ciencias (FCME) (Cuadro 

6). 
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Figura 13. Diagrama ombrotérmico de Atenango del Río, Gro. Datos tomados del Servicio Meteorológico 
Nacional. 
 
Cuadro 6.  Colecta realizada en la localidad de “Tuzantlán” en el mes de julio de 2010 en Atenango del Río, Gro. 
Fecha de 
colecta 

Individuo Peso seco 
(g) 

Estado de las  hojas /  Característ icas  
árbol 

Ejemplar de 
herbario (FCME) 

29-VII-2010 89 HS 110 Hojas en perfecto estado / Árbol con frutos 131342 
29-VII-2010 91 HS 30 Hojas en perfecto estado / Árbol sin frutos − 
29-VII-2010 94 HS 83 Hojas en perfecto estado / Árbol con frutos 131350 
29-VII-2010 96 HS 70 Hojas en perfecto estado / Árbol con frutos 131351 
29-VII-2010 88 EC 97  Hojas en perfecto estado / Árbol en floración 131341 
29-VII-2010 90 EC 82 Hojas en perfecto estado / Árbol en floración 131340 
29-VII-2010 92 EC 40 Hojas en perfecto estado / Árbol en floración 131339 
29-VII-2010 93 EC 91 Hojas en perfecto estado / Árbol en floración 131347, 131348 
29-VII-2010 95 EC 75 Hojas en perfecto estado / Árbol en floración 131349 
29-VII-2010 97 EC 83 Hojas en perfecto estado / Árbol en floración 131355 

 

 7.1.1. Validación del método analítico 

 Una vez concluida la recolecta del material vegetal considerando las variables fenológicas y 

geográficas, se validó un método cromatográfico analítico que permitiera la cuantificación de 

metabolitos biodinámicos selectos en las infusiones de hojas de H. latiflora. 

 La identificación de los compuestos en los cromatogramas se realizó basándose en el tiempo 

de retención y en los experimentos de enriquecimiento con compuestos aislados de H. latiflora (5, 

6, 13 y 14) y un estándar comercial del compuesto 29, los cuales se inyectaron a una 

concentración de 1 mg/mL. La cuantificación de la serie de 4-fenilcumarinas se realizó a través de 

interpolar los valores de área bajo la curva (µV * seg) para cada uno de los compuestos a la 

ecuación de la recta, construida a partir de la curva de calibración diseñada para el compuesto 13. 
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Por lo tanto, la concentración de los compuestos antes mencionados se describen en µg de 

equivalentes de 4-fenilcumarina. En el caso del compuesto 29, se calculó interpolando los valores 

del área bajo la curva a una ecuación de la recta calculada a partir de la curva de calibración 

diseñada para dicho compuesto  

 Para el desarrollo del método, se evaluaron distintas condiciones cromatográficas: fase 

estacionaria, temperatura, composición de la fase móvil, gradiente de elución y longitud de onda, 

con la finalidad de registrar un perfil cromatográfico definido, en el cual se pudieran cuantificar 

los compuestos 13 (equivalentes de 4-fenilcumarina; tR= 3.12) y 29 (tR= 1.43), y así poder 

establecer la influencia de los factores fenológicos y geográficos sobre la concentración de los 

compuestos de interés farmacológico (Figura 18).  

 El método fue selectivo ya que, a través de su aplicación, las respuestas analíticas de los 

compuestos 13 y 29 no presentaron interferencia con el resto de los componentes presentes en la 

matriz de trabajo. La selectividad se evaluó mediante el registro de los espectros de UV de los 

compuestos 13 y 29 en la matriz de trabajo, los estándares a una concentración definida (100 

µg/mL) y los mismos en la matriz de trabajo enriquecida (45 µg/mL para 29 y 15 µg/mL para 

13). Ya que los espectros UV son los mismos en todos los casos y no se observan modificaciones 

en los máximos de absorción, se puede asegurar que la respuesta analítica observada se debe 

únicamente a la presencia de los compuestos 13 y 29 (Figura 14). 
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A D 

B E 

C F 
Figura 14. Espectros UV de los compuestos 13 y 24 en distintas muestras. A. Compuesto 13 en matriz de trabajo; 

B. Compuesto 13 a 100 µg/mL; C. Matriz enriquecida con el compuesto 13 (15 µg/mL ); D. Compuesto 29 en 

matriz de trabajo; E. Compuesto 29 a 100 µg/mL; F. Matriz enriquecida con el compuesto 29 (45 µg/mL ). 

 

 El método fue lineal, ya que las respuestas analíticas en las concentraciones analizadas son 

directamente proporcionales a la concentración del analito en la muestra. El intervalo de 

concentraciones ensayadas para el compuesto 13 fue 1–50 µg/mL con una r2= 0.997, mientras 

que para el compuesto 29 el rango evaluado fue 3–150 µg/mL con una r2= 0.994 (Cuadro A1, 

ver Anexos). Las ecuaciones de las rectas calculadas a partir de la regresión lineal fueron y = 

23788x + 1323 para el compuesto 13, mientras que para el compuesto 29 fue y = 54065x – 

50993. 
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La exactitud se interpreta como la concordancia entre el valor de la concentración del 

analito en la matriz enriquecida y el valor de referencia. Los porcentajes de recobro se calcularon a 

partir de tres niveles de concentración, puntos control bajo, medio y alto. En todas las 

concentraciones evaluadas los porcentajes de recobro se encontraron entre el 98-102%, por lo que 

el método fue exacto para el intervalo de concentraciones ensayadas (Cuadro A2). 

La precisión de un sistema o método analítico se refiere a la concordancia entre las 

respuestas analíticas individuales bajo las mismas condiciones de análisis en relación a varias 

estimaciones de una concentración conocida. La precisión se determina bajo la premisa de que la 

dispersión de las concentraciones calculadas no debe exceder el 2% del coeficiente de variación 

(CV). Los resultados obtenidos demostraron que el método fue preciso (Cuadro A3). 

El LOD se refiere a la concentración mínima de analito en una muestra que se puede 

detectar, más no cuantificar; en el caso del LOQ es la concentración mínima de analito que puede 

ser cuantificada con precisión y exactitud. Para el compuesto 13 el LOD y el LOQ fueron de 

0.04 µg/mL y 0.1 µg/mL, respectivamente; en el caso del compuesto 29 se calcularon los valores 

de 0.28 µg/mL y 0.85 µg/mL para el LOD y el LOQ. En ambos casos estos valores se 

encontraron por debajo del punto más bajo de los rangos evaluados. 

Se evaluó la estabilidad de los compuestos 13 y 29 con respecto a los factores de tiempo y 

temperatura. El compuesto 13 fue estable en las condiciones evaluadas, mientras que el 

compuesto 29 no presentó estabilidad a temperatura ambiente (CV >2%). Este resultado indica 

que en todos los casos que se requiera la solución estándar de dicho compuesto, se deberá preparar 

en el día mismo de análisis, o bien mantener en refrigeración. 

 

7.1.2. Influencia fenológica  

Las concentraciones de ácido clorogénico (29) y 4-fenilcumarinas (4, 6, 13 y 14) 

presentaron diferencias significativas (p< 0.05) a lo largo del ciclo fenológico de H. latiflora. La 

concentración incrementó durante las etapas de pre-senescencia y senescencia. En la etapa de 

renovación foliar se cuantificó la mayor concentración de metabolitos de interés farmacológico, 

mientras que en la etapa de floración los árboles disminuyeron la concentración de los compuestos 

a la mitad (Cuadro A4, Figura 15). 
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No existe información al respecto de la influencia del ciclo fenológico y la modulación en 

la concentración de las 4-fenilcumarinas; sin embargo, en el caso del compuesto 29 se han 

realizado varios estudios al respecto que son coincidentes con los resultados descritos para las hojas 

de H. latiflora (Stamp et al., 2004; Cirak et al., 2007a; 2007b). El ácido clorogénico actúa como 

compuesto aleloquímico, protegiendo a las plantas contra insectos al interferir con su 

alimentación, crecimiento y supervivencia (Wen et al., 2003; Stamp et al., 2004; Zhou et al., 

2009); con relación a dicho rol ecológico, se ha observado una mayor acumulación durante el 

desarrollo de la etapa vegetativa, sobre todo en hojas jóvenes, con una disminución notable en las 

últimas etapas de fructificación (Stamp et al., 2004; Cirak et al., 2007a; 2007b).  

El comportamiento descrito para el ácido clorogénico también se ha descrito para otros 

compuestos de defensa, presentándose una mayor concentración en órganos en desarrollo que en 

órganos maduros (Figuereido et al., 2008). Por otro lado, la disminución sustancial del compuesto 

29 durante la etapa de floración es coincidente con la redistribución de fotosintatos hacia órganos 

reproductivos, así como la disminución en la concentración de metabolitos de defensa en ciertos 

tejidos vegetales durante dichas etapas reproductivas (Taiz y Zeiger, 2006; Konchar et al., 2011). 

Estos resultados muestran que el periodo óptimo para la cosecha de hojas de H. latiflora 

debe estar restringido a la etapa de senescencia, coincidiendo con el final de la temporada de 

lluvias, así como durante la etapa de renovación foliar, al inicio de la temporada de lluvias del año 

siguiente. Es importante puntualizar que la cosecha de hojas durante la etapa de floración debe 

evitarse si se quiere asegurar un contenido apropiado de compuestos activos y, por lo tanto, la 

eficacia farmacológica de la droga cruda.  
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Figura 15. Concentración promedio ± EE (mg/g CD) de los compuestos biodinámicos Hintonia latiflora en 

diferentes etapas fenológicas (a p< 0.05 diferencia significativa ANADEVA seguido por una comparación múltiple de 

Tukey en relación a la etapa de Floración; b mismo tratamiento estadístico con respecto a la etapa de Renovación 

foliar; c mismo tratamiento estadístico con respecto a la etapa de Pre-senescencia). 

 

7.1.3. Influencia geográfica  

Las diferencias en la concentración de 4-fenilcumarinas entre las poblaciones de 

Michoacán y Chihuahua fueron significativas (p< 0.05). Estas dos localidades se seleccionaron con 

base a una serie de consideraciones sociopolíticas, por un lado el fácil acceso a las mismas sin 

riesgos para la integridad física. En segundo lugar, la abundancia relativa de la especie objeto de 

estudio. Los resultados muestran el doble de concentración de 4-fenilcumarinas en la población de 

Michoacán con respecto a la de Chihuahua, siendo el compuesto 6 el que mayor aporta a dicha 

diferencia; sin embargo, la concentración de ácido clorogénico (29) no se ve afectada por la 

diferencia geográfica (Cuadro A5, Figura 16). 

En términos generales, la concentración de los compuestos biodinámicos con respecto a la 

variación interpoblacional parece ser un factor menos importante que la variación fenológica. 

Dicho resultado implica que el material vegetal puede ser recolectado indistintamente, al menos, 
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en estas dos poblaciones; sin embargo, el establecimiento de cultivos controlados aseguraría la 

calidad y abasto de drogas crudas estandarizadas. Adicionalmente, se contribuiría a la conservación 

de H. latiflora, cuyas poblaciones silvestres se encuentran amenazadas y en peligro de extinción 

(Martínez-Pérez et al., 2012). 

 

 

Figura 16. Concentración promedio ± EE (mg/g DC) de los compuestos biodinámicos de Hintonia latiflora en las 

poblaciones de Michoacán y Chihuahua (* p< 0.05; ** p< 0.01 diferencia significativa prueba de t de la comparación 

entre localidades). 

 

7.2. Comparación de los perfi les cromatográficos  

Los perfiles cromatográficos de las drogas crudas derivadas de las hojas y cortezas de las 

rubiáceas del complejo copalchi se obtuvieron basándose en el tiempo de retención y 

enriquecimiento con compuestos aislados de las tres especies H. latiflora, H. standleyana, y E. 

caribaeum. Al comparar las infusiones de corteza y hojas de H. latiflora se pudo observar una 

mayor complejidad en la composición química de la infusión de hojas (Figuras 17-19). El 

compuesto mayoritario en la infusión de corteza fue el compuesto 14, mientras que en las hojas 

correspondió al compuesto 29 (Figuras 17 y 18), dicha diferencia permite identificar la naturaleza 

de la droga cruda utilizada para elaborar las dos infusiones.  
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Figura 17. Perfil cromatográfico por CLUE de la infusión de corteza de H. latiflora. Compuesto (Rt; min): 29 

(1.42), 6 (1.58), 14 (2.70) y 13 (3.10). 

 

 
Figura 18. Perfil cromatográfico por CLUE de la infusión de hojas de H. latiflora. Compuesto (Rt; min): 29 

(1.42), 6 (2.13), 14 (2.46), 13 (3.20), 5 (4.04), 4 (4.93) y 11 (5.58). 
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Figura 19. Perfil cromatográfico comparativo por CLUE de las infusiones de corteza y hojas de H. latiflora. 

 

En el caso de las infusiones de corteza y hojas de H. standleyana la diferencia en la 

complejidad química no fue tan evidente como en H. latiflora (Figura 22); el compuesto 

mayoritario de la infusión de corteza correspondió al compuesto 13 (Figura 20); mientras que en 

las hojas el mayoritario es el compuesto 5 (Figura 21). En esta especie del género Hintonia la 

concentración de 4-fenilcumarinas es similar y en el caso del compuesto 29 es mucho mayor la 

concentración en la infusión de hojas. 
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Figura 20. Perfil cromatográfico por CLUE de la infusión de corteza de H. standleyana. Compuesto (Rt; min): 29 

(1.42), 6 (1.72), 14 (2.72), 13 (3.09) y 5 (3.92). 

 

 
Figura 21. Perfil cromatográfico por CLUE de la infusión de hojas de H. standleyana. Compuesto (Rt; min): 29 

(1.43), 6 (2.13), 14 (2.48), 13 (3.26), 5 (3.93), 4 (4.39) y 11 (5.81). 
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Figura 22. Perfil cromatográfico comparativo por CLUE de las infusiones de corteza y hojas de H. standleyana.  

 

Al comparar los cromatogramas de las infusiones de corteza y hojas de E. caribaeum 

encontramos diferencias en la composición química que las permitió distinguir inequívocamente 

(Figura 25); en el caso de la infusión de la corteza el compuesto mayoritario es 5, el compuesto 

18 también se encuentra en una concentración considerable (Figura 23), para el caso de las hojas, 

el compuesto 29 es el mayoritario (Figura 24). Cabe mencionar que la concentración de 

compuestos en ambas drogas crudas de E. caribaeum, y especialmente del compuesto 29 en la 

infusión de hojas fue mayor que la observada en las especies del género Hintonia.  
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Figura 23. Perfil cromatográfico por CLUE de la infusión de corteza de E. caribaeum. Compuesto (Rt; min): 29 

(1.42), 6 (1.58), 18 (2.08), 14 (2.73), 5 (3.67), 4 (3.87), 7 (5.79) y 16 (8.24). 

 

 
Figura 24. Perfil cromatográfico por CLUE de la infusión de hojas de E. caribaeum. Compuesto (Rt; min): 29 

(1.42), 18 (2.11), 12 (5.09), 7 (5.82) y 11 (7.32). 
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Figura 25. Perfil cromatográfico comparativo por CLUE de las infusiones de corteza y hojas de E. caribaeum. 

 

En el caso de las infusiones de las cortezas, los compuestos mayoritarios de cada especie 

resultaron distintos; así, en H. latiflora se identificó al compuesto 14, en H. standleyana reultó el 

compuesto 13 y finalmente para E. caribaeum fue el compuesto 5. Asimismo, esta diferencia 

encontrada en la composición química puede ser usada como una evidencia adicional que apoya la 

separación taxonómica de H. latiflora y H. standleyana como dos especies distintas (Borhidi, 2006; 

Stranczinger et al., 2006). 

Las infusiones de las hojas de las tres rubiáceas en estudio también presentaron diferencias 

importantes que permiten su distinción inequívoca, en el caso de H. standleyana, el compuesto 

mayoritario fue 5, mientras que H. latiflora y E. caribaeum presentaron como compuesto 

mayoritario a 29. Sin embargo, en el caso de E. caribaeum no fueron detectadas 4-fenilcumarinas 

metoxiladas. De manera adicional, la presencia de los compuestos 7, 12 y 18 se encontraron 

solamente en esta última especie. 

De esta manera, la obtención de los perfiles cromatográficos permitió establecer las 
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tanto generar una herramienta de identidad importante para el control de calidad de estas plantas. 

En todos los casos, los cromatogramas analizados provienen de un preparado elaborado con una 

mezcla de distintos individuos, con la finalidad de presentar resultados que se asemejen a manera 

en la que se comercializan las plantas.  

Estos resultados permitieron establecer si las muestras comerciales se sustituyen por otras 

especies no pertenecientes al complejo, se adulteran o bien determinar si el producto comercial es 

una mezcla de dos o más especies de copalchi. En este marco, se eligieron los mercados Sonora y 

Merced para adquirir las muestras comerciales de Copalchi; el mercado Sonora es el principal 

centro de acopio y mercadeo de plantas medicinales de México, mientras que el mercado Merced 

es uno de los centros de comercialización más importantes de la Ciudad de México. En el 

mercado Sonora se adquirieron dos muestras de corteza bajo el nombre de quina amarilla en los 

locales 199 “El Niño de la Salud”, y el local “La Señora Félix, la Tía”; en el mercado Merced se 

compró el material vegetal en el local 60, pasillo 19; las tres muestras se adquirieron en noviembre 

de 2012. El preparado comercial que se comercia en Europa bajo el nombre de Copalchi, indica 

en el marbete del producto: “extracto seco de corteza de *Coutarea latiflora D.C. en glicerina 

vegetal. Es una de las mejores plantas para reducir el nivel de azúcar en sangre de personas con 

diabetes” [sic], cuya posología indica que deben tomarse de 15-20 gotas diluidas en medio vaso de 

agua, tres veces por día. 

El análisis permitió establecer que bajo el nombre de copalchi y/o quina amarilla se 

comercializa, tanto en México como en el extranjero, una mezcla de las cortezas de H. standleyana 

y E. caribaeum (Figura 26); en ninguno de los casos, se identificaron las señales características y 

atribuibles a la composición química de la corteza de H. latiflora. 

La distribución simpátrida de H. standleyana y E. caribaeum en la localidad de Tuzantlán, 

Gro., así como la ausencia de estas mismas especies en las localidades donde se recolectó H. 

latiflora, hace pensar que el abasto de material vegetal proviene de una misma zona, la más cercana 

al Distrito Federal, en la cual los acopiadores recolectan indistintamente las rubiáceas que 

comparten una misma área geográfica. 
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Figura 26. Perfil cromatográfico por CLUE del preparado comercializado bajo el nombre de copalchi; composición 

química correspondiente a una mezcla de las cortezas de H. standleyana (compuestos 13 y 14) y de E. caribaeum 

(compuestos 4, 5 y 18). 

 

7.3. Preparación y extracción del material  vegetal  

Para los ensayos biológicos se prepararon distintos extractos acuosos a partir de las 

infusiones de hojas y corteza molidas de H. latiflora, H. standleyana y E. caribaeum; se obtuvieron 

2.9 g del extracto acuoso de corteza de H. latiflora (CHL), mientras que de sus hojas (HHL) se 

obtuvieron 2.7 g, en el caso de H. standleyana se obtuvieron para los extractos de corteza (CHS) y 

hojas (HHS) 2.5 y 2.1 g, respectivamente. En cuanto a los extractos acuosos de corteza (CEC) y 

hojas (HEC) de E. caribaeum se obtuvieron 2.7 y 3.2 g. 

 

 7.4. Determinación de la toxicidad preclínica aguda  

La investigación de la toxicidad aguda es el primer paso en la investigación toxicológica de 
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ensayos farmacológicos en animales, o bien establecer un punto de partida para futuros análisis 

clínicos, estimando el riesgo de una intoxicación aguda. 

En todas las evaluaciones de los extractos acuosos de las distintas drogas crudas de las 

rubiáceas del complejo copalchi se calculó una DL50> 5000 mg/kg. Los ratones sobrevivieron la 

primera fase del ensayo de Lorke y fueron sometidos a la segunda fase, sobreviviendo todos, 

inclusive a la dosis máxima de 5000 mg/kg de peso (Cuadro 7). 

En cuanto a los pesos registrados, en todos los casos se mantuvo el peso inicial promedio, 

presentando un ligero aumento al final de los 15 días. Referente a la inspección anatómica general 

de los órganos vitales, no se encontró diferencia entre los tratamientos y el control, todos tenían el 

mismo color y tamaño, tampoco se identificaron evidencias de daño tisular. 

Los resultados obtenidos demuestran que las infusiones de hojas y cortezas de las rubiáceas 

del complejo copalchi son inocuas (DL50 > 5000 mg/kg), siendo un aporte importante en relación 

a los parámetros de seguridad para las drogas crudas. Este resultado cobra un valor agregado si se 

lo compara con la DL50 de los extractos orgánicos de estas plantas, ya que en estudios previos se 

registraron valores menores, lo que se traduce en una mayor toxicidad y un menor margen de 

seguridad. En el caso de H. latiflora se observaron DL50 de 2852 y 1668 mg/kg para el extracto 

orgánico de corteza y hojas, respectivamente (Déciga-Campos et al., 2007; Cristians et al., 2009). 

Para H. standleyana y E. caribaeum sólo existe el resultado para los extractos orgánicos de las 

cortezas, teniendo una DL50 > 5000 y 700 mg/kg, respectivamente (Déciga-Campos et al., 2007); 

en éste último caso ya se considera a la planta como tóxica.  

El valor para la DL50 que presentan las infusiones puede estar asociado a una diferencia en 

la concentración de algunos compuestos que incrementan la toxicidad de los extractos orgánicos; 

por otro lado, en la medicina tradicional se utilizan las cortezas del complejo copalchi en forma de 

infusiones y/o decocciones, con lo que se explica el uso ancestral de estas plantas sin la presencia 

de eventos adversos. El reporte de Roca (2003) está ligado al uso de un fitofármaco del cual no se 

puede asegurar el origen del material vegetal, ni el proceso por el cual se elaboró el mismo; un 

preparado fitoterapéutico a partir de cualquiera de las drogas crudas del complejo copalchi debe 

formularse considerando tanto la seguridad y calidad del material vegetal, ya que éstos son los 

pilares sobre los que se consolida su eficacia. 
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Cuadro 7.  Relación dosis–muerte en ratones ICR y DL50 de los extractos acuosos de las rubiáceas pertenecientes al 

complejo copalchi 

 Extracto acuoso de corteza de H. latiflora (CHL) 

Dosis de la segunda fase 1600 mg/kg 2900 mg/kg 5000 mg/kg 

No. de muertes 0/3 0/3 0/3 

DL50 > 5000 mg/kg 

 Extracto acuoso de hojas de H. latiflora (HHL) 

Dosis de la segunda fase 1600 mg/kg 2900 mg/kg 5000 mg/kg 

No. de muertes 0/3 0/3 0/3 

DL50 > 5000 mg/kg 

 Extracto acuosos de corteza de H. standleyana (CHS) 

Dosis de la segunda fase 1600 mg/kg 2900 mg/kg 5000 mg/kg 

No. de muertes 0/3 0/3 0/3 

DL50 > 5000 mg/kg 

 Extracto acuoso de hojas de H. standleyana (HHS) 

Dosis de la segunda fase 1600 mg/kg 2900 mg/kg 5000 mg/kg 

No. de muertes 0/3 0/3 0/3 

DL50 > 5000 mg/kg 

 Extracto acuoso de corteza de E. caribaeum (CEC) 

Dosis de la segunda fase 1600 mg/kg 2900 mg/kg 5000 mg/kg 

No. de muertes 0/3 0/3 0/3 

DL50 > 5000 mg/kg 

 Extracto acuoso de hojas de E. caribaeum (HEC) 

Dosis de la segunda fase 1600 mg/kg 2900 mg/kg 5000 mg/kg 

No. de muertes 0/3 0/3 0/3 

DL50 > 5000 mg/kg 
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7.5. Evaluación de la actividad antidiabética  

7.5.1. Ensayo hipoglucemiante agudo 

 El extracto acuoso de corteza de H. latiflora (CHL) mostró efecto hipoglucemiante agudo 

en los ratones normoglucémicos a todas las dosis evaluadas; para el caso de las dosis de 300 y 500 

mg/kg, el efecto se presentó a partir de las 3 horas y se mantuvo a lo largo del experimento, 

mostrando la mayor actividad en la dosis de 500 mg/kg, a las 7 horas posteriores a la 

administración del tratamiento (–62.09 %) (Cuadro A6, Figuras 27 y S1, ver Anexos). En el caso 

de los animales diabéticos la actividad sólo se observó en las dosis de 300 y 500 mg/kg, 

presentando la mayor actividad a la dosis de 300 mg/kg, a las 9 horas posteriores a la 

administración del tratamiento    (–36.2 %) (Cuadro A7, Figuras 28 y S2). 

 
Figura 27. Efecto agudo de CHL en los niveles de glucosa sanguínea en ratones normoglucémicos. Datos 

expresados en porcentaje de variación de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 

0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet comparando cada valor con el 

control negativo a ese mismo tiempo. 
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Figura 28. Efecto agudo de CHL en los niveles de glucosa sanguínea en ratones diabéticos. Datos expresados en 

porcentaje de variación de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 

diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet comparando cada valor con el control 

negativo a ese mismo tiempo. 

 

El extracto acuoso de hojas de H. latiflora (HHL) no mostró actividad hipoglucemiante 

aguda en los ratones normoglucémicos (Cuadro A8, Figuras 29 y S3). En el caso de los animales 

diabéticos, se observó un efecto significativo en todas las dosis ensayadas; el efecto se presentó a 

partir de las 3 horas y se mantuvo a lo largo del experimento en todos los casos. No hubo 

diferencia significativa entre las dosis evaluadas, presentando en todo momento un efecto similar 

al control positivo, glibenclamida (Cuadro A9, Figuras 30 y S4). 
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Figura 29. Efecto agudo de HHL en los niveles de glucosa sanguínea en ratones normoglucémicos. Datos 

expresados en porcentaje de variación de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 

0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet comparando cada valor con el 

control negativo a ese mismo tiempo. 

 

 
Figura 30. Efecto agudo de HHL en los niveles de glucosa sanguínea en ratones diabéticos. Datos expresados en 

porcentaje de variación de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 

diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet comparando cada valor con el control 

negativo a ese mismo tiempo. 
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 El extracto acuoso de corteza de H. standleyana (CHS) presentó un efecto hipoglucemiante 

agudo significativo en ratones normoglucémicos a la dosis de 500 mg/kg. El efecto se presentó a 

partir de las 5 horas y se mantuvo a lo largo del experimento; la mayor actividad se presentó a las 9 

horas posteriores a la administración del tratamiento (–39.65 %) (Cuadro A10, Figuras 31 y S5). 

En el caso de los ratones diabéticos, se registró actividad hipoglucemiante a las dosis de 100 y 500 

mg/kg; sin embargo, dichos efectos no fueron sostenidos ya que a la dosis de 100 mg/kg sólo fue 

significativo a las 1.5 horas, mientras que a la dosis de 500 mg/kg, sólo mostro efecto a las 3 horas 

posteriores a la administración del tratamiento (Cuadro A11, Figuras 32 y S6). 

 

 
Figura 31. Efecto agudo de CHS en los niveles de glucosa sanguínea en ratones normoglucémicos. Datos 

expresados en porcentaje de variación de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 

0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet comparando cada valor con el 

control negativo a ese mismo tiempo. 
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Figura 32. Efecto agudo de CHS en los niveles de glucosa sanguínea en ratones diabéticos. Datos expresados en 

porcentaje de variación de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 

diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet comparando cada valor con el control 

negativo a ese mismo tiempo. 

 

 El extracto acuoso de las hojas de H. standleyana (HHS) mostró actividad hipoglucemiante 

significativa a la dosis de 500 mg/kg en ratones normoglucémicos; sin embargo, dicha actividad 

sólo se registró a las 1.5 y 9 horas posteriores a la administración, por lo que a nivel global no se 

puede considerar una actividad hipoglucemiante sostenida (Cuadro A12, Figuras 33 y S7). En el 

caso de los animales diabéticos, tampoco se presentó actividad hipoglucemiante sostenida, ya que 

el único registro significativo se presentó a la dosis de 500 mg/kg a las 3 horas posteriores a la 

administración del tratamiento (Cuadro A13, Figuras 34 y S8). 
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Figura 33. Efecto agudo de HHS en los niveles de glucosa sanguínea en ratones normoglucémicos. Datos 

expresados en porcentaje de variación de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 

0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet comparando cada valor con el 

control negativo a ese mismo tiempo. 

 

 

 

Figura 34. Efecto agudo de HHS en los niveles de glucosa sanguínea en ratones diabéticos. Datos expresados en 

porcentaje de variación de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 

diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet comparando cada valor con el control 

negativo a ese mismo tiempo. 
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 El extracto acuoso de la corteza de E. caribaeum (CEC) no mostró efecto en ratones 

normoglucémicos (Cuadro A14, Figuras 35 y S9). En el caso de los animales diabéticos, se 

observó actividad hipoglucemiante significativa a la dosis de 500 mg/kg, dicho efecto se presentó a 

partir de la hora 1.5 y se mantuvo a lo largo de todo el experimento, presentando la mayor acción 

a las 9 horas posteriores a la administración del tratamiento (–41.4 %), siendo inclusive mejor que 

el efecto mostrado por la glibenclamida (Cuadro A15, Figuras 36 y S10). 
 

 

Figura 35. Efecto agudo de CEC en los niveles de glucosa sanguínea en ratones normoglucémicos. Datos 

expresados en porcentaje de variación de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 

0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet comparando cada valor con el 

control negativo a ese mismo tiempo. 
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Figura 36. Efecto agudo de CEC en los niveles de glucosa sanguínea en ratones diabéticos. Datos expresados en 

porcentaje de variación de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 

diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet comparando cada valor con el control 

negativo a ese mismo tiempo. 

 

 El extracto acuoso de las hojas de E. caribaeum (HEC) no mostró efecto en ratones 

normoglucémicos en ninguna de las dosis evaluadas (Cuadro A16; Figuras 37 y S11). En el caso 

de los animales diabéticos, se observó actividad hipoglucemiante significativa a la dosis de 500 

mg/kg, dicho efecto se presentó a partir del tiempo 1.5 horas y se mantuvo a lo largo de todo el 

experimento, presentando la mayor acción a las 9 horas posteriores a la administración del 

tratamiento (–52.41 %), en este caso el efecto observado fue mejor que el mostrado por la 

glibenclamida (Cuadro A17, Figuras 38 y S12). 
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Figura 37. Efecto agudo de HEC en los niveles de glucosa sanguínea en ratones normoglucémicos. Datos 

expresados en porcentaje de variación de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 

0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet comparando cada valor con el 

control negativo a ese mismo tiempo. 

 

 

 

Figura 38. Efecto agudo de HEC en los niveles de glucosa sanguínea en ratones diabéticos. Datos expresados en 

porcentaje de variación de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 

diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet comparando cada valor con el control 

negativo a ese mismo tiempo. 
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 El ensayo hipoglucemiante agudo permite analizar si los tratamientos administrados 

presentan actividad antidiabética a nivel sistémico; principalmente, ejerciendo una actividad 

secretagoga, favoreciendo la liberación de insulina de las células β pancreáticas remanentes. De los 

diferentes extractos acuosos evaluados HHL presentó el mejor efecto tanto en animales 

normoglucémicos (Cuadro A8, Figuras 29 y S3) como en diabéticos, en estos últimos la actividad 

hipoglucemiante fue significativa en todas las dosis evaluadas y mostró una actividad similar a la 

de la glibenclamida (Cuadro A9, Figura 30 y S4s). Los otros tratamientos que presentaron una 

actividad comparable con el control positivo en animales diabéticos fueron CEC y HEC (Cuadro 

A15 y A17, Figuras 36 y 38, S10 y S12, respectivamente); en el caso de HEC la actividad descrita 

fue mejor que la de la glibenclamida.  

 La comparación de la composición química de HHL y HEC muestra que en ambas 

infusiones el compuesto mayoritario es 29; sin embargo, de la diversidad de 4-fenilcumarinas 

solamente comparten el compuesto 11 (Figuras 18 y 24). Este resultado podría sugerir que el 

ácido clorogénico (29), como compuesto mayoritario, juega un papel determinante en la 

actividad biológica de estas drogas crudas; sin embargo, no se descarta que la interacción con las 4-

fenilcumarinas u otros compuestos que no se detectaron pudieran estar modulando el efecto 

hipoglucemiante agudo. 

 

7.5.2. Curva de tolerancia a la sacarosa oral 

El extracto acuoso de la corteza de H. latiflora (CHL) no presentó efecto en ratones 

normoglucémicos en ninguna de las dosis evaluadas (Cuadro A18, Figura 39). En el caso de los 

animales diabéticos, se observó actividad antihiperglucemiante significativa en todos los 

tratamientos. Se inhibió el pico postprandial en una relación dosis dependiente; a la dosis de 500 

mg/kg se obtuvo un efecto similar al de la acarbosa (16.18%) (Cuadro A19, Figura 40). 
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Figura 39. Curva de tolerancia a la sacarosa oral durante un lapso de 3 horas en ratones normoglucémicos; CHL 

(100, 300 y 500 mg/kg). Datos expresados en porcentaje de variación de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE 

para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet 

comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 

 
Figura 40. Curva de tolerancia a la sacarosa oral durante un lapso de 3 horas en ratones diabéticos; CHL (100, 300 

y 500 mg/kg). Datos expresados en porcentaje de variación de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 

ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet 

comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 
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 El extracto acuoso de las hojas de H. latiflora (HHL) no presentó efecto en ratones 

normoglucémicos en ninguna de las dosis evaluadas (Cuadro A20, Figura 41). En el caso de los 

animales diabéticos, sólo se observó actividad antihiperglucemiante significativa a la dosis de 500 

mg/kg; sin embargo, el pico postprandial fue similar al del control positivo (23.83 %) (Cuadro 

A21, Figura 42). 

 
Figura 41. Curva de tolerancia a la sacarosa oral durante un lapso de 3 horas en ratones normoglucémicos; HHL 

(100, 300 y 500 mg/kg)Datos expresados en porcentaje de variación de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 

6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet 

comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 
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Figura 42. Curva de tolerancia a la sacarosa oral durante un lapso de 3 horas en ratones diabéticos; HHL (100, 300 

y 500 mg/kg). Datos expresados en porcentaje de variación de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 

ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet 

comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 

 El extracto acuoso de la corteza de H. standleyana (CHS) presentó efecto 

antihiperglucemiante significativo en todas las dosis evaluadas en ratones normoglucémicos, 

siendo la dosis de 500 mg/kg la que presentó el menor pico postprandial (6.07 %) (Cuadro A22, 

Figura 43). En el caso de los animales diabéticos sólo se observó actividad farmacológica 

significativa a la dosis de 500 mg/kg; de igual manera que para HHL, la inhibición del pico 

postprandial fue idéntica a la observada para el control positivo (28.25 %) (Cuadro A23, Figura 

44). 
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Figura 43. Curva de tolerancia a la sacarosa oral durante un lapso de 3 horas en ratones normoglucémicos; CHS 

(100, 300 y 500 mg/kg). Datos expresados en porcentaje de variación de glucosa (%).Cada valor es la media ± EE 

para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet 

comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 

 

 
Figura 44. Curva de tolerancia a la sacarosa oral durante un lapso de 3 horas en ratones diabéticos; CHS (100, 300 

y 500 mg/kg). Datos expresados en porcentaje de variación de glucosa (%).Cada valor es la media ± EE para 6 ratones 

en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet comparando 

cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 
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El extracto acuoso de las hojas de H. standleyana (HHS) no presentó efecto en los 

animales normoglucémicos a ninguna de las dosis evaluadas (Cuadro A24, Figura 45). En el caso 

de los animales diabéticos la actividad antihiperglucémica fue significativa en todos los 

tratamientos, pero sólo la dosis de 300 mg/kg presentó actividad similar a la acarbosa (54.55%), la 

cual se mantuvo a todo lo largo del experimento (Cuadro A25, Figura 46). 

   

 

 
Figura 45. Curva de tolerancia a la sacarosa oral durante un lapso de 3 horas en ratones normoglucémicos; HHS 

(100, 300 y 500 mg/kg). Datos expresados en porcentaje de variación de glucosa (%).Cada valor es la media ± EE 

para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet 

comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 

 

1 2 3

-20

0

20

40

60
Vehículo
Acarbosa
HHS 100
HHS 300
HHS 500*

Tiempo (h)

%
 V

ar
ia

ci
ón

 d
e 

gl
uc

os
a



7. Resultados y discusión 
!

 
!

! 101!

 
Figura 46. Curva de tolerancia a la sacarosa oral durante un lapso de 3 horas en ratones diabéticos; HHS (100, 300 

y 500 mg/kg). Datos expresados en porcentaje de variación de glucosa (%).Cada valor es la media ± EE para 6 ratones 

en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet comparando 

cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 

 El extracto acuoso de corteza de E. caribaeum (CEC) presentó actividad 

antihiperglucémica significativa en animales normoglucémicos a todas las dosis evaluadas, en 

todos los casos fue similar a al pico postprandial producto de la administración de acarbosa, e 

inclusive, a la dosis de 500 mg/kg la actividad fue mejor que la del control positivo (2.6 %) 

(Cuadro A26, Figura 47). En animales diabéticos el efecto se reprodujo, pero en menor 

intensidad, presentando actividad antihiperglucemiante significativa a todas las dosis evaluadas, 

similar a la acarbosa, el mejor efecto se registró a la dosis de 100 mg/kg (19.08%) (Cuadro A27, 

Figura 47). 
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Figura 47. Curva de tolerancia a la sacarosa oral durante un lapso de 3 horas en ratones normoglucémicos; CEC 

(100, 300 y 500 mg/kg). Datos expresados en porcentaje de variación de glucosa (%).Cada valor es la media ± EE 

para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet 

comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 

 

 
Figura 48. Curva de tolerancia a la sacarosa oral durante un lapso de 3 horas en ratones diabéticos; CEC (100, 300 

y 500 mg/kg). Datos expresados en porcentaje de variación de glucosa (%).Cada valor es la media ± EE para 6 ratones 

en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet comparando 

cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 
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En el caso del extracto acuoso de hojas de E. caribaeum (HEC) no se presentó actividad 

antihiperglucemiante a ninguna de las dosis evaluadas en animales normoglucémicos, ni en 

animales diabéticos; sin embargo en ambos casos el control positivo, acarbosa, tuvo el efecto 

esperado al inhibir los picos postprandiales (Cuadros A28 y A29, Figuras 49 y 50). 
 

 
Figura 49. Curva de tolerancia a la sacarosa oral durante un lapso de 3 horas en ratones normoglucémicos; HEC 

(100, 300 y 500 mg/kg). Datos expresados en porcentaje de variación de glucosa (%).Cada valor es la media ± EE 

para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet 

comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 
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Figura 50. Curva de tolerancia a la sacarosa oral durante un lapso de 3 horas en ratones diabéticos; HEC (100, 300 

y 500 mg/kg). Datos expresados en porcentaje de variación de glucosa (%).Cada valor es la media ± EE para 6 ratones 

en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet comparando 

cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 

 La curva de tolerancia a la sacarosa oral permite analizar si los tratamientos administrados 

presentan eficacia antidiabética relacionada con la inhibición de la absorción intestinal de 

carbohidratos, en específico se enfoca en la actividad enzimática de las α-glucosidasas; así, la 

disminución del pico postprandial se traduce como una inhibición de la actividad de dichas 

enzimas. De los diferentes extractos acuosos evaluados CEC tuvo el mejor efecto, al presentar 

actividad significativa a todas las dosis evaluadas, tanto en animales normoglucémicos como 

diabéticos, la inhibición del pico postprandial fue inclusive mejor que la acarbosa (Cuadros A26 y 

A27, Figuras 47 y 48). En el caso de HHS, también presentó inhibición del pico postprandial a 

las dosis evaluadas en animales diabéticos, la actividad antihiperglucemiante fue similar a la de la 

acarbosa en todos los casos (Cuadro A25, Figura 46). Finalmente, los tratamientos con CHL, 

HHL y CHS también presentaron actividad significativa en animales diabéticos a la dosis de 500 

mg/kg, siendo en todos los casos similar a la de la acarbosa (Cuadros A19, A21 y A23,  Figuras 

42, 44 y 46).  
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La comparación de la composición química de los extractos que presentaron actividad 

(CHL, HHL, CHS, HHS y CEC) muestra que los compuestos mayoritarios son 4-

fenilcumarinas, excepto en HHL, cuyo compuesto mayoritario es el ácido clorogénico (29; Figura 

18). En el caso de CHL, la 4-fenilcumarina mayoritaria es 14 (Figura 17), mientras que en CHS 

es el compuesto 13 (Figura 20). Finalmente en HHS y CEC la fenilcumarina 5 es la más 

abundante (Figuras 21 y 23, respectivamente). Los compuestos 5, 13 y 14 tienen en común la 

misma aglicona (34) (Figura 5). Cabe mencionar que HHL también presenta compuestos con 

dicha aglicona; presentando actividad en animales diabéticos a la dosis más alta evaluada. Por 

último, en el caso de HEC, la falta de actividad antihiperglucemiante coincide con la ausencia de 

4-fenilcumarinas con grupos metoxilo en su aglicona, lo que podría estar indicando la importancia 

de dicho patrón de sustitución en la disminución del pico postprandial, como consecuencia de la 

inhibición selectiva de las α-glucosidasas. 

 

 7.5.3. Curva de tolerancia a la glucosa oral 

 El extracto acuoso de las hojas de H. latiflora (HHL) presentó una inhibición del pico 

postprandial a todas las dosis evaluadas en ratones normoglucémicos, siendo la dosis de 100 

mg/kg la más activa a los 30 minutos posteriores a su administración, presentando un porcentaje 

de variación de glucosa menor que el control positivo (1.87%). Los tratamientos restantes 

presentaron un efecto similar a la de la glibenclamida; sin embargo, se puede observar que sólo el 

control positivo mantuvo un efecto durante todo el transcurso del experimento (Cuadro A30, 

Figura 51). En el caso de los animales diabéticos, se observó el mismo comportamiento descrito 

para los animales normoglucémicos. Todas las dosis evaluadas tuvieron un efecto 

antihiperglucemiante significativo, similar al de la glibenclamida; la dosis de 100 mg/kg fue la más 

activa a los 30 minutos (Cuadro A31, Figura 52). 
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Figura 51. Curva de tolerancia a la glucosa oral durante un lapso de 3 horas en ratones diabéticos; HHL (100, 300 

y 500 mg/kg). Datos expresados en porcentaje de variación de glucosa (%).Cada valor es la media ± EE para 6 ratones 

en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet comparando 

cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 

 
Figura 52. Curva de tolerancia a la glucosa oral durante un lapso de 3 horas en ratones diabéticos; HHL (100, 300 

y 500 mg/kg). Datos expresados en porcentaje de variación de glucosa (%).Cada valor es la media ± EE para 6 ratones 

en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet comparando 

cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 

 Sólo se evaluó HHL debido a que presentó la mejor actividad en el ensayo 

hipoglucemiante agudo, siendo la curva de tolerancia a la glucosa oral una prueba complementaria 

que permite analizar si el mecanismo de acción antidiabético, además de involucrar un mecanismo 

1 2 3

-60

-40

-20

0

20

40
Vehículo
Glibenclamida
HHL 100
HHL 300
HHL 500

*

*

*
* *

*

Tiempo (h)

%
 V

ar
ia

ci
ón

 d
e 

gl
uc

os
a

0 1 2 3

-40

-20

0

20

40

60
Vehículo
Glibenclamida
HHL 100
HHL 300
HHL 500

*
*

*

*
* *

*

*

Tiempo (h)

%
 V

ar
ia

ci
ón

 d
e 

gl
uc

os
a



7. Resultados y discusión 
!

 
!

! 107!

secretagogo, está relacionado con un aumento del transporte de glucosa o una sensibilización de 

los tejidos a la acción de la insulina. Cabe resaltar que el mejor efecto se obtuvo a la menor dosis 

evaluada (100 mg/kg); sin embargo, esta fue similar a las otras concentraciones y a la 

glibenclamida; en ningún caso el efecto se mantuvo a lo largo del experimento, como en el caso 

del control positivo (Cuadros A30 y A31, Figuras 51 y 52). 

 

7.5.4. Inhibición de α-glucosidasas in vitro  

Se evaluó una diversidad de compuestos presentes en las rubiáceas del complejo copalchi, 

con la finalidad de determinar su efecto contra las enzimas α-glucosidasa,. ya que todos los 

extractos evaluados, a excepción de HEC, presentaron inhibición del pico postprandial al menos 

en una de las dosis evaluadas en animales diabéticos y que dicha actividad farmacológica está 

directamente relacionada a la inhibición de α-glucosidasas. Para determinar este efecto se aplicó el 

método espectrofotocolorimetrico desarrollado por Oki y colaboradores (1999). Mediante este 

método se pude calcular la concentración media que inhibe la actividad enzimática de una α-

glucosidasa de levadura. 

Los compuestos 34 y 35 son las agliconas más comunes de las 4-fenilcumarinas 

glicosiladas aisladas de las distintas rubiáceas del complejo copalchi (Figura 5), y productos de la 

hidrólisis gastrointestinal de las 4-fenilcumarinas, por lo que es de interés su evaluación en ensayos 

antidiabéticos in vivo e in vitro. 

Como las agliconas no se aíslan como productos naturales libres, para la obtención de la 7-

metoxi-5,3’,4’-trihidroxi-4-fenilcumarina (34) y 5,7,3’,4’-tetrahidroxi-4-fenilcumarina (35) se 

realizó una hidrolisis ácida a partir de los productos 4 y 7, respectivamente. El producto 34 (502 

mg) se obtuvo como un sólido amarillo claro con una polaridad menor que la presentada por el 

compuesto 4; esto se verificó en una cromatografía en capa fina, donde se calculó un factor de 

retención menor para el compuesto 4 (Rf = 0.43), en comparación con el producto de la hidrólisis 

(Rf = 0.72). La menor polaridad es un indicio de la pérdida de la unidad glicosilante y la 

formación de la aglicona 7-metoxi-5,3’,4’-trihidroxi-4-fenilcumarina (34). La misma 

cromatografía sirvió para corroborar la pureza del compuesto 34 y, a su vez, mostrar que la 

hidrólisis del producto 4 fue total con un rendimiento del 50% con respecto a la diferencia de 
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pesos entre el compuesto inicial (4) y el producto final (34) de la hidrólisis. La 5,7,3’,4’-

tetrahidroxi-4-fenilcumarina (9.2 mg; 35) se obtuvo bajo la forma de un sólido naranja en un 

rendimiento del 9.2%. 

El cálculo de la IC50 permitió demostrar que las agliconas 34 y 35 inhiben a 

concentraciones menores que el fármaco de elección terapéutica, acarbosa. El compuesto 34 

presentó una IC50 de 62.62 µM, siendo más activo que el compuesto 35 (208.63 µM ). De la 

diversidad de 4-fenilcumarinas glicosiladas que se evaluaron, sólo los compuestos 6 y 7 

presentaron actividad inhibitoria, pero sin llegar al 50% de inhibición. Este estudio reveló que 

para que las 4-fenilcumarinas presentaran actividad inhibitoria deben tener libre la posición 5 

(Figura 5; Cuadro 8); en otras palabras, deben ser hidrolizadas para ejercer su actividad biológica. 

De manera adicional, el sustituyente metoxilo en la posición 7, favorece el potencial inhibitorio; 

esta observación concuerda con los resultados de la prueba de tolerancia a la sacarosa oral, en la 

cual, el tratamiento con HEC, carente de 4-fenilcumarinas metoxiladas, no presentó actividad 

significativa a ninguna de las dosis ensayadas. Estos resultados permiten evidenciar la importancia 

que tiene la hidrólisis de las 4-fenilcumarinas en el estómago de los animales para observar la 

actividad inhibitoria de α-glucosidasas que provoca un efecto antihiperglucémico.  

En el caso de los compuestos restantes, ni las cucurbitacinas (25 y 26), ni el ácido 

clorogénico (29) presentaron actividad; este resultado contrasta con las descripciones previas que 

adjudican un efecto inhibidor de estas enzimas para el compuesto 29 (McCarty, 2005; Matsui et 

al., 2006); sin embargo, otros reportes señalan que su actividad antidiabética está relacionada a las 

siguientes acciones: antioxidante al proteger las células β pancréaticas de los efectos tóxicos de 

diversas especies reactivas de oxígeno (Van Dam, 2006; Sato et al., 2011; Wu et al., 2012, inter 

alia); reductora de la síntesis de la glucosa hepática a través de la inhibición de la glucosa-6-

fosfatasa (Van Dam, 2006, inter alia); reductora de la absorción de glucosa intestinal debido a la 

inhibición de la glucosa-6-fosfato translocasa 1 y otros mecanismos asociados al incremento de los 

niveles de GLP-1 (Van Dam, 2006, inter alia). Estos mecanismos sustentan la eficacia de los 

extractos acuosos con concentraciones altas del compuesto 29, en los ensayos hipoglucemiantes 

agudo y de tolerancia a la glucosa oral.  

 



7. Resultados y discusión 
!

 
!

! 109!

 

 
Cuadro 8. Valores de CI50 calculados para distintos compuestos del complejo copalchi. Cada valor es la 

concentración inhibitoria media (µM) ± DE; salvo los casos donde sólo se alcanzó el porcentaje de inhibición 

señalado a la máxima concentración evaluada (1000 µM). La acarbosa es el control positivo del ensayo. NA se refiere 

al la ausencia de actividad inhibitoria. ND se refiere al compuesto insoluble. 

Compuesto CI50 (µM) 
Acarbosa 569.68 ± 0.02 
7-metoxi-5,3$,4’-trihidroxi-4-fenilcumarina (34)  62.62 ± 4.96 
5,7,3$,4’-tetrahidroxi-4-fenilcumarina (35) 208.63 ± 8.19 
5-O-β-D-glucopiranosil-7, 3’,4’-trihidroxi-4-fenilcumarina (6) 38.19% a 1000 µM 
6’’-acetil-5-O-β-D-glucopiranosil-7, 3’,4’-trihidroxi-4-fenilcumarina (7) 11.76% a 1000 µM 
5-O-β-D-galactopiranosil-7-metoxi-3’,4’-dihidroxi-4-fenilcumarina (4) NA 
5-O-β-D-glucopiranosil-7-metoxi-3’,4’-dihidroxi-4-fenilcumarina (5) NA 
5-O-[β-D-apiofuranosil-(1→6)-β-D-glucopiranosil]-7-metoxi-3’,4’-dihidroxi-4-
fenilcumarina (13) 

NA 

3-O-β-D-glucopiranosil-23,24-dihidrocucurbitacina (25) NA 
25-O-acetil-3-O-β-D-glucopiranosil-23,24-dihidrocucurbitacina (26) NA 
Ácido clorogénico (29) NA 
Ácido desoxicordifolínico (28) ND 
 

 

 

7.5.5. Actividad antihiperglucemiante de la 5-O-β-D-galactopiranosil-7-

metoxi-3’,4’-dihidroxi-4-fenilcumarina (4) y su aglicona (34) 

 Los compuestos 4 y 34 presentaron actividad significativa en animales diabéticos, ambos 

compuestos presentaron actividad antihiperglucemiante significativa en la dosis más alta evaluada 

(50 mg/kg) en la curva de tolerancia a la sacarosa oral (Cuadro A32, Figura 54)  .  
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Figura 54. Curva de tolerancia a la sacarosa oral durante un lapso de 3 horas en ratones diabéticos; compuestos 4 y 

34  (4FC y Aglicona; 5 y 50 mg/kg, cada uno). Datos expresados en porcentaje de variación de glucosa (%).Cada 

valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una 

prueba de t de Dunnet comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 

El compuesto 34 presentó actividad antihiperglucemiante significativa a la dosis de 50 

mg/kg en animales normoglucémicos (Cuadro A33, Figura 55), en pruebas de tolerancia al 

almidón. En animales diabéticos, ambos compuestos (4 y 34) presentaron un efecto inhibitorio 

del pico postprandial; el compuesto 34 presentó actividad a las dos dosis evaluadas (5 y 50 

mg/kg) y su acción se mantuvo a lo largo de todo el experimento, de manera similar a la acarbosa 

(Cuadro A34, Figura 56). 
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Figura 55. Curva de tolerancia al almidón oral durante un lapso de 3 horas en ratones normoglucémicos; 

compuestos 4 y 34  (4FC y Aglicona; 5 y 50 mg/kg, cada uno). Datos expresados en porcentaje de variación de 

glucosa (%).Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, 

seguido por una prueba de t de Dunnet comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 

 
Figura 56. Curva de tolerancia al almidón oral durante un lapso de 3 horas en ratones diabéticos; compuestos 4 y 

34  (4FC y Aglicona; 5 y 50 mg/kg, cada uno). Datos expresados en porcentaje de variación de glucosa (%).Cada 

valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una 

prueba de t de Dunnet comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 

 En concordancia con el ensayo in vitro de inhibición de α-glucosidasas, se evaluaron los 

compuestos 4 y 34. El compuesto 4 se eligió debido a su disponibilidad y con la finalidad de 

contrastar si la administración de una 4-fenilcumarina glicosilada modificaba el tiempo y la 
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eficacia en la respuesta con respecto a la actividad observada para la aglicona (34), bajo la premisa 

de que requiere ser hidrolizada para ejercer su actividad biológica. También se evaluó la respuesta 

metabólica a la carga oral con dos fuentes de carbohidratos distintas, un disacárido (sacarosa) y un 

polisacárido (almidón).  

En la curva de tolerancia al almidón, el compuesto 34 fue activo a partir de la dosis de 5 

mg/kg en animales diabéticos, mientras que el compuesto 4 sólo fue activo en la dosis más alta 

evaluada (50 mg/kg). Además, la aglicona (34; 50 mg/kg) presentó una inhibición del pico 

postprandial similar a la observada para la acarbosa y su actividad mantuvo una diferencia 

significativa con el vehículo durante todo el experimento (Cuadro A34, Figura 56). Este efecto, 

puede relacionarse con la administración de almidón como fuente de carbohidrato, ya que la 

metabolización de este polisacárido fue más lenta, como se puede observar en el pico de glicemia 

ensanchado, permitiendo que la actividad antihiperglucemiante se desarrollara por un periodo 

mayor de tiempo. En cualquier caso los resultados indican que los compuestos inhiben tanto a las 

α-glucosidasas con actividad amilasa como aquellas con actividad sacarasa. 

 

 7.6. Estudio de acoplamiento molecular 

El acoplamiento molecular es un método computacional que permite el análisis teórico de 

la unión entre ligantes potenciales (generalmente moléculas pequeñas) y blancos 

macromoleculares (proteínas) de estructura conocida. La técnica permite estimar teóricamente la 

asociación ligante-proteína utilizando una parametrización energética con la cual se obtienen 

constantes de unión o afinidad (Ki). Este método también permite predecir el sitio idóneo de 

unión molecular entre el ligante y la macromolécula. El acoplamiento molecular es 

frecuentemente utilizado para predecir la orientación y la afinidad de unión de fármacos 

potenciales a blancos moleculares, generalmente receptores o enzimas, de interés terapéutico. En 

este estudio, se realizó el acoplamiento molecular de la aglicona 34, ampliamente representada en 

las 4-fenilcumarinas glicosiladas aisladas de las distintas rubiáceas del complejo copalchi. 

Los estudios de acoplamiento molecular se realizaron empleando la estructura de la enzima 

MAL12, perteneciente a la familia GH13. Esta enzima está formada por una cadena polipeptídica 

de 576 residuos, similar a glucosidasas de Bacillus cereus y Geobacillus sp., y  está compuesta de tres 
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dominios: los dominios N-terminal (residuos 1-104 y 176-500), el subdominio (residuos 105-

175) y el dominio C-terminal (residuos 500-576). Los residuos catalíticos (Asp214, Glu276 y 

Asp349) se encuentran en el dominio N-terminal, como en todas las glucosidasas de la familia 

GH13 (Borges de Melo et al., 2006). La estructura de compuesto 34 se optimizó 

geométricamente mediante el software HyperChem 7.0 y posteriormente se encontraron los sitios 

de interacción más favorables con la enzima de acuerdo a diferentes factores energéticos 

empleando el programa AutoDock 4.0.  

El análisis de acoplamiento molecular del compuesto 34 (Figura 57A) pronosticó que este 

compuesto se puede unir al sitio catalítico de la α-glucosidasa y que podría estar formando enlaces 

de hidrógeno con los residuos Asp408, Arg312, Phe157 e His279 a través de los grupos hidroxilos 

de las posiciones C-3' (O:10a–H:Asp), C-4' (O:10a–H:Asp; O:10a–H:Phe), C-5 (H:10a–N:Arg), 

así como con los átomos de oxígeno en O-1 (O:10a–H:His) y C-2 (O:10a–H:His). El modelo 

teórico también predice algunas interacciones hidrofóbicas con los aminoácidos Tyr313, Glu304, 

Thr307, Leu237, Ser308 y Phe311. La Ki calculada de 10a fue de 4.56 µM. Las interacciones 

hidrofóbicas, así como los enlaces de hidrógeno ayudan a estabilizar al compuesto dentro del sitio 

catalítico, permitiendo así una mejor interacción y pudiendo propiciar una posible inhibición de 

la enzima. 

El mismo análisis se llevó para la acarbosa (Figura 57B), el cual predijo un sitio de 

interacción de la acarbosa con la enzima similar al descrito en trabajos previos (Escandón-Rivera et 

al., 2012), con una Ki calculada de 0.024 µM. En este caso, se observaron tres enlaces de 

hidrógeno, formados por las interacciones con los residuos Arg312, Thr307 y Phe311 con grupos 

hidroxilo de la glucopiranosa, además de interacciones hidrofóbicas con los residuos Phe157, 

Asp214, Leu237, Arg349, Ala278, His279, Phe300, Glu304, Ser308, Pro309, Asp349 y Asp408. 

Se ha propuesto que la interacción con los residuos Asp214, Glu276 y Asp349 podría evitar las 

rupturas de los enlaces glucosídicos, ya que el primero actúa como un nucléofilo y los otros dos 

reacciones como catalizadores de la reacción ácido/base durante el proceso de hidrólisis de 

azúcares (McCarter y Withers, 1994).  
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Cabe resaltar que el compuesto 34 mostro una importante actividad inhibitoria del pico 

postprandial en la curva de tolerancia al almidón (Figura 56), lo que indicaría que posee actividad 

inhibitoria de α-amilasa. 

A B 

 

 
Figura 57. Acoplamiento molecular utilizando el modelo estructural de la α-glucosidasa. A. Sitio de unión del 

compuesto 34. B. Sitio de unión de la acarbosa, considerando el sitio catalítico de la enzima. 

 

7.7. Evaluación de la actividad gastroprotectora  

Los resultados (Cuadro A35, Figuras 58 y 59) indicaron que CHL (DE50= 184.7 mg/kg) y 

CHS tuvieron actividad gastroprotectora significativa a las dosis de 300 mg/kg (80.5 ± 3.35% y 

80.26 ± 3.96% de gastroprotección, respectivamente). Los extractos de hojas (HHL y HHS) 

también fueron activos (Cuadro A35 y las Figuras 58 y 59); en este caso los efectos fueron 

significativos a partir de las dosis de 177 mg/kg y 300 mg/kg (75.1 ± 7.26 y 74.5 ± 11.32% de 
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gastroprotección; DE50= 109.1 mg/kg para HLL; 65.97 ± 5.18 y 76.85 ± 3.17% de 

gastroprotección; DE50= 149.7 mg/kg para HHS). 

Los resultados de este segundo grupo de experimentos sugieren que las hojas pueden ser 

usadas de manera alternativa, lo cual, en términos de la conservación del recurso natural es 

relevante pues, como se dijo en los antecedentes, las poblaciones de ambas especies de Hintonia 

son escasas y se encuentran en peligro de extinción. En todos los caso, la carbenoxolona, un agente 

citoprotector de la porción superior del tracto gastrointestinal, se utilizó como control positivo. La 

carbenoxolona incrementa la síntesis de moco alcalino en la mucosa gástrica debido al incremento 

del ácido N-acetilneuramínico presente en las mucoproteínas. Además, este compuesto prolonga 

la vida media de la células de la mucosa gástrica al reducir la tasa de recambio celular (Navarrete et 

al, 2002). 
 

 
Figura 58. Actividad gastroprotectora de CHL y HHL (30, 100, 177 y 300 mg/kg). Datos expresados en 

porcentaje de gastroprotección (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratas en cada grupo.* p < 0.05 diferencia 

significativa ANADEVA, seguido por una prueba de comparación múltiple de Newman-Keuls comparando cada 

valor con el vehículo. 
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Figura 59. Actividad gastroprotectora de CHS y HHS (30, 100, 177 y 300 mg/kg). Datos expresados en porcentaje 

de gastroprotección (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratas en cada grupo.* p < 0.05 diferencia significativa 

ANADEVA, seguido por una prueba de comparación múltiple de Newman-Keuls comparando cada valor con el 

vehículo. 

 

Se eligió evaluar la actividad gastroprotectora del compuesto 13 ya que es un compuesto 

mayoritario común en todas las infusiones del género Hintonia; mientras que el compuesto 29 se 

encuentra en cantidades significativas en las infusiones de hojas de ambas especies (Figuras 18 y 

21). El compuesto 29 tuvo un efecto significativo en el rango de 17 a 100 mg/kg (Cuadro A37, 

Figura 61); el efecto fue dependiente de la dosis, mostrando un efecto máximo de inhibición de 

las lesiones gástricas a la dosis de 100 mg/kg (74.04 ± 4.4%), con una DE50 calculada de 26 

mg/kg. En el caso del compuesto 13, la actividad gastroprotectora significativa se presentó en un 

rango de 10 a 100 mg/kg (Cuadro A36, Figura 60); sin embargo, el efecto farmacológico 

alcanzado con la dosis de 17 mg/kg (64.21 ± 3.7%) fue similar al de la dosis de 100 mg/kg (68.85 

± 8.4%), la DE50 calculada para el compuesto 13 fue de 15 mg/kg. 
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Figura 60. Actividad gastroprotectora de 13 (4FC; 0.1, 1, 10, 17, 30 y 100 mg/kg). Datos expresados en 

porcentaje de gastroprotección (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratas en cada grupo.* p < 0.05 diferencia 

significativa ANADEVA, seguido por una prueba de comparación múltiple de Newman-Keuls comparando cada 

valor con el vehículo. 

 

 
Figura 61. Actividad gastroprotectora de 29 (ACG; 3, 10, 17, 30 y 100 mg/kg). Datos expresados en porcentaje de 

gastroprotección (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratas en cada grupo.* p < 0.05 diferencia significativa 

ANADEVA, seguido por una prueba de comparación múltiple de Newman-Keuls comparando cada valor con el 

vehículo. 
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 Los compuestos 13 y 29 mostraron valores de DE50 menores en comparación a los cuatro 

extractos evaluados, revelando que estos compuestos son los principios activos responsables de la 

actividad gastroprotectora de las especies de Hintonia, aunque es posible que las otras 4-

fenilcumarinas o cucurbitacinas presentes en las plantas contribuyan al efecto farmacológico. 

 Una mezcla de los compuestos 13 y 29 a las DE25 de cada uno, 7.5 mg/kg  y 13 mg/kg 

respectivamente, fue evaluada para investigar de manera preliminar la posible interacción entre 

estos dos compuestos. La combinación mostró un efecto gastroprotector significativo (42.9 ± 

9.6%) similar a la DE50 de cada compuesto evaluado por separado (Cuadro A38, Figura 62), lo 

que respalda que los compuestos 13 y 29 actúan independientemente, pero de manera aditiva. 

Este resultado preliminar apunta a que los compuestos 13 y 29 comparten un mismo mecanismo 

de acción gastroprotector (Berebaum, 1989; Miranda et al., 2001). 

 

 
Figura 62. Actividad gastroprotectora de la DE50 de los compuestos 13 (4FC; 15 mg/kg) y 29 (ACG; 26 mg/kg) y 

su comparación con la suma de la DE25 de ambos compuestos (13: 7.5  mg/kg y 29: 13 mg/kg). Datos expresados en 

porcentaje de gastroprotección (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratas en cada grupo.* p < 0.05 diferencia 

significativa ANADEVA, seguido por una prueba de comparación múltiple de Newman-Keuls comparando cada 

valor con el vehículo. 
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7.7.1. Mecanismo de acción gastroprotector 

Los compuestos sulfhidrilo no proteicos endógenos (NP-SH) son importantes para 

mantener la integridad de la mucosa gástrica (Hiraishi et al., 1999; Matsuda et al., 1999). Dichos 

NP-SH tienen la capacidad de unirse a los radicales libres generados por agentes nocivos y así 

controlar la producción y naturaleza del moco (Andreo et al., 2006). La administración de un 

bloqueador de la producción de los NP-SH como la N-etilmaleimida (NEM; 10mg/kg) 

incrementa significativamente el efecto del etanol en las lesiones gástricas, revirtiendo el efecto 

gastroprotector de los compuestos 13 (DE50= 15 mg/kg) y 29 (DE50= 26 mg/kg) (Figura 63A). 

Estos resultados sugieren que el efecto gastroprotector de ambos compuestos implican una fuerte 

participación de los NP-SH en el mecanismo protector de la mucosa gástrica contra agentes 

exógenos dañinos. 

El óxido nítrico (NO) y las prostaglandinas también desempeñan un papel en la 

protección y la reparación de la mucosa gástrica. Estos factores gastroprotectores endógenos 

modulan el flujo sanguíneo estimulando la secreción de moco, inhiben la adherencia y la 

activación de neutrófilos, regulan la respuesta alcalina al ácido y protegen al estómago contra 

agentes ulcerogénicos (Allen and Flemström, 2005; Wallace, 2001). Por lo tanto, para determinar 

si el NO y las prostaglandinas están de alguna manera relacionadas al mecanismo de acción de los 

compuestos 13 y 29, los animales fueron pretratados con L-NAME (70 mg/kg) o indometacina 

(10 mg/kg). Ninguno de los dos pretraramientos inhibieron el efecto gastroprotector de los 

compuestos 13 y 29 al compararlos con los grupos control (Figuras 63B y 63C). Así, los 

resultados revelan que la vía por la cual dichos compuestos ejercen su actividad gastroprotectora 

no está mediada por NO ni por prostaglandinas, pero sí por NP-SH, compartiendo el mismo 

mecanismo de acción. Este último hallazgo es consistente con el posible efecto aditivo observado 

en la evaluación de la mezcla de ambos compuestos. 

 



7. Resultados y discusión 
!

 
!

! 120!

 
Figura 63. Efecto de la DE50 de los compuestos 13 (4FC; 15 mg/kg) y 29 (ACG; 26 mg/kg) en úlceras inducidas 

por etanol en ratas pretratadas con (A) NEM (10 mg/kg s.c.), (B) L-NAME (70 mg/kg i.p.) e (C) indometacina (10 

mg/kg s.c.). Cada valor es la media ± EE para 6 ratas en cada grupo.* p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, 

seguido por una prueba de comparación múltiple de Newman-Keuls comparando cada valor con el vehículo.  

 

Si bien el ácido clorogénico (29) y las 4-fenilcumarinas demostraron tener propiedades 

farmacológicas diversas, incluyendo antidiabéticas (Cristians et al., 2009; Matsui et al., 2006) y 

antioxidantes (Sato et al., 2011; Wu et al., 2012, inter alia), la actividad gastroprotectora no había 

sido reportada anteriormente. De esta forma, esta actividad novedosa para ambos compuestos, 

permite entender la acción gastroprotectora de muchas plantas que contienen ácido clorogénico 

(Chung et al., 2011; Monforte et al., 2012; Tapia et al., 2004, inter alia). De manera general, la 

naturaleza polifenólica de los compuestos 13 y 29, así como su propiedad antiinflamatoria (Shen 

et al., 2002) y atrapadora de radicales libres (Sato et al., 2011; Wu et al., 2012, inter alia) 

demostrada para el ácido clorogénico podrían contribuir con la estabilidad de la mucosa gástrica, 
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la cual sufre un daño posterior a la reducción en la concentración de los NP-SH (Andreo et al., 

2006; Salim, 1990). 

 

7.8. Estudio farmacocinético del compuesto 5-O-β-D-galactopiranosil-7-

metoxi-3’,4’-dihidroxi-4-fenilcumarina (4) y su aglicona (34) 

El conocimiento de los parámetros farmacocinéticos, e.g. la absorción y la eliminación, son 

fundamentales para el establecimiento de un preparado fitoterapéutico, ya que proporcionan un 

panorama amplio de la manera en la cual estos compuestos ejercen sus actividades biológicas y 

como son metabolizados por el organismo. Se eligieron como candidatos para este estudio a los 

compuestos 4 y 34, en el caso del compuesto glicosilado (4) los criterios de inclusión en el 

estudio fueron su disponibilidad en cantidades suficientes para realizar los estudios y su presencia 

en las tres rubiáceas estudiadas. Por otro lado, la aglicona (34) tiene el patrón de sustitución más 

común entre las 4-fenilcumarinas identificadas en las rubiáceas del complejo copalchi. 

  

7.8.1. Cuantificación simultánea de los compuestos 4 y 34 en plasma de 

rata 

 La selectividad se evaluó mediante la comparación de los cromatogramas correspondientes a 

la matriz biológica y al enriquecimiento de la misma con una concentración definida de los 

compuestos 4 y 34 (15 µg/mL), con lo que se verificó que no hay interferencia en el tiempo de 

retención de los compuestos analizados. 

 El método demostró ser lineal para rango de concentraciones analizadas. El intervalo de 

concentraciones del compuesto 4 fue 1–50 µg/mL, con una r2= 0.999, mientras que para el 

compuesto 34 se evaluó el mismo rango de concentraciones, obteniendo una r2= 0.988. Las 

ecuaciones de las rectas calculadas a partir de la regresión lineal fueron y = 19.733x – 9.297 para el 

compuesto 4, mientras que para el compuesto 34 fue y = 22.754x + 34.648. 

 Los porcentajes de recobro se calcularon a partir de tres niveles de concentración, puntos 

control bajo, medio y alto. El porcentaje de recobro absoluto para ambos analitos no resultó 

aceptable para las concentraciones más bajas del rango (1 µg/mL), ya que no fue posible 

determinar la concentración recuperada; por otro lado, para el compuesto 4 se obtuvo un 
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porcentaje de recobro constante para demás concentraciones (3–50 µg/mL; 90 – 98% de recobro 

absoluto), mientras que para el compuesto 34 los porcentajes fueron muy variables. 

La precisión se determinó bajo la premisa de que la dispersión de las concentraciones 

calculadas no debe exceder el 15% del coeficiente de variación (CV). Los resultados obtenidos 

demostraron que el método fue preciso. 

El LOD se refiere a la concentración mínima de analito en una muestra que puede ser 

detectada, más no cuantificada; en el caso del LOQ es la concentración mínima de analito que 

puede ser cuantificada con precisión y exactitud. Para el compuesto 4 el LOD y el LOQ fueron 

de 0.55 µg/mL y 1.16 µg/mL, respectivamente; en el caso del compuesto 34 se calcularon los 

valores de 0.36 µg/mL y 1.10 µg/mL para el LOD y el LOQ. En ambos casos estos valores de 

LOQ se encontraron por encima del punto más bajo de los rangos evaluados. 

 Para el análisis preliminar de la absorción de los compuestos 4 y 34 se administró a los 

animales el compuesto 4 y se analizó una muestra de plasma obtenido, como se indica en la 

metodología. El análisis mostró que ninguno de los dos compuestos están presentes en el plasma, 

ya que no se pudo identificar, ni cuantificar, en ningún tiempo de muestreo la presencia del 

compuesto 4 o su metabolito 34, lo que indicaría que no se están absorbiendo, o bien se están 

uniendo a otra molécula o se biotransforma a un metabolito de naturaleza desconocida. 

La absorción de fármacos es fundamental para que estos lleguen a su sitio de acción y 

ejerzan una función biológica a nivel sistémico. Para que una sustancia atraviese las membranas 

celulares es fundamental que no esté unida a otras moléculas. Por otro lado, el paso a través de 

barreras biológicas está modulado por las características fisicoquímicas del compuesto, e.g. peso 

molecular, ionización, liposolubilidad, etc. Gibaldi, 1991; Irvine et al., 1999; Avendaño, 2001; 

Armijo, 2003). Si el compuesto 4 o su metabolito no cumplen con dichas características es 

posible que no se absorba y no llegue a modular acciones a nivel sistémico. 
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7.8.2. Cuantificación simultánea de los compuestos 4 y 34 en heces de 

rata 

 Debido a que en el estudio preliminar de absorción de los compuestos 4 y 34 se obtuvieron 

resultados que sugieren que dichos compuestos no se absorben, el análisis del parámetro de 

eliminación se vuelve necesario. 

La selectividad se evaluó mediante la comparación de los cromatogramas correspondientes 

a la matriz biológica y al enriquecimiento de la misma con una concentración definida de los 

compuestos 4 y 34 (45 µg/mL) con lo que se verificó que no hay interferencia en el tiempo de 

retención de los fármacos analizados. 

 El método demostró ser lineal para rango de concentraciones analizadas. El intervalo de 

concentraciones del compuesto 4 fue 50–150 µg/mL con una r2= 0.999, mientras que para el 

compuesto 34 se evaluó el mismo rango de concentraciones obteniendo la misma r2= 0.999. Las 

ecuaciones de las rectas calculadas a partir de la regresión lineal fueron y = 15.887x + 4.722. para 

el compuesto 4, mientras que para el compuesto 34 fue y = 18.451x + 0.5590.  

 Los porcentajes de recobro se calcularon a partir de tres niveles de concentración, puntos 

control bajo, medio y alto. El porcentaje de recobro absoluto para ambos analitos resultó ser 

exacto, ya que la DEA para todos los niveles de concentración evaluados estuvieron entre el 85-

109%. 

Los resultados obtenidos demostraron que el método fue preciso, ya que ninguno de los 

datos rebasó el 15% del coeficiente de variación (CV). 

 El LOD se refiere a la concentración mínima de analito en una muestra que puede se 

detectada, más no cuantificada; en el caso del LOQ es la concentración mínima de analito que 

puede ser cuantificada con precisión y exactitud. Para el compuesto 4 el LOD y el LOQ fueron 

de 7.79 µg/mL y 16.37 µg/mL, respectivamente; en el caso del compuesto 34 se calcularon los 

valores de 4.59 µg/mL y 9.65 µg/mL para el LOD y el LOQ. En ambos casos estos valores se 

encontraron por debajo del punto más bajo de los rangos evaluados. 

 Para el análisis de la eliminación de los compuestos 4 y 34 se formaron cuatro grupos de 

animales a los cuales se les administró el compuesto 4, disuelto en solución salina a las dosis de 

15, 30 y 90 mg/kg, adicionalmente se administró un grupo con solución salina como control. Se 
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tomaron las heces a los tiempos: 0, 12, 18, 24, 36, 48, 60 y 72 horas.  Para el análisis por CLAE 

se utilizaron muestras obtenidas de acuerdo al procedimiento experimental descrito en la 

metodología..  

 El ensayo realizado, permitió detectar y cuantificar la presencia de los compuestos 4 y 34 

en heces de rata, corroborando que el producto natural (4) no sólo se elimina de manera 

inalterada, sino también se metaboliza y elimina en forma de su aglicona (34). 

 No se pudieron obtener muestras en todos los tiempos analizados; sin embargo, en todas las 

dosis evaluadas, el primer registro de eliminación se presentó a las 12 horas y el último a las 48 

horas, en ningún hubo eliminación en los tiempos posteriores. A las 12 horas se elimina la 4-

fenilcumarina glicosilada (4), en una concentración diez veces mayor que la aglicona (34); sin 

embargo, dicha proporción cambia a las 24 horas, siendo la concentración del compuesto 34 

mayor al doble de la registrada para el compuesto 4. Cabe destacar que a las 48 horas se observó la 

máxima concentración de aglicona (34) y la concentración del compuesto 4 también se 

incrementa, triplicando a la del compuesto 34. El balance final de la eliminación mostró que el 

compuesto inalterado (4) se elimina en una concentración tres veces superior a su metabolito 

(34). 

 La sumatoria de las concentraciones de los compuesto 4 y 34 al cabo de 48 horas indica un 

porcentaje de eliminación del 42.3 ± 13.2%, 44.23 ± 8.2% y 73.43 ± 5.3%, para las dosis de 15, 

30 y 90 mg/kg, respectivamente; sin embargo, algunos animales presentan porcentajes superiores 

de eliminación mayores, llegando inclusive al 93.6%. Lo anterior indica la falta de 

reproducibilidad en el estudio, debido a un error metodológico en el planteamiento de este 

análisis, ya que las cifras son variables con respecto a la dosis y los distintos individuos. Entonces 

durante la extracción  se debería procesar la totalidad de las heces recolectada en cada tiempo; ya 

que no hay forma de asegurar que se esté tomando una muestra proporcional a partir de los 50 

mg, en otras palabras, no existe homogeneidad en el reparto del compuesto 4, o su metabolito 

(34) en una matriz sólida como son las heces. En este marco, el porcentaje de eliminación de 

73.4% no refleja el valor real, el cual debe ser cercano a la totalidad de la muestra administrada. 

 Con lo anterior se comprobó que la 4-fenilcumarina 4 no se absorbe, sino que se elimina 

por vía fecal, en forma inalterada o como su metabolito hidrolizado, la aglicona 34; no obstante, 
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queda abierta la posibilidad de que un porcentaje se esté metabolizando en otros compuestos que 

no fueron detectados.  

 Para que se diera una metabolización de las 4-fenilcumarinas, tendría que quedar libre el 

núcleo cumarínico lo cual aún no se comprueba; de ser el caso, existen reportes acerca de la 

farmacocinética de las cumarinas, que indican que son completamente absorbidas en el tracto 

gastrointestinal y metabolizadas extensamente vía el metabolismo del primer paso en el hígado; el 

citocromo P-450 (CYP) puede provocar la hidroxilación y la epoxidación de una cumarina 

simple; la acción de la enzima glutatión transferasa puede convertir el epóxido en un 

hidroxifenilacetaldehído, el cual puede ser reducido a hidroxifeniletanol, a través de la aldehído 

deshidrogenasa o bien oxidado a ácido hidroxifenilacético; posteriormente el ácido o aldehído se 

excretarían vía urinaria (Chen et al., 2011).  

 El elevado porcentaje de eliminación no contraviene los resultados farmacológicos descritos 

para las 4-fenilcumarinas, ya que en ambos casos se pueden explicar sus actividades a través de una 

acción in situ, que no requiere de una absorción y distribución sistémica para llegar a diversos 

órganos diana.  

 En el caso del potencial antidiabético, el efecto antihiperglucémico relacionado con la 

inhibición de las α-glucosidasas, se da en forma directa en las vellosidades del intestino delgado. 

En el caso del efecto hipoglucemiante y la tolerancia a la glucosa, que involucran una respuesta 

sistémica, ya sea secretagoga, moduladora del transporte de glucosa o sensibilizadora de los tejidos 

periféricos, se puede explicar por medio de la acción de las incretinas (GIP y GLP-1) las cuales se 

modulan a nivel intestinal; GLP-1 desencadena la biosíntesis de insulina, la expresión de 

transportador de glucosa (GLUT-2), aumenta la sensibilidad a insulina, retarda el vaciamiento 

gástrico, suprime el apetito, aumenta el control glicémico y disminuye la secreción de glucagón. 

GIP también incrementa la secreción de insulina, induce la lipogénesis y suprime la secreción de 

ácido gástrico (El-Kaissi y Sherbeeni, 2011; Israili, 2011). Ambos compuestos están modulados 

por la actividad de DPP-4, siendo éste el probable blanco de acción de las 4-fenilcumarinas, 

inhibiendo su función o síntesis, lo que favorecería la duración e intensidad de la acción de las 

incretinas. 
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 En el caso de la actividad gastroprotectora, se demostró que su posible mecanismo de acción 

estaría ligado a la producción de NP-SH, acción desencadenada in situ, sin la necesidad de 

absorber y distribuir el compuesto para ejercer su actividad biológica. 

 Otros compuestos desempeñan un papel importante en la actividad farmacológica de las 

rubiáceas del complejo copalchi; en el caso del ácido clorogénico (29), existen numerosos estudios 

sobre su farmacocinética(Crozier et al., 2010; Williamson et al., 2011). El compuesto 29 se 

absorbe y metaboliza en el tracto gastrointestinal; así, en el estómago se hidroliza a su aglicona, el 

ácido cafeico, generando una diversidad de hidroxicinamatos, e.g. ácidos ferúlico, isoferúlico, 

dihidrocafeico, dihidroferúlico, etc. Existe una baja presencia del fármaco inalterado en plasma; la 

mayor concentración de los metabolitos en plasma se observa a las seis horas posteriores a su 

administración vía oral. El papel de la microbiota intestinal es fundamental para la metabolización 

del compuesto 29, sus metabolitos se excretan, finalmente, vía urinaria (Crozier et al., 2010; 

Williamson et al., 2011). 

 

 7.9. Propuesta de formulación de los preparados fitoterapéuticos 

 7.9.1. Preparado fitoterapéutico antidiabético  

La formulación de un preparado fitoterapéutico coadyuvante en el control de los niveles 

de glicemia en pacientes diabéticos, o inclusive con actividad profiláctica en individuos 

normoglucémicos, consistiría en una tisana a partir de 1.5 g de hojas secas y fragmentadas de H. 

latiflora. Esta propuesta se basa en que el extracto acuoso de las hojas de H. latiflora (HHL) puede 

considerarse inocuo, según el ensayo de toxicidad aguda de Lorke (Cuadro 7), lo que se traduce 

como un importante parámetro de seguridad enfocado a la propuesta de un preparado 

fitoterapéutico. 

 En cuanto a la actividad antidiabética de HHL, su infusión presentó el mejor efecto 

hipoglucemiante, con una actividad similar a la del control positivo, glibenclamida en todas las 

dosis evaluadas (Cuadro A9, Figuras 30 y S4); de manera adicional, indujo un efecto 

antihiperglucemiante en el ensayo a la tolerancia a la sacarosa oral, en animales diabéticos con una 

actividad similar a la de la acarbosa a la dosis de 500 mg/kg (Cuadro A21, Figura 42); finalmente, 

en el ensayo a la tolerancia a la glucosa oral presentó un efecto similar a la de la glibenclamida en 
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todas las dosis evaluadas (Cuadro A30, Figura 51). Estos tres resultados muestran que HHL tiene 

un efecto antidiabético amplio, involucrando una serie de mecanismos de acción, e.g. secretagogo, 

incrementando el transporte de glucosa, sensibilizador al efecto de la insulina y/o inhibidor de α-

glucosidasas, lo que se traduce en una actividad con múltiples blancos farmacológicos. 

El efecto antidiabético observado se relaciona directamente con la composición química 

que presenta HHL; el compuesto 29 es el mayoritario, el cual presenta importantes actividades 

biológicas: protege las a las células β pancréaticas de los efectos tóxicos de diversas especies 

reactivas de oxígeno a través de su actividad antioxidante (Van Dam, 2006; Sato et al., 2011; Wu 

et al., 2012, inter alia), reductor de la síntesis de la glucosa hepática a través de la inhibición de la 

glucosa-6-fosfatasa (Van Dam, 2006, inter alia), reductor de la absorción de glucosa intestinal 

debido a la inhibición de la glucosa-6-fosfato translocasa 1 y otros mecanismos asociados al 

incremento de los niveles de GLP-1 (Van Dam, 2006, inter alia). Asimismo, HHL presenta una 

diversidad de 4-fenilcumarinas: como el compuesto 6, que presenta un hidroxilo libre en C-7, el 

cual restaura los niveles de glucosa en estudios crónicos en ratas diabéticas (Guerrero-Analco et al., 

2007); metoxiladas con un sustituyente monosacárido como el compuesto 4, el cual presentó 

actividad anthiperglucemiante significativa en los ensayos a las tolerancias a la sacarosa y almidón 

orales (Cuadros A32 y A34, Figuras 54 y 56) y 5, el cual presenta la misma actividad descrita para 

el compuesto 6; o metoxiladas con sustituyente disacárido, como en el caso de 13 y 14, que 

presentan la aglicona 34 la cual fue la más activa tanto en las pruebas de inhibición de α-

glucosidasas in vitro (Cuadro 8) e in vivo (Cuadros A32 y A34, Figuras 54 y 56); demostrando, a 

través del estudio de acoplamiento molecular, una interacción en el mismo sitio catalítico en el 

cual actúa la acarbosa (Figura 57A). Finalmente, estarían jugando un papel importante en la 

actividad antidiabética la presencia de otras 4-fenilcumarinas u otros compuestos, como es el caso 

del ácido ursólico (27), que actúa como un regulador de la apoptosis en ambientes ricos en 

glucosa (Oh et al., 2007), como estimulador de la toma de glucosa por el incremento de la 

fosforilación del receptor de insulina (Zhang et al., 2006) y como un supresor de la angiogénesis 

en pacientes diabéticos con retinopatía no proliferativa (Skopinski et al., 2004).  

Los estudios farmacocinéticos preliminares aportan datos fundamentales para la 

formulación del preparado fitoterapéutico, ya que se sabe que las 4-fenilcumarinas no se absorben, 
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o al menos no lo hacen de forma extensa, y por otro lado, se eliminan prácticamente en su 

totalidad vía fecal, en su forma inalterada o bien como sus agliconas. 

La validación del método analítico para la cuantificación de metabolitos de interés 

farmacológico en HHL, permite estandarizar la droga cruda respecto su concentración de 4-

fenilcumarinas, en equivalentes del compuesto 13 y la presencia de ácido clorogénico (29), lo que 

constituye un parámetro de calidad para la formulación de un preparado fitoterapéutico; 

adicionalmente, se puede proponer la etapa de renovación foliar, como el régimen de cosecha de 

las hojas óptimo, en relación a la elevada concentración de los compuestos antidiabéticos; no 

obstante, se propondrían estudios encaminados al establecimiento de cultivos controlados, que 

aseguren la calidad y abasto de drogas crudas estandarizadas. 

 

 7.9.2. Preparado fitoterapéutico gastroprotector 

 La formulación de un preparado fitoterapéutico auxiliar en el tratamiento de úlceras 

gástricas consistiría en una cápsula de gelatina dura con 230 mg de un extracto acuoso liofilizado 

de la corteza de H. standleyana. 

 La propuesta se basa en que el extracto acuoso de la corteza de H. standleyana (CHS) puede 

considerarse inocuo, según los resultados del ensayo de toxicidad aguda de Lorke (Cuadro 7), 

siendo un preparado fitoterapéutico seguro. 

 En cuanto a la eficacia farmacológica de CHS, éste presentó actividad significativa a la dosis 

de 300 mg/kg (80.26 ± 3.96% de gastroprotección; Cuadro A35, Figura 59), reduciendo la 

ulceración gástrica causada por la administración aguda de etanol. Dicho efecto se relaciona con 

su composición química, y es el compuesto 13 el mayoritario, el cual presentó una DE50 = 15 

mg/kg, inclusive mejor que la del control positivo, carbenoxolona (Cuadro A36, Figura 60). Por 

otro lado, CHS presenta en su composición al compuesto 29, con comprobada actividad 

gastroportectora (DE50 = 26 mg/kg; Cuadro A37, Figura 61), además de las actividades 

antioxidante y antiinflamatoria (Shen et al., 2002; Sato et al., 2011; Wu et al., 2012, inter alia) 

que contribuyen a la estabilidad de la mucosa gástrica. Ambos compuestos actúan de forma aditiva 

y comparten el mismo mecanismo de acción gastroprotector, el cual está relacionado a la 

producción de NP-SH, los cuales tienen la capacidad de unirse a los radicales libres generados por 
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agentes nocivos y así controlar la producción y naturaleza del moco (Andreo et al., 2006). La 

presencia de otras 4-fenilcumarinas, así como de las cucurbitacinas, podrían estar aportando en la 

disminución de la ulceración, así como en la reparación y protección de la mucosa gástrica.  

 

7.9.2.1. Preparación de las cápsulas  

 El secado por aspersión es un método que preserva los componentes naturales presentes en 

los extractos, a partir del material vegetal. La presencia de compuestos como azúcares en los 

extractos acuosos impide que las infusiones puedan secarse por aspersión, sin que se adhiera a las 

superficies internas de los equipos, lo que produce un bajo rendimiento de recuperación. Es por 

esto que se usan aditivos inertes, como la maltodextrina favoreciendo la recuperación del producto 

al actuar como coadyuvante del secado (López-Hernández et al., 2008). 

Se eligieron las cápsulas de gelatina dura como forma farmacéutica idónea para el 

producto, debido a la versatilidad de dicha forma farmacéutica para el empaquetamiento del 

extracto y el enmascaramiento del sabor del mismo; ya que al ser extremadamente amargo, 

requería de una forma farmacéutica que aislara esta característica organoléptica.   

Se analizó por CLAE el extracto acuoso de corteza de H. standleyana, para evaluar su 

estabilidad dentro de la cápsula e identificar los principales compuestos que lo conforman. El 

cromatograma generado (Figura 64) coincide con el reportado en el estudio realizado por Mata y 

colaboradores (2008), acerca de las cortezas de las dos especies del género Hintonia. Además del 

compuesto 13, se identificaron los compuestos 5-O-β-D-galactopiranosil-7-metoxi-3’,4’-

dihidroxi-4-fenilcumarina (4) y 5-O-[β-D-xilopiranosil-(1→6)-β-D-glucopiranosil]-7-metoxi-

3’,4’-dihidroxi-4-fenilcumarina (14). 
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Figura 64. Cromatograma del extracto acuoso de corteza de H. standleyana; columna Symmetry C8 (3.9 × 50 mm). 

Fase móvil isocrática ACN: agua (0.1% ácido trifluoroacético; 19:81), flujo 0.4 mL/min, compuesto (tiempo de 

retención en minutos Rt): 14 (16.13), 13 (18.5) y 4 (26.01). 

 

 El extracto acuoso de la corteza de H. standleyana encapsulado, resultó una forma 

farmacéutica idónea para enmascarar las características organolépticas no deseadas; su principal 

ventaja radica en la estabilidad que le confiere al preparado, ya que la composición y 

concentración química se ha mantenido constante a lo largo del tiempo. Se cuenta con un método 

que permite la cuantificación del producto 13, el cual se puede utilizar para el control de calidad 

del preparado.  

 En el caso de CHS, la investigación relacionada con la propagación de H. standleyana, así 

como la implementación de estrategias de cosecha de la corteza racionales, son fundamentales para 

la comercialización del preparado gastroprotector.  

 

13#

14#
4#
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8. Conclusiones 

 

• Se establecieron los parámetros de identidad que permiten separar de forma inequívoca a 

las tres principales rubiáceas del complejo copalchi: Hintonia latiflora, H. standleyana y 

Exostema caribaeum. De manera adicional, a través del establecimiento de los perfiles 

cromatográficos se puede distinguir la naturaleza de la droga cruda: hojas ó cortezas, 

permitiendo así la identificación de los principios farmacológicamente activos y, con ello, 

su estandarización. 

 

• Se establecieron los parámetros de seguridad de los extractos acuosos de las seis drogas 

crudas provenientes del complejo copalchi. La evaluación de la toxicidad preclínica aguda 

mostró que los extractos analizados son seguros, ya que en todos los casos la DL50 > 5000 

mg/kg. 

 

• El análisis de la influencia fenológica y geográfica sobre la concentración de compuestos 

farmacológicamente activos en la infusión de las hojas de H. latiflora permitió asegurar el 

mejor régimen de recolección de la droga cruda con la finalidad de asegurar la 

concentración adecuada de los metabolitos activos y, de esta forma, garantizar su eficacia 

terapéutica. 

 

• Las diversas pruebas antidiabéticas permitieron caracterizar los efectos hipoglucemiantes e 

antihiperglucémicos de los seis extractos acuosos de los tres miembros de la sección 

rubiácea del complejo copalchi. Dicho estudio mostró que a pesar de las similitudes en la 

composición química de las tres plantas, el mejor agente hipoglucemiante es el preparado 

de las hojas de H. latiflora, mientras que el mejor efecto antihiperglucémico lo presentan el 

extracto acuoso de la corteza de E. caribaeum, seguido por el extracto acuoso de las hojas 

de H. standleyana. Asimismo, el extracto acuoso de las hojas de H. latiflora presenta 

actividad antihiperglucemiante significativa en el ensayo de tolerancia a la glucosa oral.  
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• Se caracterizó la actividad antihiperglucemiante in vivo e in vitro de compuestos selectos 

presentes en las distintas drogas crudas del complejo copalchi, siendo el compuesto 34 el 

mejor inhibidor de la acción de las α-glucosidasas. Estas evaluaciones permitieron 

caracterizar el mecanismo de acción por el cual disminuyen el pico postprandial los 

extractos evaluados. 

 

• Se evaluó la actividad gastroprotectora de los extractos acuosos de hojas y corteza de H. 

latiflora y H. standleyana, mostrando en todos los casos una significativa actividad 

inhibitoria de la formación de lesiones gástricas. Los compuestos 13 y 29 son algunos de 

los responsables de dicha actividad farmacológica y su efecto está relacionado a la 

producción de grupos sulfhidrilo endógenos, que a su vez favorece la generación del moco 

alcalino en la mucosa gástrica. 

 

• El estudio farmacocinético de glicósidos de 4-fenilcumarinas selectas demostró que estos 

compuestos se hidrolizan para formar la aglicona correspondiente; ni esta última, ni el 

glicósido de 4-fenilcumarina se absorben en el tracto gastrointestinal, ya que se eliminan 

en una alta proporción vía fecal. Todos los análisis conducentes a determinar la presencia 

de dichos productos en plasma y en orina demostraron su ausencia. Todo ello sugiere que 

las diversas actividades farmacológicas de estos productos se da in situ, con la posibilidad 

de desencadenar cascadas de señalización que explican algunos de los efectos 

farmacológicos a nivel sistémico observados. 
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9. Perspectivas 
 

• En base a las conclusiones de este trabajo de investigación, se propone la formulación de 

dos preparados fitoterapéuticos:   

o Tisana a partir de las hojas secas y fragmentadas de H. latiflora, estandarizada con 

respecto a los compuestos 13 y 29, coadyuvante en el control de los niveles de 

glicemia en pacientes diabéticos. En este caso, los procedimientos analíticos 

necesarios para la estandarización se desarrollaron exitosamente. 

 

o Extracto acuoso liofilizado de la corteza de H. standleyana encapsulado, 

estandarizado con respecto al compuesto 13, auxiliar en el tratamiento de úlceras 

gástricas. 

 

• Realizar estudios de absorción utilizando la metodología CLAE acoplado a un 

espectrómetro de masas, para así disminuir el LOQ; así como un estudio de paso a través 

de membrana, con la finalidad de simular la permeabilidad en el tracto gastrointestinal y 

concluir definitivamente si existe absorción de las 4-fenilcumarinas o algún metabolito de 

las mismas. 

 

• Realizar nuevamente el estudio de eliminación del compuesto 13, teniendo en cuenta la 

extracción de la totalidad de las heces obtenidas en cada tiempo de muestreo. 

 

• Realizar los perfiles de disolución de las cápsulas del extracto acuoso liofilizado de la 

corteza de H. standleyana. 

 

• Determinar el grado de ionización y coeficiente de reparto de los compuestos 13 y 29, ya 

que estos son los productos de elección para la estandarización de los dos preparados 

fitoterapéuticos propuestos. 
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• Realizar estudios de toxicidad crónica y mutagenicidad con los dos preparados 

fitoterapéuticos, para así completar los parámetros de seguridad de los mismos. 

 

• Realizar los estudios conducentes a establecer el mecanismo de acción antidiabético de las 

4-fenilcumarinas, con el propósito de determinar si existe otro blanco de acción distinto a 

la inhibición de α-glucosidasas. 

 

• Establecer protocolos de propagación de las especies H. latiflora y H. standeyana, para 

conformar cultivos controlados y evitar la depredación de las poblaciones silvestres. 

!
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11. Anexos 

Cuadro A1. Resultados experimentales de las curvas de calibración de los compuestos 13 y 29  

Réplica 13 29 

µg/mL ABC µg/mL ABC 

1 50 1131449 150 7845282 

2 50 1147891 150 8526022 

3 50 1220855 150 8142477 

4 50 1219507 150 8665099 

5 50 1200158 150 7533505 

Promedio 1183972 ± 18635.4  8142477 ± 209691.7 

1 25 593007 75 3814216 

2 25 593249 75 3698824 

3 25 614797 75 3731230 

4 25 610873 75 3757685 

5 25 623941 75 4069126 

Promedio 607173 ± 6113.7 3814216 ± 66474.4 

1 10 238934 30 1685515 

2 10 237154 30 1605136 

3 10 247876 30 1602576 

4 10 247151 30 1580443 

5 10 271088 30 1552010 

Promedio 248441 ± 6052.5 1605136 ± 22248.0 

1 5 114216 15 819945 

2 5 113994 15 777316 

3 5 115418 15 796577 

4 5 111748 15 797603 

5 5 122799 15 791442 

Promedio 115635 ± 1886.6 796577 ± 6871.9 
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1 1 15156 3 161193 

2 1 15312 3 132725 

3 1 15676 3 156835 

4 1 16028 3 146499 

5 1 18550 3 135242 

Promedio 16144 ± 620.1 146499 ± 5653.3 
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Cuadro A2. Resultados experimentales de los compuestos 13 y 29 referentes a la exactitud del método 
Réplica 13 29 

 Cantidad  

adicionada 

(µg/mL) 

ABC 

(µV×seg) 

Cantidad 

recuperada 

(µg/mL) 

% 

recobro 

Cantidad 

adicionada 

(µg/mL) 

ABC 

(µV×seg) 

Cantidad 

recuperada 

(µg/mL) 

% 

recobro 

1 3 71256 2.94 98.04 9 443890 9.15 101.71 

2 3 71424 2.95 98.27 9 443043 9.14 101.53 

3 3 72775 3.00 100.17 9 442813 9.13 101.48 

4 3 71667 2.96 98.61 9 444591 9.17 101.85 

5 3 72681 3.00 100.03 9 433732 8.97 99.62 

6 3 72463 2.99 99.73 9 434280 8.98 99.73 

1 15 355321 14.89 99.25 45 2385087 45.06 100.13 

2 15 351902 14.74 98.29 45 2392675 45.20 100.44 

3 15 351737 14.74 98.25 45 2372189 44.82 99.60 

4 15 366302 15.35 102.33 45 2345417 44.32 98.50 

5 15 355156 14.88 99.20 45 2340578 44.24 98.30 

6 15 355922 14.91 99.42 45 2346741 45.06 98.55 

1 45 1053990 44.27 98.38 135 7193484 134.00 99.26 

2 45 1074542 45.13 100.30 135 7184125 133.82 99.13 

3 45 1093608 45.94 102.08 135 7253266 135.10 100.08 

4 45 1077966 45.28 100.62 135 7185302 133.84 99.14 

5 45 1104190 46.38 103.07 135 7213850 134.37 99.54 

6 45 1098252 46.13 102.52 135 7260416 135.23 100.17 
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Cuadro A3. Resultados experimentales de los compuestos 13 y 29 referentes a la precisión del método 
Compuesto Concentración 

(µg/mL) 

Repetitividad 

(% CV) 

13 15 0.54 

29 45 1.19 

 

Cuadro A4. Efecto de las etapas fenológicas en la concentración de metabolitos biodinámicos en la infusión de 

hojas de H. latiflora 
 Fenología (concentración mg/g DC) 

 Pre-
senescencia  

(Agosto ’09) 

df q Senescencia 

(Octubre ’09) 

df q Renovación 
foliar 

(Abril ’10) 

df q Floración 

(Julio ’10) 

Compuesto 29 
(CGA) 

8.08 ± 1.51 a 35 4.78* 11.30 ± 1.52 a 35 6.66*** 9.46 ± 0.57 a 35 5.02** 3.84 ± 0.31 

4-
Fenilcumarinas 
(4FC’s)  

8.51 ± 0.31 b 35 5.02** 10.17 ± 1.65 a 35 5.40** 13.12 ± 0.16 a 35 8.61*** 5.21 ± 0.72 

Compuesto 6 
(4FC-1) 

0.58 ± 0.01 a 35 3.99* 1.20 ± 0.13 c 35 4.30* 0.73 ± 0.20 35 ns 1.15 ± 0.15 

Compuesto 14 
(4FC-2) 

1.31 ± 0.06 b 35 4.62* 2.17 ± 0.24 c 35 5.42** 2.31 ± 0.18 a 35 4.37* 1.51 ± 0.21 

Compuesto 13 
(4FC-3) 

4.75 ± 0.30 a 35 7.30*** 3.95 ± 1.04 a 35 5.85** 5.71 ± 0.13 a 35 9.03*** 0.71 ± 0.22 

Compuesto 4 
(4FC-4) 

1.86 ± 0.38 b 35 6.43*** 2.86 ± 0.53 b 35 3.88* 4.37 ± 0.39 a 35 6.45*** 1.85 ± 0.18 

Concentración promedio ± EE (mg/g DC) a p< 0.05 diferencia significativa ANADEVA seguido por una 

comparación múltiple de Tukey en relación a la etapa de Floración; b mismo tratamiento estadístico con respecto a 

la etapa de Renovación foliar; c mismo tratamiento estadístico con respecto a la etapa de Pre-senescencia. * p< 

0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.005. df: grados de libertad, q: diferencia entre medias. 

!
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Cuadro A5. Diferencias ente las poblaciones de Chihuahua y Michoacán en relación a la concentración de 

compuestos biodinámicos de la infusión de hojas de H. latiflora  

 Local ización geográfica (concentración 
mg/g DC) 

 Michoacán Chihuahua Valor P  

Compuesto 29 (CGA) 3.55 ± 0.22 3.68 ± 0.42 ns 

4-Fenilcumarinas (4FC’s)  7.82 ± 0.82 * 5.15 ± 0.48 0.0181 

Compuesto 6 (4FC-1) 3.62 ± 0.52 ** 1.55 ± 0.20 0.0023 

Compuesto 14 (4FC-2) 1.77 ± 0.30 1.13 ± 0.13 ns 

Compuesto 13 (4FC-3) 0.63 ± 0.14 0.68 ± 0.06 ns 

Compuesto 4 (4FC-4) 1.79 ± 0.14 1.78 ± 0.18 ns 

Cada valor es la media ± EE para siete individuos de cada localidad analizada.  p< 0.05; ** p< 0.01. ns: sin 

diferencia significativa. 
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Cuadro A6. Efecto agudo de CHL (100, 300 y 500 mg/kg) en los niveles de glucosa sanguínea en ratones normoglucémicos. Datos expresados en porcentaje de 

variación de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de 

Dunnet comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 Porcentaje de variación de glucosa (%) 
Tratamiento Dosis  

(mg/kg) 
Glicemia inicial  
(mgdL-1)  

0 h 1.5 h 3 h 5 h 7 h 9 h 

Control  (vehículo)  − 157.88 0 -1.02 ± 4.03 -6.12± 4.26 -12.87 ± 3.32 -12.83± 3.59 -9.37 ± 4.15 
Glibenclamida 10 152.75 0 -40.01 ± 3.03* -45.61 ± 2.68* -46.7 ± 1.75* -47.42 ± 5.44* -40.39 ± 5.68* 
CHL  100 154.38 0 -15.25 ± 4.68 -23.9 ± 4.74 -29.6 ± 7.13 -45.51 ± 8.17* -47.26 ± 7.07* 
CHL 300 149.13 0 -17.36 ± 4.14 -43.7 ± 7.99* -49.31 ± 7.53* -54.97 ± 6.19* -53.61 ± 5.73* 
CHL 500 154.71 0 -25.45 ± 10.48 -46.81 ± 4.92* -59.82 ± 5.18* -62.09 ± 7.74* -60.67 ± 5.51* 
 

 
Figura S1. Efecto agudo de CHL en los niveles de glucosa sanguínea en ratones normoglucémicos. Datos expresados en área bajo la curva (ABC; % variación de 

glucosa × min). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet 

comparando cada tratamiento con el vehículo.  
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Cuadro A7. Efecto agudo de CHL (100, 300 y 500 mg/kg) en los niveles de glucosa sanguínea en ratones diabéticos. Datos expresados en porcentaje de variación de 

glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet 

comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 Porcentaje de variación de glucosa (%) 
Tratamiento Dosis  

(mg/kg) 
Glicemia inicial  
(mgdL-1)  

0 h 1.5 h 3 h 5 h 7 h 9 h 

Control  (vehículo)  − 238.00 0 9.01 ± 5.81 -12.16 ± 3.63 -3.68 ± 5.18 -9.97 ± 3.48 -18.19 ± 4.53 
Glibenclamida 10 225.17 0 -29.19 ± 4.57* -38.07 ± 3.95* -50.54 ± 4.39* -49.42 ± 4.01* -54.95 ± 2.55* 
CHL  100 229.33 0 -12.59 ± 4.68 -12.49 ± 3.09 -16.96 ± 5.37 -20.47 ± 2.28 -28.57 ± 4.1 
CHL 300 198.43 0 -10.17± 3.73 -19.63± 3.82* -21.9 ± 5.72* -20.85 ± 4.39 -36.02 ± 2.33* 
CHL 500 199.00 0 -12.38 ± 2.71 -17.63 ± 4.77 -21.79 ± 2.87* -21.98 ± 2.89* -24.44 ± 3.96 

 
Figura S2. Efecto agudo de CHL en los niveles de glucosa sanguínea en ratones diabéticos. Datos expresados en área bajo la curva (ABC; % variación de glucosa × 

min). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet comparando 

cada tratamiento con el vehículo. 
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Cuadro A8. Efecto agudo de HHL (100, 300 y 500 mg/kg) en los niveles de glucosa sanguínea en ratones normoglucémicos. Datos expresados en porcentaje de 

variación de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de 

Dunnet comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 Porcentaje de variación de glucosa (%) 
Tratamiento Dosis  

(mg/kg) 
Glicemia inicial  
(mgdL-1)  

0 h 1.5 h 3 h 5 h 7 h 9 h 

Control  (vehículo)  − 159.63 0 -2.50 ± 2.65 -8.81 ± 2.98 -22.87 ± 4.59 -21.66 ± 4.0 -30.71 ± 4.73 
Glibenclamida 10 163.88 0 -41.04 ± 2.12* -44.96 ± 4.24* -50.25 ± 3.35* -45.61 ± 4.19* -51.26 ± 2.96* 
HHL  100 167.63 0 -13.41 ± 1.79 -14.66 ± 3.84 -30.98 ± 5.11 -26.52 ± 5.91 -26.69 ± 4.89 
HHL 300 179.00 0 -17.80 ± 2.56 -18.30 ± 4.92 -36.52 ± 2.76 -31.24 ± 4.19 -38.42 ± 3.69 
HHL 500 165.75 0 -12.57 ± 3.36 -18.81 ± 5.55 -29.43 ± 4.71 -28.86 ± 4.30 -34.79 ± 6.47 

 
Figura S3. Efecto agudo de HHL en los niveles de glucosa sanguínea en ratones normoglucémicos. Datos expresados en área bajo la curva (ABC; % variación de 
glucosa × min). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet 
comparando cada tratamiento con el vehículo.!
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Cuadro A9. Efecto agudo de HHL (100, 300 y 500 mg/kg) en los niveles de glucosa sanguínea en ratones diabéticos. Datos expresados en porcentaje de variación de 

glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet 

comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 Porcentaje de variación de glucosa (%) 
Tratamiento Dosis  

(mg/kg) 
Glicemia inicial  
(mgdL-1)  

0 h 1.5 h 3 h 5 h 7 h 9 h 

Control  (vehículo)  − 252.17 0 -19.88 ± 2.41 -24.77 ± 2.39 -16.20 ± 4.88 -18.68 ± 3.63 -16.36 ± 2.38 
Glibenclamida 10 210.83 0 -32.34 ± 4.95 -44.57 ± 4.25* -39.21 ± 4.13* -36.53 ± 4.51* -33.80 ± 6.54* 
HHL  100 215.83 0 -29.86 ± 4.39 -36.39 ± 2.89* -30.03 ± 3.49* -35.32 ± 3.54* -33.96 ± 4.48* 
HHL 300 288.50 0 -30.72 ± 4.85 -37.94 ± 7.79* -36.23 ± 5.75* -37.70 ± 4.25* -35.70 ± 4.82* 
HHL 500 222.00 0 -23.62 ± 3.56  -35.99 ± 3.79* -33.77 ± 5.06* -34.23 ± 2.47* -32.91 ± 4.19* 

!
Figura S4. Efecto agudo de HHL en los niveles de glucosa sanguínea en ratones diabéticos. Datos expresados en área bajo la curva (ABC; % variación de glucosa × 
min). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet comparando 
cada tratamiento con el vehículo.!
  

Veh
ícu

lo

Glib
en

cla
mida

HHL 1
00

HHL 3
00

HHL 5
00

0

10000

20000

30000

40000

50000
AB

C
 

(%
 v

ar
ia

ci
ón

 d
e 

gl
uc

os
a 

x 
m

in
)

* * * *



11. Anexos 
!
!

! 156!

Cuadro A10. Efecto agudo CHS (100, 300 y 500 mg/kg) en los niveles de glucosa sanguínea en ratones normoglucémicos. Datos expresados en porcentaje de 

variación de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de 

Dunnet comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 Porcentaje de variación de glucosa (%) 
Tratamiento Dosis  

(mg/kg) 
Glicemia inicial  
(mgdL-1)  

0 h 1.5 h 3 h 5 h 7 h 9 h 

Control  (vehículo)  − 154.63 0 -0.23 ± 0.9 -14.72 ± 2.91 -11.78 ± 2.94 -18.02 ± 4.22 -30.13 ± 3.33  
Glibenclamida 10 160.50 0 -15.79 ± 1.92* -28.94 ± 3.84* -25.42 ± 6.04* -31.67 ± 5.5* -39.78 ± 4.08* 
CHS 100 148.13 0 -11.78 ± 2.94* -14.34 ± 4.16 -14.09 ± 3.87 -21.63 ± 6.77 -29.22 ± 3.66 
CHS 300 153.50 0 -8.68 ± 1.47* -9.5 ± 1.68 -20.71 ± 2.32 -21.71 ± 2.54 -30.1 ± 3.73 
CHS 500 164.25 0 -17.80 ± 3.08* -20.67 ± 2.97 -24.81 ± 3.47* -32.87± 2.98* -39.65 ± 1.85* 

!
Figura S5. Efecto agudo de CHS en los niveles de glucosa sanguínea en ratones normoglucémicos. Datos expresados en área bajo la curva (ABC; % variación de 
glucosa × min). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet 
comparando cada tratamiento con el vehículo.!
  

Veh
ícu

lo

Glib
en

cla
mida

CHS 10
0

CHS 30
0

CHS 50
0

0

20000

40000

60000

AB
C

 
(%

 v
ar

ia
ci

ón
 d

e 
gl

uc
os

a 
x 

m
in

)
* *



11. Anexos 
!
!

! 157!

Cuadro A11. Efecto agudo CHS (100, 300 y 500 mg/kg) en los niveles de glucosa sanguínea en ratones diabéticos. Datos expresados en porcentaje de variación de 

glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet 

comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 Porcentaje de variación de glucosa (%) 
Tratamiento Dosis  

(mg/kg) 
Glicemia inicial  
(mgdL-1)  

0 h 1.5 h 3 h 5 h 7 h 9 h 

Control  (vehículo)  − 418.63 0 -0.87 ± 7.44 -4.42 ± 6.05 -5.31 ± 4.83 -12.45 ± 2.79 -14.7 ± 2.32  
Glibenclamida 10 355.14 0 -21.4 ± 2.02* -26.2 ± 3.96* -21.71 ± 3.43* -23.74 ± 5.82* -28.12 ± 5.06* 
CHS 100 309.75 0 -13.84 ± 3.86* -11.35 ± 3.92 -6.55 ± 2.75 -6.22 ± 7.0 -24.28 ± 4.06 
CHS 300 363.63 0 -6.94 ± 2.17 -10.67 ± 4.04 -11.41 ± 4.02 -2.8 ± 4.23 -7.81 ± 4.28 
CHS 500 275.14 0 -6.88 ± 3.26 -16.84 ± 5.27* -14.48 ± 4.55 -14.09 ± 5.72 -9.93 ± 4.43 

!
Figura S6. Efecto agudo de CHS en los niveles de glucosa sanguínea en ratones diabéticos. Datos expresados en área bajo la curva (ABC; % variación de glucosa × 
min). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet comparando 
cada tratamiento con el vehículo.!
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Cuadro A12. Efecto agudo de HHS (100, 300 y 500 mg/kg) en los niveles de glucosa sanguínea en ratones normoglucémicos. Datos expresados en porcentaje de 

variación de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA seguido por una prueba de t de 

Dunnet comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 Porcentaje de variación de glucosa (%) 
Tratamiento Dosis  

(mg/kg) 
Glicemia inicial  
(mgdL-1)  

0 h 1.5 h 3 h 5 h 7 h 9 h 

Control  (vehículo)  − 130. 62 0 3.03 ± 5.03 -12.43 ± 3.64 -9.33 ± 3.21 -13.31 ± 3.43 -18.71 ± 5.33 
Glibenclamida 10 142.12 0 -20.73 ± 3.94* -31.49 ± 4.38* -23.97 ± 4.22* -25.78 ± 6.42* -40.28 ± 4.40* 
HHS 100 136.00 0 -5.13 ± 1.83 -14.25 ± 7.76 -14.25 ± 2.67 -19.95 ± 2.77 -27.04 ± 1.87 
HHS 300 128.16 0 -9.83 ± 5.20 -5.82 ± 4.81 -9.56 ± 6.56 -11.29 ± 8.49 -27.45 ± 7.09* 
HHS 500 136.00 0 -13.53 ± 1.58* -16.88 ± 6.40 -15.48 ± 4.22 -19.69 ± 3.58 -34.42 ± 2.55 

 

Figura S7. Efecto agudo de HHS en los niveles de glucosa sanguínea en ratones normoglucémicos. Datos expresados en área bajo la curva (ABC; % variación de 
glucosa × min). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet 
comparando cada tratamiento con el vehículo.!
!
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Cuadro A13. Efecto agudo de HHS (100, 300 y 500 mg/kg) en los niveles de glucosa sanguínea en ratones diabéticos. Datos expresados en porcentaje de variación de 

glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA seguido por una prueba de t de Dunnet 

comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 Porcentaje de variación de glucosa (%) 
Tratamiento Dosis  

(mg/kg) 
Glicemia inicial  
(mgdL-1)  

0 h 1.5 h 3 h 5 h 7 h 9 h 

Control  (vehículo)  − 216.77 0 -0.69 ± 4.71 -4.97 ± 3.70 8.94 ± 5.33 -0.43 ± 4.58 -1.47 ± 4.14 
Glibenclamida 10 264.12 0 -15.42 ± 5.06* -25.77 ± 4.52* -23.26 ± 4.14* -31.60 ± 2.71* -27.99 ± 3.41* 
HHS 100 240.50 0 0.20 ± 4.47 -9.81 ± 4.18 -0.47 ± 4.45 -4.12 ± 4.27 -14.41 ± 6.49 
HHS 300 230.66 0 -1.55 ± 5.31 -6.23 ± 4.57 -5.27 ± 3.97 -11.13 ± 3.80 -15.84 ± 3.78 
HHS 500 218.33 0 -3.62 ± 4.33 -11.97 ± 2.28* -7.97 ± 4.54 -10.78 ± 5.08 -8.77 ± 7.78 

 

Figura S8. Efecto agudo de HHS en los niveles de glucosa sanguínea en ratones diabéticos. Datos expresados en área bajo la curva (ABC; % variación de glucosa × 
min). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet comparando 
cada tratamiento con el vehículo.!
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Cuadro A14. Efecto agudo de CEC (100, 300 y 500 mg/kg) en los niveles de glucosa sanguínea en ratones normoglucémicos. Datos expresados en porcentaje de 

variación de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA seguido por una prueba de t de 

Dunnet comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 Porcentaje de variación de glucosa (%) 
Tratamiento Dosis  

(mg/kg) 
Glicemia inicial  
(mgdL-1)  

0 h 1.5 h 3 h 5 h 7 h 9 h 

Control  (vehículo)  − 150.87 0 -4.90 ± 1.97 -21.70 ± 3.21 -19.55 ± 2.61 -17.51 ± 3.73 -30.20 ± 6.14 
Glibenclamida 10 156.50 0 -19.52 ± 5.44 -26.51 ± 4.43 -30.06 ± 3.91* -30.96 ± 7.13 -32.45 ± 4.96 
CEC 100 158.83 0 -4.98 ± 0.87 -14.51 ± 4.89 -9.63 ± 3.38 -11.69 ± 3.71 -12.77 ± 3.04 
CEC 300 139.83 0 -7.53 ± 3.00 -12.88 ± 2.88 -10.71 ± 2.26 -16.03 ± 2.77 -23.28 ± 1.90 
CEC 500 161.66 0 -12.01 ± 2.16 -18.26 ± 2.54 -15.54 ± 2.97 -22.10 ± 1.53 -26.40 ± 3.36 

!
Figura S9. Efecto agudo de CEC en los niveles de glucosa sanguínea en ratones normoglucémicos. Datos expresados en área bajo la curva (ABC; % variación de 
glucosa × min). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet 
comparando cada tratamiento con el vehículo.!
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Cuadro A15. Efecto agudo de CEC (100, 300 y 500 mg/kg) en los niveles de glucosa sanguínea en ratones diabéticos. Datos expresados en porcentaje de variación de 

glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA seguido por una prueba de t de Dunnet 

comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 Porcentaje de variación de glucosa (%) 
Tratamiento Dosis  

(mg/kg) 
Glicemia inicial  

(mgdL-1)  
0 h 1.5 h 3 h 5 h 7 h 9 h 

Control  (vehículo)  − 321.5  0 -4.8 ± 2.2 -8.1 ± 4.0 -2.4 ± 2.7 -4.4 ± 4.1 -10.8 ± 4.3 
Glibenclamida 10 323.4  0 -13.7 ± 4.8* -21.2 ± 6.1* -18.9 ± 5.3* -14.4 ± 6.5 -22.9 ± 6.5* 
CEC 100 343.9  0 -8.0 ± 2.3 -10.6 ± 2.4 -4.4 ± 3.1 -6.1 ± 4.2 -8.1 ± 4.4 
CEC 300 249.3  0 -3.6 ± 3.6 1.0 ± 7.2 -1.8 ± 6.4 3.6 ± 7.6 -18.7 ± 4.8 
CEC 500 246.8  0 -13.4 ± 3.0* -15.7 ± 2.5* -23.2± 5.6* -22.9 ± 5.9* -41.4 ± 6.0* 

!
Figura S10. Efecto agudo de CEC en los niveles de glucosa sanguínea en ratones diabéticos. Datos expresados en área bajo la curva (ABC; % variación de glucosa × 
min). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet comparando 
cada tratamiento con el vehículo.!
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Cuadro A16. Efecto agudo de HEC (100, 300 y 500 mg/kg) en los niveles de glucosa sanguínea en ratones normoglucémicos. Datos expresados en porcentaje de 

variación de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA seguido por una prueba de t de 

Dunnet comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 Porcentaje de variación de glucosa (%) 
Tratamiento Dosis  

(mg/kg) 
Glicemia inicial  

(mgdL-1)  
0 h 1.5 h 3 h 5 h 7 h 9 h 

Control  (vehículo)  − 153.88 0 -3.84 ± 1.82 -18.62 ± 3.80 -21.52 ± 4.37 -21.14 ± 5.06 -31.65 ± 3.57 
Glibenclamida 10 158.25 0 -19.00 ± 3.47* -30.75 ± 5.40* -28.37 ± 5.45 -35.49 ± 6.28* -38.64 ± 4.92 
HEC 100 152.17 0 -7.22 ± 3.10 -12.11 ± 2.51 -9.79 ± 2.26 -15.91 ± 2.73 -22.93 ± 5.29 
HEC 300 156.38 0 -9.25 ± 2.18 -8.65 ± 3.46 -6.84 ± 3.01 -4.97 ± 3.64 -24.31 ± 2.77 
HEC 500 148.63 0 -9.93 ± 2.83 -12.05 ± 4.27 -17.80 ± 3.10 -17.26 ± 2.19 -21.80 ± 4.09 

 

Figura S11. Efecto agudo de HEC en los niveles de glucosa sanguínea en ratones normoglucémicos. Datos expresados en área bajo la curva (ABC; % variación de 
glucosa × min). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet 
comparando cada tratamiento con el vehículo.!
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Cuadro A17. Efecto agudo de HEC (100, 300 y 500 mg/kg) en los niveles de glucosa sanguínea en ratones diabéticos. Datos expresados en porcentaje de variación de 

glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA seguido por una prueba de t de Dunnet 

comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 Porcentaje de variación de glucosa (%) 
Tratamiento Dosis  

(mg/kg) 
Glicemia inicial  

(mgdL-1)  
0 h 1.5 h 3 h 5 h 7 h 9 h 

Control  (vehículo)  − 199.20 0 -5.10 ± 5.10 -4.20 ± 10.62 -10.82  ± 12.08 -8.72 ± 11.01 -20.40 ± 8.61 
Glibenclamida 10 356.67 0 -13.5 ± 3.44 -25.06 ± 7.37* -28.64 ± 6.02 -23.93 ± 6.23 -25.21 ± 7.48 
HEC 100 320.63 0 -3.65 ± 2.56 -8.84 ± 4.93 -4.59 ± 4.75 -4.38 ± 6.57 -9.53 ± 7.53 
HEC 300 420.57 0 -5.85 ± 6.13 -8.76 ± 5.42 -7.12 ± 8.15 -11.21 ± 10.43 -10.42 ± 10.79 
HEC 500 451.57 0 -32.57 ± 3.34* -36.11 ± 7.03* -43.14 ± 8.02* -46.67 ± 10.12* -52.42 ± 9.75* 

!
Figura S12. Efecto agudo de HEC en los niveles de glucosa sanguínea en ratones diabéticos. Datos expresados en área bajo la curva (ABC; % variación de glucosa × 
min). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA, seguido por una prueba de t de Dunnet comparando 
cada tratamiento con el vehículo.!
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Cuadro A18. Efecto de CHL (100, 300 y 500 mg/kg) en una curva de tolerancia a la sacarosa oral en ratones normoglucémicos. Datos expresados en porcentaje de 

variación de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA seguido por una prueba de t de 

Dunnet comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 Porcentaje de variación de glucosa (%) 
Tratamiento Dosis  

(mg/kg) 
Glicemia inicial  
(mgdL-1)  

0 h 0.5 h 1 h 1.5 h 2 h 3 h 

Control  (vehículo)  − 142.33 0 55.35 ± 10.35 13.96 ± 3.99 13.96 ± 6.58 20.64 ± 3.95 -6.35 ± 4.65 
Acarbosa 3 169.50 0 15.29 ± 3.36* 4.76 ± 5.68 0.61 ± 4.4 -0.52 ± 4.98* -17.34 ± 3.04 
CHL  100 144.38 0 56.11 ± 9.64 23.94 ± 11.2 18.08 ± 8.93 6.6 ± 11.98 -21.66 ± 8.77* 
CHL 300 142.17 0 59.5 ± 6.18 21.9 ± 14.65 6.22 ± 13.51 -2.75 ± 10.8 -31.24 ± 5.95* 
CHL 500 144.17 0 28.01 ± 8.27 6.71 ± 11.32 -0.43 ± 7.86 -9.06 ± 10.66 -20.21 ± 6.22* 
!
!
Cuadro A19. Efecto de CHL (100, 300 y 500 mg/kg) en una curva de tolerancia a la sacarosa oral en ratones diabéticos. Datos expresados en porcentaje de variación 

de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA seguido por una prueba de t de Dunnet 

comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 Porcentaje de variación de glucosa (%) 
Tratamiento Dosis  

(mg/kg) 
Glicemia inicial  
(mgdL-1)  

0 h 0.5 h 1 h 1.5 h 2 h 

Control  (vehículo)  − 209.67 0 86.62 ± 10.81 45.59 ± 8.59 39.53 ± 9.72 36.24 ± 15.32 
Acarbosa 3 195.17 0 12.04 ± 3.65* 4.76 ± 5.68* 0.61 ± 4.4* -0.52 ± 4.98* 
CHL  100 203.80 0 49.05 ± 16.58 37.09 ± 10.82 50.81 ± 23.02 40.55 ± 10.58 
CHL 300 194.40 0 29.19 ± 7.74* 20.08 ± 9.41 10.68 ± 11.05 7.12 ± 9.43* 
CHL 500 186.60 0 16.18 ± 5.49* 11.28 ± 6.22* -0.21 ± 6.93* -9.65 ± 6.22* 
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Cuadro A20. Efecto de HHL (100, 300 y 500 mg/kg) en una curva de tolerancia a la sacarosa oral en ratones normoglucémicos. Datos expresados en porcentaje de 

variación de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA seguido por una prueba de t de 

Dunnet comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 Porcentaje de variación de glucosa (%) 
Tratamiento Dosis  

(mg/kg) 
Glicemia inicial  
(mgdL-1)  

0 h 0.5 h 1 h 1.5 h 2 h 3 h 

Control  (vehículo)  − 167.00 0 16.73 ± 3.84 -0.70 ± 2.80 -2.25 ± 2.21 -2.80 ± 3.87 -22.22 ± 5.11 
Acarbosa 3 179.67 0 1.41 ± 5.74* 0.50 ± 5.13 -6.21 ± 5.50 -5.68 ± 4.14 -22.50 ± 3.28 
HHL  100 166.75 0 6.60 ± 5.66 1.74 ± 7.02 -4.17 ± 5.38 -14.48 ± 7.36 -24.05 ± 6.91 
HHL 300 157.50 0 11.54 ± 9.42 -2.34 ± 5.87 -5.44 ± 7.81 -11.29 ± 6.63 -21.40 ± 8.25 
HHL 500 158.13 0 27.32 ± 11.19 14.67 ± 8.98* 9.88 ± 8.60 -3.50 ± 10.64 11.85  ± 31.99 
 

!
Cuadro A21. Efecto de HHL (100, 300 y 500 mg/kg) en una curva de tolerancia a la sacarosa oral en ratones diabéticos. Datos expresados en porcentaje de variación 

de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA seguido por una prueba de t de Dunnet 

comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 Porcentaje de variación de glucosa (%) 
Tratamiento Dosis  

(mg/kg) 
Glicemia inicial  
(mgdL-1)  

0 h 0.5 h 1 h 1.5 h 2 h 3 h 

Control  (vehículo)  − 231.00 0 48.83 ± 5.82 14.64 ± 6.68 14.41 ± 6.38 7.42 ± 5.47 -7.09 ± 4.63 
Acarbosa 3 182.33 0 15.71 ± 7.82* 10.00 ± 7.42 2.46 ± 5.35* -9.55 ± 4.04* -6.63 ± 5.89 
HHL  100 181.00 0 35.76 ± 4.14 18.55 ± 9.81 14.83 ± 5.67 4.46 ± 4.05 -8.22 ± 2.70 
HHL 300 192.17 0 36.49 ± 8.65 22.00 ± 7.95 18.57 ± 12.03 16.81 ± 10.67 1.35 ± 7.01 
HHL 500 214.25 0 23.83 ± 4.41* 19.04 ± 7.82 8.09 ± 7.33 3.17 ± 5.91 -18.39 ± 5.23* 
!
!



11. Anexos 
!
!

! 166!

 

Cuadro A22. Efecto de CHS (100, 300 y 500 mg/kg) en una curva de tolerancia a la sacarosa oral en ratones normoglucémicos. Datos expresados en porcentaje de 

variación de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA seguido por una prueba de t de 

Dunnet comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 Porcentaje de variación de glucosa (%) 
Tratamiento Dosis  

(mg/kg) 
Glicemia inicial  
(mgdL-1)  

0 h 0.5 h 1 h 1.5 h 2 h 3 h 

Control  (vehículo)  − 139.75 0 29.34 ± 6.44 14.08 ± 4.99 7.98 ± 5.23 3.54 ± 5.20 -10.88 ± 6.36 
Acarbosa 3 155.50 0 2.43 ± 2.62* -0.32 ± 1.84* -3.04 ± 2.82* -5.17 ± 1.83 -10.10 ± 4.08 
CHS  100 136.83 0 10.71 ± 2.95* 8.94 ± 4.74 1.81 ± 2.95 -3.58 ± 5.57 -13.52 ± 2.97 
CHS 300 141.83 0 14.79  ± 2.24* 5.32 ± 3.95* 3.47 ± 2.79 0.92 ± 3.62 -5.93 ± 4.79 
CHS 500 142.50 0 6.08 ± 4.33* 2.09 ± 4.58* 0.14 ± 4.86 1.03 ± 7.67 -2.60 ± 6.22 

 

!
Cuadro A23. Efecto de CHS (100, 300 y 500 mg/kg) en una curva de tolerancia a la sacarosa oral en ratones diabéticos. Datos expresados en porcentaje de variación 

de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA seguido por una prueba de t de Dunnet 

comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 Porcentaje de variación de glucosa (%) 
Tratamiento Dosis  

(mg/kg) 
Glicemia inicial  
(mgdL-1)  

0 h 0.5 h 1 h 1.5 h 2 h 3 h 

Control  (vehículo)  − 247.22 0 68.01 ± 5.44 36.24 ± 6.76 24.94 ± 4.24  24.90 ± 8.12  0.30 ± 5.17 
Acarbosa 3 245.25 0 25.63 ± 3.81* 9.21 ± 3.81* 6.58 ± 2.35* -1.40 ± 2.29* -10.59 ± 2.43 
CHS  100 234.04 0 45.30 ± 9.80 44.39 ± 9.80 31.95 ± 10.21 25.94 ± 13.88 -0.50 ± 3.70 
CHS 300 191.49 0 48.63 ± 11.21 30.32 ± 11.21 14.77 ± 7.34 18.13 ± 6.74 3.15 ± 5.20 
CHS 500 212.86 0 28.25 ± 13.99* 22.07 ± 13.99 21.22 ± 17.67 15.15 ± 15.02 -3.05 ± 12.96 
 

!
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Cuadro A24. Efecto de HHS (100, 300 y 500 mg/kg) en una curva de tolerancia a la sacarosa oral en ratones normoglucémicos. Datos expresados en porcentaje de 

variación de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA seguido por una prueba de t de 

Dunnet comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 Porcentaje de variación de glucosa (%) 
Tratamiento Dosis  

(mg/kg) 
Glicemia inicial  
(mgdL-1)  

0 h 0.5 h 1 h 1.5 h 2 h 3 h 

Control  (vehículo)  − 138.50 0 25.40 ± 3.36 13.08 ± 3.78 8.61 ± 4.61 5.94 ± 3.96 -13.88 ± 4.55 
Acarbosa 3 145.38 0 12.63 ± 2.43 4.61 ± 3.27 1.46 ± 3.56 2.24 ± 3.79 -8.56 ± 5.07 
HHS  100 141.67 0 41.93 ± 3.44 15.96 ± 4.33 12.72 ± 4.38 18.26 ± 4.51 -1.57 ± 3.56 
HHS 300 142.17 0 35.10 ± 6.35 10.53 ± 3.88 6.74 ± 2.78 6.34 ± 1.97 -7.19 ± 2.28 
HHS 500 136.17 0 41.06 ± 6.96 8.14 ± 5.24 11.02 ± 3.02 4.83 ± 5.34 -14.26 ± 2.50 
!
!
Cuadro A25. Efecto de HHS (100, 300 y 500 mg/kg) en una curva de tolerancia a la sacarosa oral en ratones diabéticos. Datos expresados en porcentaje de variación 

de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA seguido por una prueba de t de Dunnet 

comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 Porcentaje de variación de glucosa (%) 
Tratamiento Dosis  

(mg/kg) 
Glicemia inicial  
(mgdL-1)  

0 h 0.5 h 1 h 1.5 h 2 h 3 h 

Control  (vehículo)  − 239.25 0 105.68 ± 9.54 51.23± 13.03  42.60 ± 11.74  44.22 ± 14.10 15.83 ± 9.00 
Acarbosa 3 239.00 0 36.97 ± 2.88 11.82 ± 3.70  4.62 ± 2.08 3.02 ± 1.74 -12.90 ± 3.12 
HHS  100 230.50 0 75.30± 11.01 42.22 ± 11.05  45.53 ± 12.98 34.30 ± 13.29 13.21 ± 6.09 
HHS 300 218.00 0 54.55 ± 6.21 24.54 ± 5.20 18.99 ± 4.24 16.42 ± 3.17 -0.15 ± 2.56 
HHS 500 218.33 0 71.08 ± 8.01 32.58 ± 7.37 27.03 ± 10.17 17.59 ± 9.54 -0.60 ± 5.71 
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Cuadro A26. Efecto de CEC (100, 300 y 500 mg/kg) en una curva de tolerancia a la sacarosa oral en ratones normoglucémicos. Datos expresados en porcentaje de 

variación de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA seguido por una prueba de t de 

Dunnet comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 Porcentaje de variación de glucosa (%) 
Tratamiento Dosis  

(mg/kg) 
Glicemia inicial  
(mgdL-1)  

0 h 0.5 h 1 h 1.5 h 2 h 3 h 

Control  (vehículo)  − 107.1 0 51.2 ± 9.0 11.6 ± 10.3 3.9 ± 6.6 -5.7 ± 7.7 -19.8 ± 8.9 
Acarbosa 3 146.5 0 14.9 ± 2.5* 9.5 ± 4.2 3.4 ± 6.0 0.5 ± 5.9 -18.8 ± 8.9 
CEC  100 152.5 0 15.7 ± 2.6* 5.8 ± 3.7 0.3 ± 3.7 6.0 ± 5.9 -12.0 ± 6.8 
CEC 300 134.4 0 17.4 ± 5.9* 9.6 ± 1.9 5.9 ± 3.7 1.7 ± 5.2 -26.2 ± 3.3 
CEC 500 146.5 0 2.6 ± 3.4* 5.4 ± 4.4 2.0 ± 4.3 3.9 ± 5.1 -8.0 ± 5.0 

 

!
!
Cuadro A27. Efecto de CEC (100, 300 y 500 mg/kg) en una curva de tolerancia a la sacarosa oral en ratones diabéticos. Datos expresados en porcentaje de variación 

de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA seguido por una prueba de t de Dunnet 

comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 Porcentaje de variación de glucosa (%) 
Tratamiento Dosis  

(mg/kg) 
Glicemia inicial  
(mgdL-1)  

0 h 0.5 h 1 h 1.5 h 2 h 3 h 

Control  (vehículo)  − 255.4 0 51.9 ± 2.5 16.5 ± 10.7 7.5 ± 8.8 9.7 ± 8.7 -21.6 ± 9.5 
Acarbosa 3 228.9 0 23.8 ± 8.4* 19.2 ± 8.3 6.8 ± 9.4 12.4 ± 11.4 4.2 ± 13.6 
CEC  100 261.1 0 19.8 ± 9.1* 3.3 ± 10.2 -3.7 ± 10.7 -2.0 ± 12.0 -14.2 ± 9.7 
CEC 300 278.4 0 24.1 ± 9.7* 8.6 ± 6.3 8.4 ± 5.4 12.4 ± 7.0 7.3 ± 7.5 
CEC 500 243.1 0 32.3 ± 8.7* 16.4 ± 8.8 0.1 ± 7.3 -3.6 ± 10.2 -24.6 ± 6.1 

 

!



11. Anexos 
!
!

! 169!

!
Cuadro A28. Efecto de HEC (100, 300 y 500 mg/kg) en una curva de tolerancia a la sacarosa oral en ratones normoglucémicos. Datos expresados en porcentaje de 

variación de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA seguido por una prueba de t de 

Dunnet comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 Porcentaje de variación de glucosa (%) 
Tratamiento Dosis  

(mg/kg) 
Glicemia inicial  
(mgdL-1)  

0 h 0.5 h 1 h 1.5 h 2 h 3 h 

Control  (vehículo)  − 144.13 0 26.13 ± 2.74 7.71 ± 3.53 8.28 ± 1.51 5.07 ± 1.69 -18.45 ± 2.28 
Acarbosa 3 155.00 0 3.56 ± 3.66 2.52 ± 3.61 1.28 ± 2.97 3.66 ± 2.73 -13.10 ± 2.80 
HEC 100 136.33 0 19.35 ± 3.49 10.59 ± 3.29 7.03 ± 2.06 10.79 ± 1.25 -7.75 ± 1.87 
HEC 300 145.17 0 19.20 ± 2.90 14.85 ± 2.26 12.44 ± 6.30 10.25 ± 6.15 -1.76 ± 4.77 
HEC 500 144.33 0 20.90 ± 2.25 3.56 ± 3.45 1.67 ± 2.04 5.15 ± 2.56 -7.55 ± 3.53 

 

!
Cuadro A29. Efecto de HEC (100, 300 y 500 mg/kg) en una curva de tolerancia a la sacarosa oral en ratones diabéticos. Datos expresados en porcentaje de variación 

de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA seguido por una prueba de t de Dunnet 

comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 Porcentaje de variación de glucosa (%) 
Tratamiento Dosis  

(mg/kg) 
Glicemia inicial  
(mgdL-1)  

0 h 0.5 h 1 h 1.5 h 2 h 3 h 

Control  (vehículo)  − 273.14 0 55.33 ± 5.72 38.88 ± 5.55 22.58 ± 5.63 19.00 ± 6.18 12.42 ± 8.48 
Acarbosa 3 339.00 0 25.35 ± 5.19 16.96 ± 3.64 11.47 ± 2.47 13.24 ± 1.71 12.91 ± 2.54 
HEC 100 313.75 0 68.47 ± 23.09 49.56 ± 19.38 34.50 ± 14.22 27.56 ± 13.38 16.99 ± 10.82 
HEC 300 233.83 0 59.53 ± 12.85 52.25 ± 19.18 34.96 ± 10.11 27.25 ± 10.06 18.45 ± 8.35 
HEC 500 265.17 0 45.78 ± 9.75 30.46 ± 8.13 26.72 ± 9.86 22.17 ± 7.61 12.96 ± 6.94 

 

!
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Cuadro A30. Efecto de HHL (100, 300 y 500 mg/kg) en una curva de tolerancia a la glucosa oral en ratones normoglucémicos. Datos expresados en porcentaje de 

variación de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA seguido por una prueba de t de 

Dunnet comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 Porcentaje de variación de glucosa (%) 
Tratamiento Dosis  

(mg/kg) 
Glicemia inicial  
(mgdL-1)  

0 h 0.5 h 1 h 1.5 h 2 h 3 h 

Control  (vehículo)  − 169.50 0 24.41 ± 6.53 5.59 ± 3.43 1.10 ± 6.39 -8.13 ± 4.48 -24.54 ± 2.31 
Glibenclamida 10 192.33 0 1.97 ± 4.16* -24.55 ± 3.39* -33.47 ± 4.37* -37.72 ± 4.55* -43.06 ± 6.25* 
HHL  100 163.86 0 1.87 ± 4.02* -9.38 ± 5.00 -16.20 ± 5.06 -15.99 ± 4.63 -17.68 ± 5.66 
HHL 300 161.25 0 -0.08 ± 6.29* -7.51 ± 3.92 -6.34 ± 2.33 -15.21 ± 4.19 -27.15 ± 3.71 
HHL 500 165.13 0 6.04 ± 4.86* -7.90 ± 2.85 -11.49 ± 4.47 -21.77 ± 4.34 -9.72  ± 10.50 
 

!
Cuadro A31. Efecto de HHL (100, 300 y 500 mg/kg) en una curva de tolerancia a la glucosa oral en ratones diabéticos. Datos expresados en porcentaje de variación 

de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA seguido por una prueba de t de Dunnet 

comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 Porcentaje de variación de glucosa (%) 
Tratamiento Dosis  

(mg/kg) 
Glicemia inicial  
(mgdL-1)  

0 h 0.5 h 1 h 1.5 h 2 h 3 h 

Control  (vehículo)  − 187.50 0 50.93 ± 2.26 16.51 ± 6.81 9.77 ± 7.94 -10.36 ± 6.19 -17.43 ± 4.66 
Glibenclamida 10 208.17 0 16.92 ± 4.96* -8.01 ± 6.84* -24.42 ± 6.75 -32.35 ± 5.60* -33.38 ± 6.77* 
HHL  100 211.38 0 19.07 ± 7.32* 2.08 ± 5.01 -12.98 ± 5.45 8.4 ± 10.30 -18.33 ± 3.69 
HHL 300 206.33 0 25.42 ± 5.06* 4.89 ± 3.76 -1.40 ± 4.60 -8.84 ± 4.17 -15.58 ± 5.95 
HHL 500 204.50 0 21.46 ± 10.90* -3.92 ± 6.48* -6.10 ± 8.66 -1.73 ± 10.27 -16.93 ± 6.99 
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Cuadro A32. Efecto de la tolerancia a la sacarosa oral de los compuestos 4 y 34  (5 y 50 mg/kg cada uno) en los niveles de glucosa sanguínea en ratones diabéticos. 

Datos expresados en porcentaje de variación de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA 

seguido por una prueba de t de Dunnet comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 Porcentaje de variación de glucosa (%) 
Tratamiento Dosis  

(mg/kg) 
Glicemia inicial  
(mgdL-1)  

0 h 0.5 h 1 h 1.5 h 2 h 3 h 

Control  (vehículo)  − 199.25 0 81.35 ± 11.26 38.0 ± 10.15 24.6 ± 7.27 21.52 ± 15.07 2.66 ± 8.58 
Acarbosa 3 192.88 0 19.79 ± 4.71* 2.98 ± 4.86* 3.06 ± 3.21* -3.8 ± 3.56* -10.99 ± 2.44 
Compuesto 4  5 282.83 0 64.2 ± 10.14 31.34 ± 8.98 18.19 ± 6.52 14.39 ± 4.78 -3.25 ± 10.15 
Compuesto 4  50 278.43 0 45.72 ± 1.83* 23.02 ± 6.98 21.39 ± 3.9 12.21 ± 3.19 -9.12 ± 4.14 
Compuesto 34  5 228.67 0 59.8 ± 19.22 37.99 ± 18.09 27.87 ± 9.35 18.0 ± 11.97 -2.74 ± 9.09 
Compuesto 34  50 199.43 0 53.7 ± 7.1* 26.09 ± 3.64 -21.17 ± 3.81 6.62 ± 4.01 -6.71 ± 5.40 

 

!
Cuadro A33. Efecto de la tolerancia a al almidón oral de los compuestos 4 y 34  (5 y 50 mg/kg cada uno) en los niveles de glucosa sanguínea en ratones 

normoglucémicos. Datos expresados en porcentaje de variación de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia 

significativa ANADEVA seguido por una prueba de t de Dunnet comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 Porcentaje de variación de glucosa (%) 
Tratamiento Dosis  

(mg/kg) 
Glicemia inicial  
(mgdL-1)  

0 h 0.5 h 1 h 1.5 h 2 h 3 h 

Control  (vehículo)  − 136.00 0 65.56 ± 10.16 26.11 ± 9.04 8.79 ± 4.29 -13.11 ± 5.16 -32.76 ± 5.46 
Acarbosa 3 147.75 0 2.85 ± 6.69* -7.57 ± 2.7* -4.69 ± 10.54 -20.54 ± 10.9 -36.1 ± 8.76 
Compuesto 4  5 155.88 0 51.57 ± 13.39 27.64 ± 8.52 1.94 ± 5.7 -20.93 ± 8.03 -38.29 ± 7.73 
Compuesto 4  50 144.67 0 42.30 ± 8.1 20.85 ± 11.29 5.65 ± 8.22 -15.78 ± 5.76 -40.13 ± 8.95 
Compuesto 34  5 126.38 0 37.58 ± 11.81 32.17 ± 12.2 12.21 ± 9.18 5.19 ± 6.84 -16.05 ± 5.28 
Compuesto 34  50 142.50 0 27.48 ± 4.11* 16.83 ± 5.86 1.57 ± 2.59 -12.7 ± 5.18 -26.9 ± 7.21 
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Cuadro A34. Efecto de la tolerancia a al almidón oral de los compuestos 4 y 34  (5 y 50 mg/kg cada uno) en los niveles de glucosa sanguínea en ratones diabéticos. 

Datos expresados en porcentaje de variación de glucosa (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratones en cada grupo. * p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA 

seguido por una prueba de t de Dunnet comparando cada valor con el control negativo a ese mismo tiempo. 

 Porcentaje de variación de glucosa (%) 
Tratamiento Dosis  

(mg/kg) 
Glicemia inicial  
(mgdL-1)  

0 h 0.5 h 1 h 1.5 h 2 h 3 h 

Control  (vehículo)  − 209.50 0 106.65 ± 14.63 84.97 ± 19.81 75.31 ± 23.0 46.99 ± 18.13 2.49 ± 11.65 
Acarbosa 3 247.25 0 13.53 ± 6.96* 24.23 ± 7.48* 20.93 ± 4.46* 18.62 ± 1.73* 4.61 ± 17.63 
Compuesto 4  5 243.00 0 55.79 ± 18.23 61.3 ± 19.35 40.64 ± 17.15 18.82 ± 9.1 -8.26 ± 5.67 
Compuesto 4  50 220.50 0 61.62 ± 9.67* 72.37 ± 15.52 32.28± 12.86 9.79 ± 7.81* -13.79 ± 1.86 
Compuesto 34  5 253.40 0 58.08 ± 9.45* 60.64 ± 6.43 35.27 ± 13.68 18.56 ± 17.79* -7.59 ± 11.0 
Compuesto 34  50 304.80 0 44.34 ±13.11* 48.77 ± 15.11* 26.25 ± 13.55* 8.02 ± 10.01* -14.26 ± 8.2 
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Cuadro A35. Actividad gastroprotectora de la infusión de hojas y corteza de H. latiflora (HHL y CHL) y de H. 

stanleyana (HHS y CHS). Datos expresados en porcentaje de gastroprotección (%). Cada valor es la media ± EE 

para 6 ratas en cada grupo.* p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA seguido por una prueba de comparación 

múltiple de Newman-Keuls comparando cada valor con el vehículo. 

Tratamiento  Dosis  (mg/kg) % Gastroprotección 

Vehículo HL  − 0 
Carbenoxolona 10 88.3 ± 9.98 
CHL  30 16.3 ± 17.78  
CHL  100 26.4 ± 21.40 
CHL  177 44.6 ± 17.92 
CHL  300 80.5 ± 3.35 * 
HHL 30 26.0 ± 12.29 
HHL 100 37.1 ± 12.3 
HHL 177 75.1 ± 7.26* 
HHL 300 74.5 ± 11.32* 
Vehículo HS - 0 ± 15.32 
Carbenoxolona 30 75.84 ± 5.47 
CHS 30 30 -21.72 ± 34.46 
CHS 100 100 14.98 ± 26.83 
CHS 177 177 10.21 ± 14.4 
CHS 300 300 80.26 ± 3.96* 
HHS 30 30 -33.66 ± 9.31 
HHS 100 100 22.51 ± 5.51 
HHS 177 177 65.97 ± 5.18* 
HHS 300 300 76.85 ± 3.17* 

 

!
Cuadro A36. Actividad gastroprotectora del compuesto 5-O-[β-D-apiofuranosil-(1→6)-β-D-glucopiranosil]-7-

metoxi-3’,4’-dihidroxi-4-fenilcumarina (13). Datos expresados en porcentaje de gastroprotección (%). Cada valor 

es la media ± EE para 6 ratas en cada grupo.* p < 0.05 diferencia significativa ANADEVA seguido por una prueba 

de comparación múltiple de Newman-Keuls comparando cada valor con el vehículo. 

Tratamiento  Dosis  (g/kg) % Gastroprotección 

Vehículo - 0 ± 14.02 
Carbenoxolona 30 86.17 ± 3.85 
Compuesto 13 0.1 -0.86 ± 12.35 
Compuesto 13 1 3.88 ± 12.8  
Compuesto 13 10 38.37 ± 9.8* 
Compuesto 13 17 64.21 ± 3.7* 
Compuesto 13 30 67.41 ± 2.4*  
Compuesto 13 57 55.86 ± 2.08* 
Compuesto 13 100 68.85 ± 8.4* 

 

!



11. Anexos 
!
!

! 174!

Cuadro A37. Actividad gastroprotectora del ácido clorogénico (29). Datos expresados en porcentaje de 

gastroprotección (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratas en cada grupo.* p < 0.05 diferencia significativa 

ANADEVA seguido por una prueba de comparación múltiple de Newman-Keuls comparando cada valor con el 

vehículo. 

Tratamiento  Dosis  (mg/kg) % Gastroprotección 

Vehículo - 1.64 ± 7.3 
Carbenoxolona 30 72.26 ± 8.6* 
Compuesto 29 3 -6.99 ± 11.8 
Compuesto 29 10 16.10 ± 13.83 
Compuesto 29 17 50.09 ± 8* 
Compuesto 29 30 48.75 ± 4.7* 
Compuesto 29 57 70.48 ± 10.5* 
Compuesto 29 100 74.04 ± 4.4* 

 

 

Cuadro A38. Actividad gastroprotectora de la DE50 de los compuestos 13 (4FC; 15 mg/kg) y 29 (ACG; 26 

mg/kg), y su comparación con la suma de la DE25 de ambos compuestos (13: 7.5  mg/kg y 29: 13 mg/kg). Datos 

expresados en porcentaje de gastroprotección (%). Cada valor es la media ± EE para 6 ratas en cada grupo 
Tratamiento  Dosis  (mg/kg) Índice de úlcera (mm2) 

Vehículo − 142.47 ± 14.18 

Compuesto 13 (ED50) 15 66.53 ± 14.6 (53.3%)* 

Compuesto 29 (ED50) 26 73.79 ± 9.49 (48.2%)* 

Compuestos 13 + 29 (ED25) 7.5 + 13 81.32 ± 9.69 (42.92%)* 
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a b s t r a c t

Ethnopharmacological relevance: The stem-barks of Hintonia latiflora and Hintonia standleyana, locally
known as ‘‘copalchi’’, are used for treating several maladies such as diabetes and gastrointestinal
complaints, including gastric ulcers. Although the antidiabetic properties have been demonstrated, the
gastroprotective action remains unexplored.
Aim of the study: The main goals of this study were to establish the potential acute toxicity and the
gastroprotective activity of aqueous extracts and compounds from Hintonia latiflora and Hintonia
standleyana in order to demonstrate their preclinical efficacy for the treatment of gastric ulcers in
Mexican folk medicine.
Materials and methods: The aqueous extracts from the stem-barks (HLSB and HSSB) and leaves (HLL and
HSL) from Hintonia latiflora and Hintonia standleyana were prepared by infusion. Investigation of the
acute toxicity was accomplished by the Lorke method. The gastroprotective effect was assessed by
means of a conventional ethanol-induced gastric injury model in rats using carbenoxolone as positive
control. 5-O-[b-D-apiofuranosyl-(1-6)-b-D-glucopyranosyl]-7-methoxy-30,40-dihydroxy-4-phenylcou-
marin (1) and chlorogenic acid (2) were also assayed. Preliminary mechanism of action of the tested
compounds was analyzed using the same pharmacological models but pretreating the animals with
NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), N-ethylmaleimide (NEM) and indomethacin.
Results: Investigation of the acute toxicity revealed that infusions of the leaves and stem-barks of both
Hintonia species were not toxic to mice (LD5045000 mg/kg in all cases). HLSB, HSSB, HLL and HSL
provoked a significant gastroprotective effect [80.573.35% (ED50¼184.7 mg/kg), 80.2673.96%,
75.177.26% (ED50¼109.1 mg/kg), 76.8573.17% (ED50¼149.7 mg/kg) of gastroprotection respectively].
Compounds 1 and 2, present in all the extracts, were also active [68.8578.4% (ED50¼15 mg/kg),
74.0474.4% (ED50¼26 mg/kg) of gastroprotection respectively] and their mode of action involved non-
protein sulfhydryl endogenous (NP-SH) compounds, since only pretreatment with NEM inhibited their
gastroprotective action.
Conclusions: The present investigation tends to support the ethnomedical use of HLSB, HSSB for treating
gastric ulceration. Since HLL and HSL were also active, the leaves could be use alternatively, which in
terms of natural resources conservation is an outstanding finding, considering that the plant populations
of both Hintonia are scarce and in danger of extinction. Mainly two compounds (1 and 2) are important
active principles of the plants.

& 2012 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Stem-bark infusions of copalchi [Hintonia latiflora (Sessé et
Mociño ex. DC.) Bullock or Hintonia standleyana Bullock, Rubiaceae]
are highly priced in contemporary Mexico to treat diabetes and
gastrointestinal ailments including dyspepsia, gastric ulcers and
stomach aches (Mata et al., 2009; Monroy-Ortiz and Castillo-España,
2007; Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos
(FHEUM), 2001; Argueta et al., 1994; Bye, 1986, inter alia). The first
description of the use of Hintonia latiflora for gastrointestinal ill-
nesses appeared in the ‘‘Florentine Codex’’ in the 16th century. In
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acid (2); HLL, Hintonia latiflora leaves aqueous extract; HLSB, Hintonia latiflora
stem-bark aqueous extract; HSL, Hintonia standleyana leaves aqueous extract;
HSSB, Hintonia standleyana stem-bark aqueous extract; Ind, indomethacin;
L-NAME, NG-nitro-L-arginine methyl ester; NEM, N-ethylmaleimide.
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this document the plant, under the names of chichiccuahuitl (bitter
tree, in Nahuatl language) and chichicpatli (bitter medicine), was
described as a valuable eupeptic agent (de Sahagún, 1988).

The chemical composition (Cristians et al., 2009; Guerrero-
Analco et al., 2007; Mata et al., 1990, 1992, 2008; Reguero et al.,
1987; Reher and Kraus, 1984) as well as the antidiabetic (Cristians
et al., 2009; Guerrero-Analco et al., 2007; Korec et al., 2000;
Korecova et al., 2006; Landa, 1913; Paris and Bastien, 1960; Pinto
et al., 1997; Terres, 1913), antimalarial (Argotte-Ramos et al., 2006;
Noster and Kraus, 1990) and antimicrobial (Rojas et al., 1992)
properties of the stem bark of Hintonia latiflora have been the
subject of several investigations. These studies have revealed that
the major antidiabetic principles of the stem-bark are
4-phenylcoumarins and cucurbitacins (Guerrero-Analco et al.,
2005). In addition, it has been demonstrated that the leaves of
both species exhibited discernible hypoglycemic effects represent-
ing an excellent alternative to the use of their stem bark (Cristians
et al., 2009). This finding is relevant since the use of the leaves,
rather than the stem-bark, might contribute to the conservation of
these very Mexican plants, which have been overexploited for
almost 100 years (Martı́nez-Pérez et al., 2012).

Thus, this work was undertaken to establish the preclinical
efficacy of the infusions of both Hintonia species stem-barks and
leaves as gastroprotective agents considering the alleged uses of
the plant for treating the gastrointestinal complaints (Mata et al.,
2009; Monroy-Ortiz and Castillo-España, 2007; Farmacopea
Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos (FHEUM), 2001;
Argueta et al., 1994; Bye, 1986, inter alia). Although, the leaves
are not used in traditional medicine they were included in the
study in a new attempt to promote their conservation.

2. Material and methods

2.1. Plant material

Leaves of Hintonia latiflora were collected in ‘‘La Cocina’’ and
‘‘La Arena’’ localities (18131011.810 0N, 10114011.530 0W and
1813100.760 0N, 10115019.80 0W), Huetamo Municipality, in the
Michoacán State (voucher specimens: 131316, 131333, 131344,
131345, 131346; FCME) on July 2010. The stem-bark of Hintonia
latiflora was collected in ‘‘Barranca del Cobre’’ locality
(2713208.250 0N, 107149022.550 0W), Bocoyna Municipality, in
Chihuahua State (voucher specimen Bye 36987; MEXU) on
February 2012. The stem-bark and leaves of Hintonia standleyana
were collected in ‘‘Tuzantlan’’ locality (18112022.350 0N,
99111010 0W), Atenango del Rı́o Municipality, in Guerrero State
(voucher specimens 131342, 131150, 131151; FCME) on July
2010. In the present study, the leaves and stem-bark of Hintonia
latiflora were collected in different locations due to the low
availability of wild populations which in turn preclude stem-
bark collection. On the other hand, in those region where the
populations were higher, the availability of leaves were lower due
to seasonal senescence. However, cross chemical comparison of
the plant materials collected for this study with those previously
gathered (Cristians et al., 2009; Guerrero-Analco et al., 2007)
revealed no significant differences.

2.2. Aqueous extracts preparation

In all cases, the plant material was air-dried at room temperature
and grounded using a Thomas Willey laboratory mill (particle size
o2000 mm, mesh size 2 mm). The infusions were prepared by
treating the crude drugs (10 g of leaves or stem-barks of Hintonia
latiflora and Hintonia standleyana) with hot water (100 mL) for
30 min and then filtered through Whatman No. 1 filter paper; the

resulting solutions were dried in vacuo to yield 2.9 g (stem-bark of
Hintonia latiflora, HLSB), 2.7 g (leaves of Hintonia latiflora, HLL), 2.5 g
(leaves of Hintonia standleyana, HSSB) and 2.1 g (stem-bark of
Hintonia standleyana, HSL) of dried extracts.

2.3. Natural products and drugs

Compound 1 was isolated from the stem-bark of Hintonia
standleyana as previously described (Guerrero-Analco et al.,
2005). Compound 2 was purchased from Sigma Aldrich (St. Louis,
MO, USA). Carbenoxolone, NG-nitro-L-arginine methyl ester
(L-NAME), N-ethylmaleimide (NEM) and indomethacin were pur-
chased from Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). The drugs were
prepared freshly each time and administered suspended.

2.4. Animals

Acute toxicity studies were performed on male ICR mice,
weighing 25–30 g; whereas, all the gastroprotection experiments
were performed with male Wistar rats, weighing 200–250 g. All
the animals were obtained from Centro UNAM-Harlan. Mice were
housed in a climate and light controlled room with a 12 h light/
dark cycle. Twelve hours before experiments, food was withheld,
but animals had free access to drinking water. The rats were placed
in single cages with wire-net floors and deprived of food 18 h
before the experiments but allowed free access to tap water
throughout. Acute toxicity experiments were carried out using
three animals per dose, whereas gastroprotective activity experi-
ments were carried out using six animals per group. Procedures
involving animals and their care were conducted in conformity
with the Mexican Official Norm for Animal Care and Handling
(NOM-062-ZOO-1999) and in compliance with international rules
on care and use of laboratory animals. The Institutional Committee
for Care and Use of Laboratory Animals (FQ/CICUAL/021/11) of
Facultad de Quı́mica, UNAM, approved the experimental protocols.

2.5. Acute toxicity study in mice

The aqueous extracts of Hintonia species, HLSB, HLL, HSSB, HSL,
were suspended in the vehicle (Tween 80, NaCl 0.9% p.o.). Mice
were treated in two phases. In the first, intragastric doses of 10,
100, and 1000 mg/kg were administered (n¼3). On the second,
the doses were administered according to the method of Lorke
(1983). In both phases, mice were observed daily in a period of
14 days for mortality, toxic effects and/or changes in behavioral
pattern. At the end of the experiments the animals were sacrificed
in a CO2 chamber and the main organs were compared versus the
control group.

2.6. Acute gastric ulcers induced by absolute ethanol

Ulceration was induced according to the method described by
Robert (1979). In all cases the animals were divided into different
groups (n¼6). Rats were pretreated with vehicle (NaCl 0.9% p.o.),
positive control (carbenoxolone 30 mg/kg p.o.; Wan and Gottfried,
1985), HLSB, HLL, HSSB, HSL (30, 100, 177 and 300 mg/kg p.o.),
compounds 1 (0.1, 1, 10, 17, 30, 57 and 100 mg/kg p.o.) or 2 (3, 10, 17,
30, 57, 100 mg/kg p.o.). After each treatment, intragastric instillation
of 1 mL of absolute ethanol was administered; two hours later the
rats were killed in a CO2 chamber. The stomach and duodenum were
removed, inflated with 10 mL of formaldehyde (4%), and placed in
formaldehyde for at least 15 min to fix both the inner and outer
layers. The duodenum was opened along its anti-mesenteric side and
the stomach along the grater curvature. The damage area (mm2) was
measured under a dissection microscope (10" ) with an ocular
micrometer. The sum of the area of all lesions for each rat corpus
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was calculated and served as the ulcer index (UI); UI values for all
material tested are provided in the supplementary material. Gastro-
protection (%) was calculated according the formula:

% Gastroprotection¼ d UIC2UITð Þ $ 100e$ UIC-1

where UIC is ulcer index in control and UIT is ulcer index in test
(Navarrete et al., 2002).

2.7. Evaluation of a mixture of compounds 1 and 2

Each animal group received one of the following treatments: the
vehicle (NaCl 0.9% p.o.), compound 1 (15 mg/kg p.o.), compound 2
(26 mg/kg p.o.), and a mixture of compounds 1 and 2 (7.5 and
13 mg/kg p.o., representing the ED25 of each one). The single doses
were equivalent to the ED50. The gastroprotection was assessed as
described above.

2.8. Effect of NG-nitro-L-arginine methyl ester pretreatment
in compounds 1 and 2 gastroprotection

To investigate the involvement of endogenous NO in the protec-
tive effect of compounds 1 and 2, L-NAME was administered
(70 mg/kg, NaCl 0.9% i.p.) 30 min before the administration of
compounds 1 or 2 (ED50¼15 and 26 mg/kg p.o., respectively). Thirty
minutes later, the gastric lesions were induced and measured as
described above. Vehicle and L-NAME-treated groups were included
(Chávez-Piña et al., 2009).

2.9. Effect of N-ethylmaleimide pretreatment in compounds 1 and 2
gastroprotection

To investigate the involvement of endogenous sulfhydryl groups
in the protective effect of compounds 1 and 2, NEM was injected
(10 mg/kg, NaCl 0.9% s.c.) 30 min before the administration of
compound 1 or 2 (ED50¼15 and 26 mg/kg p.o., respectively). Thirty
minutes later, the gastric lesions were induced and measured as
described. Vehicle and NEM-treated groups were incorporated
(Chávez-Piña et al., 2009).

2.10. Effect of indomethacin pretreatment in compounds 1 and 2
gastroprotection

To investigate the involvement of endogenous prostaglandins
in the gastroprotective effect of compounds 1 and 2, indometha-
cin was injected (10 mg/kg dissolved in NaHCO3 5 mM, s.c.)
75 min before the administration of compound 1 or 2 (ED50¼15
and 26 mg/kg p.o., respectively). Thirty minutes later, the gastric
lesions were induced and measured as described. Vehicle and
indomethacin-treated groups were involved (Chávez-Piña et al.,
2009).

2.11. Statistical analysis

All data are expressed as mean7SEM. Groups were compared
using a one-way analysis of variance followed by the Student-
Newman–Keuls multiple comparison test. Values of po0.05 were
considered to show significant differences between means.

3. Results and discussion

The present study was undertaken to establish the acute
toxicity and preclinical efficacy for treating gastrointestinal dis-
orders of the infusions of two Mexican copalchis (Hintonia latiflora
and Hintonia standleyana). The infusions were testing considering
that people commonly uses this type of preparation as therapeutic

means (Mata et al., 2009; Monroy-Ortiz and Castillo-España, 2007;
Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos (FHEUM),
2001; Argueta et al., 1994; Bye, 1986, inter alia). In spite of the long
recognized use of these species for alleviating upset-stomach, most
of the pharmacological research on these plants has been focused
in demonstrating their antidiabetic properties. Thus, the potential
of these species as gastroprotective agents remained unexplored.
In this study were tested not only the stem-barks which have been
traditionally used as crude drugs, but also the leaves which in
accordance with previous investigations share a few common
metabolites with the stem-bark, mainly 4-phenylcoumarins
(Cristians et al., 2009; Mata et al., 2008).

3.1. Acute toxicity study in mice

Determination of the acute toxicity is the first step in the
toxicological investigations of herbal drugs. Lorke’s method is
perhaps the most widely used approach since the experiments are
carried out with a minimum number of experimental animals
(n¼18 for each tested extract; Déciga-Campos et al., 2007; Lorke,
1983). Thus, to assess any potential toxic effects of the plant, mice
were treated orally with the infusions of the leaves and stem-
barks of both Hintonia species using doses in the range of
10–1000 mg/kg in a first phase, and 1600, 2900 and 5000 mg/kg
at the second phase. After 14 days, treated mice did not present
any visible toxic effect, important changes on behavior or body
weight. Furthermore, no lesions or bleedings were observed in
macroscopic morphology on internal organs such as lungs, kid-
neys, liver, heart and stomach. Since no death or damage was
observed throughout the experiment, the LD50 was higher than
5000 mg/kg for the four aqueous extracts assayed, thus indicating
their innocuousness for mice.

3.2. Gastroprotective effect of HLSB, HSSB, HLL and HSL

The preparations were evaluated using a conventional
ethanol-induced gastric injury model in rats (Chávez-Piña et al.,
2009; Robert, 1979). The results (Fig. 1(A and B); Tables S1 and
S2) indicated that HLSB (ED50¼184.7 mg/kg) and HSSB provoked
a significant gastroprotective when tested at 300 mg/kg
(80.573.35% and 80.2673.96% of gastroprotection, respectively)
According to the data summarized in Fig. 1 and Tables S1 and S2,
the extracts of the leaves (HLL and HSL) were also very active; in
this case the effects were significant at the doses of 177 mg/kg
and 300 mg/kg (75.177.26 and 74.5711.32% of gastroprotec-
tion; ED50¼109.1 mg/kg for HLL; 65.9775.18 and 76.8573.17%
of gastroprotection; ED50¼149.7 mg/kg for HSL). The results of
this second set of experiments suggested that the leaves could be
use alternatively, which in terms of natural resources conserva-
tion is valuable since the plant population of both Hintonia are
scarce and in danger of extinction. In all cases, carbenoxolone, a
topically active, cytoprotective agent in the upper gastrointestinal
tract, was used as a positive control. Carbenoxolone improves
mucus synthesis in human gastric mucosa, and some animal
species, including rats, due to an increment in the N-acetylneur-
aminic acid-containing mucoproteins. In addition this compound,
prolong the half-life of gastric mucosal cells by reducing the rate
of cell turnover (Navarrete et al., 2002).

3.3. Gastroprotective effect of compounds 1 and 2

The major common 4-phenylcoumarin of the stem-barks and
leaves of both Hintonia species, namely 5-O-[b-D-apiofuranosyl-
(1-6)-b-D-glucopyranosyl]-7-methoxy-30,40-dihydroxy-4-phenyl-
coumarin (1) as well as chlorogenic acid (2) (Fig. 2), which is
present in significant amount in the leaves of both species
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(Cristians et al., 2009; Mata et al., 2008) were next evaluated.
Compound 2 gastroprotective effect was significant in the range
from 17 to 100 mg/kg (Fig. 3B, Table S4); the effect was dose
dependent and the percentage of gastric injuries inhibition
showed its maximum at the dose of 100 mg/kg (74.0474.4%),
with a calculated ED50 of 26 mg/kg. In the case of compound 1
(Fig. 3A, Table S3) an ED50 of 15 mg/kg was calculated; the action
became significant (po0.05) from 10 to 100 mg/kg but the
pharmacological effect attained with 17 mg/kg (64.2173.7%)
was similar to that with 100 mg/kg (68.8578.4%).

Compounds 1 and 2 showed lower values of ED50 compared with
the four extracts tested revealing that they are indeed gastropro-
tective active principles of the plant although it is possible that the
other 4-phenylcoumarins and/or cucurbitacins present in the plant
contribute to the pharmacological effect. A combination of com-
pounds 1 (ED25¼7.5 mg/kg) and 2 (ED25¼13 mg/kg) was tested to

find out preliminarily any possible interaction between both com-
pounds. The mixture showed a significant gastroprotective effect
(42.979.6%) similar to the ED50 for each compound (Fig. 4, Table
S5) suggesting that compounds 1 and 2 acted independently in an
additive manner. This preliminary finding suggests that 1 and 2
share a common gastroprotective mechanism of action (Berebaum,
1989; Miranda et al., 2001).

3.4. Effect of L-NAME, NEM and indomethacin pretreatment in
compounds 1 and 2 gastroprotection

The non-protein endogenous sulfhydryl (NP-SH) compounds are
important for the maintenance of gastric mucosal integrity (Hiraishi
et al., 1999; Matsuda et al., 1999). Those SH-groups have the ability of
binding the free radicals generated by noxious agents thus controlling
the production and nature of mucus (Andreo et al., 2006). The

Fig. 2. Structures of 5-O-[b-D-apiofuranosyl-(1-6)-b-D-glucopyranosyl]-7-methoxy-30 ,40-dihydroxy-4-phenylcoumarin (1) and chlorogenic acid (2).

Fig. 1. Gastroprotective effect of different doses of (A) Hintonia latiflora stem-bark (HLSB; 30–300 mg/kg p.o.) and leaves (HLL; 30–300 mg/kg p.o.) aqueous extracts; and
(B) Hintonia standleyana stem-bark (HSSB; 30–300 mg/kg p.o.) and leaves aqueous extract (HSL; 30–300 mg/kg p.o.). Bars represent the mean SEM (n¼6). *po0.05,
significantly different from the vehicle; one-way ANOVA followed by the Newman–Keuls multiple comparison test.

Fig. 3. Gastroprotective effect of different doses of (A) compound 1 (4PC; 0.1–100 mg/kg p.o.); and (B) compound 2 (CGA; 3–100 mg/kg p.o.). Bars represent the mean SEM
(n¼6). *po0.05, significantly different from the vehicle; one-way ANOVA followed by the Newman–Keuls multiple comparison test.
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administration of a SH-blocker such as N-ethylmaleimide (NEM;
10 mg/kg) significantly increased the effects of ethanol on gastric
mucosa injury, reversing the gastroprotective effect of compounds 1
(DE50¼15 mg/kg) and 2 (DE50¼26 mg/kg) (Fig. 5B). These results
suggested that the gastroprotective effect of both Hintonia com-
pounds implicated a strong participation of the NP-SH compounds
that are relevant in the mucosal protection against harmful injuries.

Nitric oxide (NO) and prostaglandins are also involved in
protection and healing of gastric mucosa. These endogenous
gastroprotective factors modulate mucosal blood flow by stimulat-
ing mucus secretion, inhibit neutrophil adherence and activation,

regulate the alkaline response to acid and protect the stomach
against ulcerogenic agents (Allen and Flemström, 2005; Wallace,
2001). Therefore, in order to determine if NO and prostaglandins
are likewise involved in the mechanism of action of compounds 1
and 2, the animals were pretreated with L-NAME (70 mg/kg) or
indomethacin (10 mg/kg), respectively. Neither L-NAME nor indo-
methacin (Fig. 5A and C) inhibited the gastroprotective action
elicited by compounds 1 and 2 when compared to the control
groups. Thus, overall results revealed the gastroprotective effect of
1 and 2 was not mediated by NO nor prostaglandins but endogen-
ous sulfhydryl groups, sharing a common molecular mode of
action. The latter finding is consistent with the possible additive
effect observed when a mixture both compounds was tested.

Although chlorogenic acid and 4-phenylcoumarins have demon-
strated several pharmacological properties including antidiabetic
(Cristians et al., 2009; Matsui et al., 2006) and antioxidant (Sato
et al., 2011; Wu et al., 2012, inter alia), no gastroprotective action
has been previously reported. Thus, this activity is novel for both
type of compounds, but many plants having gastroprotective action
contain chlorogenic acid (Chung et al., 2011; Monforte et al., 2012;
Tapia et al., 2004, inter alia). Altogether, the polyphenolic nature of
compounds 1 and 2 as well as the antiinflammatory (Shen et al.,
2012), antioxidant and the free radical scavenging (Sato et al., 2011;
Wu et al., 2012, inter alia), properties demonstrated for chlorogenic
acid might contribute to the stability of the gastric mucosal defense,
which upon damage shows a reduction on the concentration of NP-
SH compounds (Andreo et al., 2006; Salim, 1999).

4. Conclusions

The findings of the present investigation provided scientific
support for the centennial popular use of the stem-barks of both
Hintonia species for treating gastric complaints.

Fig. 4. Gastroprotective effects of ED50 of compound 1 (4PC; 15 mg/kg p.o.), ED50

of compound 2 (CGA; 26 mg/kg p.o.) and the mixed ED25 of compounds 1 and 2
(4PC; 7.5 mg/kg, CGA; 13 mg/kg p.o.). Bars represent the mean7SEM (n¼6). Bars
represent the mean SEM (n¼6). *po0.05, significantly different from the vehicle;
one-way ANOVA followed by the Newman–Keuls multiple comparison test.

Fig. 5. Effect of ED50 of compound 1 (4PC; 15 mg/kg p.o.) and ED50 of compound 2 (CGA; 26 mg/kg p.o.) on ethanol-induced gastric ulcers in rats pretreated with (A)
L-NAME (70 mg/kg i.p.), (B) NEM (10 mg/kg s.c.) and (C) indomethacin (10 mg/kg s.c.). Bars represent the mean SEM (n¼6). *po0.05, significantly different from the
vehicle, #po0.05, significantly different from the drug-pretreated group; one-way ANOVA followed by the Newman–Keuls multiple comparison test.
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The gastroprotective effect of the leaves aqueous extracts
provides an alternative for the popularly used crude drug, being
a valuable discovery in terms of natural resources conservation.
Compounds 1 and 2 play an important role in the gastroprotective
action of the aqueous extracts and their common mechanism,
related with NP-SH groups, is consistent with an additive
interaction.
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ABSTRACT: Type II-diabetes mellitus (TII-DM) has been regarded as one of the
most important public health problems in all nations in the 21st century. Although
allopathic therapies remain the most important for the initial management of TII-
DM, herbal remedies have gained wide acceptance for treating this condition. These
alternative therapies are particularly valued in countries such as Mexico, rich in
medicinal plants strongly attached to the cultural values of the population. Medicinal
plants are prized sources of α-glucosidase inhibitors, which delay the liberation of
glucose from complex carbohydrates, retarding glucose absorption, and thus
controlling the characteristic hyperglycemia of TII-DM. Among the plant species
used for treating diabetes in Mexico only 38 have been analyzed for their inhibitory
activity of α-glucosidases. Most of these studies, reviewed in the present work, have
focused on the evaluation of different types of extracts on the activity of α-
glucosidases from diverse sources. Four species have been thoroughly analyzed in
order to discover novel α-glucosidase inhibitors, namely, Hintonia latif lora and Hintonia standleyana (Rubiaceae), Ligusticum
porteri (Apiaceae), and Brickellia cavanillesii (Asteraceae). Their ethnomedical uses, pharmacological and toxicological studies,
chemical composition, and antihyperglycemic principles with α-glucosidase inhibitory activity are summarized.

■ INTRODUCTION
Diabetes mellitus (DM) is a polygenic complex metabolic
disorder characterized by hyperglycemia. Many people suffer
from diabetes mellitus type II (TII-DM), which is associated
with low insulin production or insulin resistance due to genetic
and/or epigenetic causes. TII-DM has been regarded as one of
the most important public health problems in all nations in the
21st century, since the disease leads to serious complications
resulting in increasing disability and reduction of life expect-
ancy.1,2 The best treatment for TII-DM involves hyperglycemic
control using appropriate therapies and a healthy lifestyle.
Although metformin remains the most important oral agent for
the initial management of TII-DM, there are increasing
numbers of second- and third-line pharmacological agents for
this condition.3 These include sulfonylureas, thiazolidinediones,
incretin-based therapies, and α-glucosidase inhibitors. Fre-
quently, these drugs are combined to make the treatment more
efficient due to synergistic effects.4 The most recent incretin-
based therapies are unable to halt the progression of TII-DM,
possibly because they do not increase secretion of endogenous
insulin analogue glucagon-like peptide-1 (GLP-1). However,
recent evidence suggests that G-protein-coupled receptor
(GPCR) agonists, inhibitors of α-glucosidases, peroxisome
proliferator-activated receptor (PPAR) agonists, metformin,
bile acid mimetics, and bile acid sequestrants represent new
approaches to the management of TII-DM via modification of
endogenous GLP-1 secretion.5

α-Glucosidases are membrane-bound enzymes of the GH31
family that hydrolyze larger carbohydrate molecules to glucose
and related monosacharides.3 Most of these enzymes are
located in the brush border of the small intestine, where they

catalyze the final step in the digestive process of carbohydrates.
Hence, α-glucosidase inhibitors can delay the liberation of
glucose from dietary complex carbohydrates, retarding glucose
absorption and lowering the postprandial blood glucose peak.
Consequently, α-glucosidase inhibitors are useful to prevent the
progression of the disease and for treating prediabetic
conditions.4

The best known α-glucosidase inhibitors are acarbose and
miglitol; the former is a natural product isolated initially from
an Actinoplanes strain, and the second is the N-hydroxyethyl
analogue of 1-deoxynojirimycin, isolated from Morus spp.3−5

Unfortunately, these products produce gastrointestinal com-
plaints.3 In recent years many efforts have been made to
identify effective inhibitors of α-glucosidases from natural
sources in order to find lead compounds for the development
of new drugs or herbal preparations useful for the treatment of
diabetes.6,7 As a result of this endeavor, a few natural products
with inhibitory properties against α-glucosidases have been
isolated from plants, mostly flavonoids and alkaloids, but also
including some terpenoids and anthocyanin glycosides.6−10

As elsewhere, the incidence of diabetes in Mexico is very
high, with the number of cases also increasing rapidly.11A
significant segment of the population believes that treatment
with plants is safer and less expensive than with allopathic
medicine. Furthermore, some patients stop their conventional
treatments and begin using plants. This situation is not unusual
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in a country like Mexico that is rich in medicinal plants strongly
attached to the cultural values of the population.12,13

According to recent reviews, in Mexico there are at least 383
plant species employed for the treatment of TII-DM, but only a
few of these have been investigated for their preclinical or
clinical efficacy.12,14−20 With this in mind, it is important to
pursue the pharmacological research of a few of these species to
support their rational use and to discover new herbal-based
therapies for the treatment of diabetes.

■ FROM PLANTS TO α-GLUCOSIDASE INHIBITORS
Among the plant species highly prized for treating diabetes in
Mexico only 38 have been analyzed for their inhibitory activity
of α-glucosidases. Most of these studies have focused on the
evaluation of different types of extracts (organic or aqueous) on
the activity of α-glucosidases from different sources (e.g.,
baker’s yeast, murine, Bacillus stearothermophilus, and pig
intestine crude enzymatic preparation). Table 1 summarizes
these studies and includes the plant species, the part of the
plant used, the sample tested, and the inhibitory activity of α-
glucosidase found by means of enzymatic testing and by in vivo
tests, when performed.21−46 Only six of these studies have led
to the isolation of new inhibitors of α-glucosidases,30,33,37,44−46

and only three were conducted on plants grown in
Mexico.44−46 Thus, this review aims at describing the
ethnomedical uses, preclinical pharmacological studies, and
antidiabetic principles of the latter group of plants, inclusive of
Hintonia latif lora (Sesse ́ & Moc. ex DC.) Bullock (Rubiaceae),
Hintonia standleyana Bullock (Rubiaceae), Ligusticum porteri
Coult. & Rose (Apiaceae), and Brickellia cavanillesii (Cass.) A.
Gray (Asteraceae).44−48

For conducting studies focused on the isolation of α-
glucosidase inhibitors from H. latif lora, H. standleyana, L.
porteri, and B. cavanillesii, first potential preclinical toxicity using
the Lorke procedure was assessed.49 This method measures
acute toxicity for 14 days in mice using a range of doses
between 10 and 5000 mg/kg, in two phases. Those plants
lacking acute toxicity effects were then tested for their
antidiabetic potential in vivo by means of well-known animal
models; this issue is relevant since the initial bioassays selected
should hold the potential to measure a reduction on blood
glucose levels. For the antidiabetic action in vivo two sets of
experiments are employed.50−52 In the first of these, the acute
hypoglycemic activity in normoglycemic and diabetic animals
(ICR mice or Wistar rats) is assessed. If feasible, subchronic (14
days) or chronic (30 days) experiments are also performed.50

The second group of assays is used to measure the
antihyperglycemic action of the extracts or compounds after a
glucose [1 g/kg; oral glucose tolerance test, OGTT], sucrose [2
g/kg; oral sucrose tolerance test, OSTT], or starch [2 g/kg;
oral starch tolerance test, OStarchTT] challenge, using normal
and diabetic animals. These tests provide relevant information
regarding peripheral utilization or absorption of glucose.52 In
particular, the last two types of experiments are useful to detect
inhibitors of α-glucosidases. In all tests, the animals are made
diabetic with streptozotocin (STZ, 100 mg/kg for mice and 50
mg/kg for rats), after previous protection with nicotinamide
(NA, 40 mg/kg for mice and 65 mg/kg for rats). This
preliminary treatment with NA provokes partial protection
against the oxidant action of STZ, leading to a diabetic
syndrome much more like TII-DM.53 After 7 days of NA-STZ
administration, the animals were generally diabetic and
included in the studies conducted subsequently. Glybenclamide

(Gly, 10 mg/kg) and acarbose (AC, 5 mg/kg) are used as
positive controls, depending on the type of experiment.
Percentage variation of glycemia for each group of animals is
calculated with respect to the initial values at different periods
of time. The results are plotted indicating blood glucose values
or percentage of variation versus time at several doses.
Alternatively, the area under the curve, integrated values over
time at different doses, can be plotted.50

For those extracts showing antihyperglycemic action in the
OSTT, an in vitro inhibition test for α-glucosidases is carried
out using a well-known spectrophotocolorimetric procedure.54

This assay measures the ability of baker’s yeast α-glucosidases
to hydrolyze a suitable substrate (p-nitrophenyl-α-D-glucopyr-
anoside) in the presence of the potential inhibitor; AC is also
used as positive control.
Finally, extracts with evident activity in the OSTT and

enzymatic assay then are subjected to activity-guided
fractionation to isolate the active principles. Once the
compounds are obtained and characterized, they are tested in
vitro for their α-glucosidase inhibitory activity. If the quantity of
the active compounds is sufficient, in vivo antihyperglycemic
studies using the OSTT are conducted. In addition, other
relevant assays might be carried out.

Hintonia latif lora and H. standleyana. H. latif lora
belongs to the Mexican medicinal plant complex known as
“copalchi”. This complex comprises several species of the genus
Croton in the Euphorbiaceae family as well as several Rubiaceae
of the genera Coutarea, Exostema, and Hintonia. There are three
common features of species belonging to this plant complex:
the first is their extremely bitter stem bark; second, their long-
term use as a substitute of cinchona bark for healing fevers
associated with malaria; and finally, their recent use for the
treatment of TII-DM.55 Owing to their employment as
cinchona bark substitutes, the “copalchi” species of the
Rubiaceae, namely, H. latif lora, H. standleyana, and Exostema
caribaeum, are also known as “falsas quinas” (false cinchona
barks).55

H. latif lora and H. standleyana are endemic to Mexico and
Northern Guatemala.56 Many authors have treated H. stand-
leyana as a synonym of H. latif lora.57 However, morphological
and molecular studies have demonstrated recently that the two
plants should be recognized within the genus Hintonia as
independent species.58 Regarding their morphological differ-
ences, the flowers and leaves of H. latif lora are hairless and the
leaves possess domatia on the back side; in contrast, the flowers
of H. standleyana are white-pubescent and the leaves are hairy
without domatia.59 On the other hand, analysis of certain
regions of ribosomal and chloroplast DNA has revealed low but
important divergences in the base sequences of the two species.
Thus, these findings provide genetic support for the segregation
of the two Hintonia taxa.56,58

In modern day Mexico, H. latif lora is used for the treatment
of gastritis, urinary infections, pain, malaria, and diabetes.15,16

Owing to its antidiabetic effect, Mexican and several European
drug companies have commercialized herbal products contain-
ing the stem bark of H. latif lora for more than nine
decades.60,61 It is worth mentioning that the hypoglycemic
properties of this plant were discovered in Mexico City at the
Instituto Medico Nacional (IMN) at the beginning of the 20th
century.62 When this institution closed in 1913, Dr. Antoni
Novellas introduced Mexican “copalchi” to Spain for treating
diabetes.63
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The first written report on the medicinal use of H. latif lora
appeared in the 16th century in the Florentine Codex of
Bernardino de Sahaguń,64 which is perhaps the major source of
Aztec life in the years before the Spanish Conquest. The
original source materials were records of conversations and
interviews with indigenous populations in central Mexico. In
this codex, a bitter stem bark is referred to by the local people
as “chichic patli”, which means in Nahualt “bitter medicine”.
The drug was used as a eupeptic and diuretic agent. Several
authorities have identified “chichic patli” of the Florentine Codex
as H. latif lora.65

In the 16th century, Francisco Hernańdez, the personal
physician to King Philip II, in his book Plants and Animals of the
New Spain and its Virtues described a plant named
“copalxihuitl”, which resembled H. latif lora in appeareance.66

Next, in 1802, when the Royal Scientific Expedition to New
Spain ended, two “copalchi” plants were described as being
among the most important medicinal plants of New Spain. One
“copalchi” was from Guadalajara and turned out to be H.
latif lora, and the second was Croton niveus, a species of the
Euphorbiaceae family. Both “copalchi” species were valued for
their antiseptic and antipyretic properties.67 The best testimony
to the value of these two plants was their inclusion in the
Torner Collection paintings, which were part of the
documentation of the work of the Royal expedition
commanded by Sesse ́ and Mociño.68

Croton niveus was introduced to Europe in 1817, through
Hamburg in Germany.60 Ten years later the plant was
commercialized in Europe for the treatment of the fevers
associated with malaria, although its virtues were recorded
already in 1802 in the Archivo del Real Jardiń Botańico de
Madrid.69 In 1868, the stem bark of H. latif lora was introduced
in Europe as a substitute for C. niveus for the treatment of
malaria.70

From 1890 to 1913 the stem bark of H. latif lora was
subjected to several chemical, pharmacological, and clinical
investigations in Mexico City at the IMN. The results were
published in the scientific journal of this center, namely, Anales
del Instituto Medico Nacional.62 The more relevant findings of
these studies included the isolation of a glycoside that was later
rediscovered by German and French researchers; the
compound was devoid of toxic effects and provoked diuresis
and an increment in the body weight of the test animals.62,71−73

Most importantly, Landa demonstrated clinically the hypo-
glycemic properties of an extract of the plant and a glycosidic
constituent (Figure 1).74 After these investigations, researchers
at the IMN recommended the use of “copalchi” as a diuretic
and an antidiabetic agent.74 It is notable that in 1913, when
IMN closed in Mexico City, Dr. Antoni Novellas, an erudite
authority in the field of pharmacy, introduced the “Copalchi of
Novellas” in Spain for the treatment of diabetes.63

Later on, researchers in Germany and France corroborated
the earlier work of these Mexican scientists. Thus, in the 1950s
the stem bark of H. latif lora was investigated chemically and
pharmacologically by Kaiser and Geyer (1955), who isolated
two flavone glycosides, one of which having similar properties
to that isolated by Terres in Mexico.75 In 1960, Paris and
Bastien in France established the antihyperglycemic effect of a
methanol extract of H. latif lora in rabbits. In addition, the
French researchers isolated a glycoside derivative named
coutareoside, with a molecular formula of C22H24O12, also
regarded as a flavone glycoside.76 Coutareoside, upon acid
hydrolysis, yielded an aglycone (coutareagenin) with similarT
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properties to compound 10a. After the earlier contribution of
Paris and Bastien, Reher and Kraus reported on the isolation
and structure elucidation of 7-methoxy-5,2′,5′-trihydroxy-4-

phenylcoumarin (1) and 7-methoxy-4′,5′-dihydroxy-4-phenyl-
5,2′-oxidocoumarin (2) in 1984.77

In 1997, an Italian group led by Capasso from the University
of Palermo analyzed the hypoglycemic effect of the product
Sucontral in Wistar rats for 30 days.78 Sucontral is produced by
Harras Pharma Curarina GmbH as a combination of a bioactive
concentrate from the Hintonia plant plus antioxidative,
neuroprotective vitamins and trace elements. In 1999, the
first patent on the hypoglycemic properties of 4-phenyl-
coumarins was filed in Germany. In 2005, Vierling in her Ph.D.
dissertation demonstrated that Sucontral has vasodilating
effects in vitro and in vivo. Such activities were attributed to
the inhibition of an intracellular calcium increase regulated by
G-coupled proteins.79 In the same year, the hypoglycemic
efficacy and safety of Sucontral were tested in a monocenter
open, uncontrolled study in 30 patients with TII-DM. After 12
months of therapy, fasting glucose was reduced by 20%,
postprandial glucose by 19%, and the mean glycosylated
hemoglobin by 10%. There were no hypoglycemic episodes or
adverse events throughout the total treatment period. The
product manufacturer sponsored this clinical study.80

Figure 1. Hypoglycemic and diuretic effects exerted by a Hintonia
latif lora hydroalcohol extract in a clinical trial conducted at IMN,
Mexico City (adapted from ref 74). Urine volume during a 24 h period
(black line); amount of glucose in urine during a 24 h period (green
line); proportion of glucose per liter (red line).

Chart 1
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From 1987 to the present our group has published several
chemical and pharmacological studies on “copalchi”. The
phytochemical analyses of the stem bark of these plants have
allowed the discovery of cucurbitacins in a plant of the family
Rubiaceae as well as the identification of several new 4-
phenylcoumarin glycosides, a novel styrene, and desoxycordi-
folinic acid (3), an indole alkaloid.44,47,48,81−85 The isolated
cucurbitacins are based on dihydrocucurbitacin F and were
characterized as 23,24-dihydrocucurbitacin F (4), 25-acetyl-
23,24-dihydrocucurbitacin F (5), 3-O-β-D-glucopyranosyl-
23,24-dihydrocucurbitacin F (6), and 25-O-acetyl-3-O-β-D-
glucopyranosyl-23,24-dihydrocucurbitacin F (7).47,48,81 The 4-
phenylcoumarins (8−23) obtained were 5,7,3′,4′- or 5,7,4′-
substituted with oxygenated functionalities, with the former
having the most common pattern; the sugar portion is usually a
monosaccharide (β-D-galactose, β-D-glucose, 6″-acetyl-β-D-
glucose, or 6″-acetyl-β-D-galactose), although a few disacchar-
ides were also found (β-D-apiofuranosyl-(1→6)-β-D-glucopyr-
anose or β-D-xylopyranosyl-(1→6)-β-D-glucopyranose). In all
cases, the saccharide unit is attached to the hydroxy group at C-
5. According to its spectroscopic and physical properties,
compound 10 was found to resemble the glycoside isolated by
Mexican74 researchers 100 years earlier and then later by
German75 and French76 researchers. While pursuing these
investigations, it was demonstrated that 4-phenylcoumarins
undergo oxidative cyclization under aerobic alkaline conditions
to give oxido-4-phenylcoumarins. Thus, 7-methoxy-5,3′,4′-
trihydroxy-4-phenylcoumarin (10a) was converted to 7-
methoxy-4′,5′-dihydroxy-4-phenyl-5,2′-oxidocoumarin (22) by
treatment with potassium hydroxide in methanol. Since the
reaction took place only in basic conditions and in the presence
of air, it might proceed via an oxidative phenol coupling
process. Thus, if oxido-coumarins are natural products, they
might be generated from simple 4-phenylcoumarins via an
oxidative phenol coupling reaction.86

More recently, our research group studied H. standleyana and
reinvestigated H. latif lora; the preclinical toxicity protocol used
revealed that none of the extracts of the stem bark of both
Hintonia are toxic to mice. Moreover, these extracts did not
induce mutagenic effects using Salmonella typhimurium strains
when assayed by the Ames test.87 The hypoglycemic effects of
the organic extract and of compounds 5 and 19 from H.
standleyana were established in both acute and chronic
experiments.47 Furthermore, the hypoglycemic activity of
cucurbitacin-type compounds was demonstrated for the first
time. In a different study, the efficacies of extracts and several
isolates from H. latif lora were compared. The extracts (50 mg/
kg each time) and compounds 3, 4, 10−12, 19, and 20 (15 mg/
kg each time) were administered orally twice a day to diabetic
rats, for a period of 30 days. The results showed that both the
extracts and compounds 4, 10−12, 19, and 20 induced
significantly more pronounced hypoglycemic effects in diabetic
rats than controls, although compound 3 was inactive. An
extract of H. latif lora and compound 12 restored blood glucose
levels to normal values, with the effect comparable to that of
Gly. Compounds 10 and 11 also restored blood glucose levels
to near normal values by the end of the experiment. During this
study, it was also demonstrated that the extract of H. latif lora
regulated both hepatic glycogen and plasma insulin levels (p <
0.05). These data suggested that its hypoglycemic effect is due
in part to stimulation of insulin secretion and regulation of
hepatic glycogen metabolism. Comparison of the hypoglycemic
activity of the 4-phenylcoumarins tested established that the
most active compounds possess a free hydroxy group at C-7 in
the 4-phenylcoumarin core. On the other hand, comparison of
the activity of all glycosides tested indicated that the nature of
the sugar moiety (glucose, galactose, β-D-apiofuranosyl-(1→6)-
β-D-glucopyranose, or β-D-xylopyranosyl-(1→6)-β-D-glucopyr-
anose) had little or no influence on the biological activity.48

Infusions of the stem bark of both Hintonia species were
prepared in the manner used popularly. For 20 g of dry stem

Figure 2. Effect of the aqueous extracts from the stem bark of Hintonia latif lora and H. standleyana on blood glucose levels in NA-STZ-diabetic mice
in an acute hypoglycemic test (*p < 0.05 significantly different ANOVA followed by Dunnett’s t-test for comparison with respect to vehicle).
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bark, 500 mL of boiling distilled water was used. The resulting
infusions were not toxic (LD50 ≥5 g/kg) but were active in all
the hypoglycemic and OSTT experiments in mice (Figure 2).
The notable antihyperglycemic action observed in the OSTT
suggested that the aqueous extracts also contained inhibitors of
α-glucosidases. In addition, the major components of the

infusions were 4-phenylcoumarin glycosides; in the case of H.

latif lora the most abundant compound was 20, and for H.

standleyana, the most relevant was 19. On the basis of the above

results, reliable, reproducible, and accurate high-performance

liquid chromatography (HPLC)−UV methods were developed

Figure 3. Effect of compounds 19 and 10a from Hintonia latif lora on blood glucose levels in NA-STZ-diabetic mice after an oral sucrose or starch
load (2 g/kg in both cases; *p < 0.05 significantly different ANOVA followed by Dunnett’s t-test for comparison with respect to vehicle).

Figure 4. Docking results using the structural model of α-glucosidase: site of binding of acarbose, which comprises the catalytic site of the enzyme;
binding conformation of compound 10a. Graphic plotted using LigPlot.
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for the quantitative determination of compounds 20 and 19 in
infusions of H. standleyana and H. latif lora, respectively.88

The in vitro α-glucosidase inhibitory activity of several
glycosides present in the infusions was tested; in addition the
aglycones 10a and 12a were evaluated. The results indicated
that both aglycones 10a and 12a inhibited the activity of yeast
α-glucosidases in a concentration-dependent manner; the IC50
values were 62 and 208 μM, respectively, compared with 569
μM for AC. For the most active aglycone (10a) the results were
corroborated in vivo by means of an OSTT in NA-STZ-diabetic
mice. The results of this experiment clearly revealed that 10a
decreased the postprandial peak (Figure 3) at a concentration
of 50 mg/kg.
The binding site of 10a was estimated by a docking study,

performed using the program AutoDock4, a protein model
built by homology with Bacillus cereus α-glucosidase, which
possessed the highest sequence identity (38.9%) with α-
glucosidases from yeast employed for the theoretical study. The
results predicted that 10a binds to the yeast α-glucosidases in
the same pocket as AC (Ki = 0.024 μM) with a Ki value of 4.56
μM (Figure 4).
Interestingly, 10a and glycoside 19 were also very active in an

OStarchTT (Figure 3), thus indicating that both compounds
possess also α-amylase inhibitory activity.
Since the stem bark of Hintonia has been commercialized

extensively, both locally and outside of Mexico, and is usually
harvested from wild plants, the populations are now scarce and
in danger of extinction.89 Therefore, it is important to protect
these valuable resources by regulating their commercialization

and finding similar therapeutic alternatives. In order to reach
this goal, we decided to determine if the leaves of both Hintonia
species possess the same antidiabetic efficacy and safety as their
individual stem bark. Indeed, CH2Cl2−MeOH (1:1) extracts of
the leaves from H. standleyana and H. latif lora both caused a
significant decrease in blood glucose levels, in both normal and
diabetic rats, when compared with vehicle-treated groups (p <
0.05). These extracts did not provoke death or damage,
behavioral alterations, or lesions or bleeding of the internal
tissues of the animals, throughout the experiments conducted.44

From the hypoglycemic extract of the leaves of H.
standleyana, the new 4-phenylcoumarins 17 and 18 were
obtained. The analogous extract of H. latif lora yielded the 4-
phenylcoumarin 21 along with several known compounds,
including ursolic acid (24). As expected, compounds 17 and 18
showed hypoglycemic activity. In addition, HPLC profiles of
the leaf extracts of both plants revealed the presence of several
hypoglycemic 4-phenylcoumarins isolated from the stem bark
as well as chlorogenic acid (25).44 The overall results indicated
that the leaves of both species possess similar antidiabetic
action to their stem bark. Therefore, the leaves from these taxa
could represent an alternative to the use of their stem bark,
which would contribute to the conservation of both these
Mexican medicinal plants.44

The traditional uses of both Hintonia species to alleviate pain,
malaria, and stomach ulceration suggested also their analgesic
and gastroprotective properties.14−16 Therefore, a series of
appropriate pharmacological tests was performed in order to
validate these hypotheses.

Chart 2
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During our earlier work on H. latif lora, the in vitro anti-
Plasmodium falciparum activity of the extracts or isolates was
not demonstrated.86 However, a recent paper by Argotte-
Ramos et al. has reported that an ethyl acetate extract of the
stem bark of H. latif lora provoked suppression of induced
parasitemia with Plasmodium berghei in mice. Bioassay-directed
fractionation of the active extract using in vitro and in vivo
assays indicated that 15 is the active principle.90

Antinociceptive effects were determined in mice using the
well-known hot-plate and writhing models.91 The results
obtained indicated that the organic extract of H. standleyana
reduced significantly the number of abdominal constrictions in
a similar manner to metamizole when assayed in the writhing
test. Moreover, this extract was also able to demonstrate an
antinociceptive effect in the hot-plate test, but in this case the
effect was less potent than that of morphine. Altogether, these
results suggested that the extract of H. standleyana used is able
to reduce inflammatory pain and has a nociceptive effect in
mice. The metabolite responsible for this antinociceptive
activity was found to be compound 6, which reduced the
acetic acid-induced abdominal constrictions in mice signifi-
cantly. In addition, this compound produced a significant
increase in thermal latency in the hot-plate test. Thus,
compound 6 was able to produce antinociception in both
inflammatory and central pain models in mice.91

The aqueous extracts from the stem bark (HLSB and HSSB)
and leaves (HLL and HSL) of H. latif lora and H. standleyana
were assessed for their gastroprotective effect by means of a
conventional ethanol-induced gastric injury model in rats using
carbenoxolone as positive control. Compounds 19 and 25 were
also assayed.92 HLSB, HSSB, HLL, and HSL provoked a
significant gastroprotective effect [80.5 ± 3.35% (ED50 = 184.7
mg/kg); 80.26 ± 3.96%; 75.1 ± 7.26% (ED50 = 109.1 mg/kg);
and 76.85 ± 3.17% (ED50 = 149.7 mg/kg) of gastroprotection,
respectively]. Compounds 19 and 25, present in all the extracts,
were also active [68.85 ± 8.4% (ED50 = 15 mg/kg) and 74.04 ±
4.4% (ED50 = 26 mg/kg) of gastroprotection, respectively], and

their mode of action involved nonprotein sulfhydryl endoge-
nous compounds, since only pretreatment with N-ethyl-
maleimide inhibited their gastroprotective action.92

In addition to vanilla, the tomato, and chocolate, “copalchi”
has been a gift from Mexico to the world.

Ligusticum porteri. The rhizomes of Ligusticum porteri are
used widely to treat inflammatory, respiratory, and gastro-
intestinal complaints and infectious diseases. More recently, its
use as an antidiabetic herbal drug has been described by several
authors.18,19,93 The plant is used widely, not only in Mexico but
also in the United States. The most popular common names are
“osha” and “Porter’s licorice-root” in the U.S., whereas in
Mexico the drug is better known as “hierba del cochino” (pig’s
herb) and “chuchupate”.55,94,95 A review of relevant medicinal
species of the genus Ligusticum, including botanical and
pharmacological aspects, was published recently.96 Therefore,
only selected features concerning these topics will be
highlighted.96

Chemical investigation on L. porteri by the group of Delgado
in Mexico City led to the isolation and identification of several
phthalides including compounds 26−35.97−99 From the
pharmacological point of view the plant has been also
investigated. The most relevant results included a demon-
stration that the essential oil prepared from the roots increased
the antimicrobial activity of norfloxacin against a norfloxacin-
resistant strain of Staphylococcus aureus.100 More recently, the
sedative, spasmolytic,101 and cytotoxic102 properties were
demonstrated for several compounds isolated from this plant.
Following our general experimental strategy, the results of

toxicity studies revealed that different preparations made up
from the roots of the plant, including a CH2Cl2−MeOH (1:1)
extract, an aqueous extract, and the essential oil, were devoid of
toxic and genotoxic effects.87 In the Lorke test, the extract
exhibited a medium lethal dose (LD50) of 1 g/kg, while for the
essential oil and the aqueous extract the LD50 values were
higher than 5000 mg/kg.87

Figure 5. Effect of the organic extract and essential oil from the roots of Ligusticum porteri on blood glucose levels in NA-STZ-diabetic mice in an
acute hypoglycemic test (*p < 0.05 significantly different ANOVA followed by Dunnett’s t-test for comparison with respect to vehicle).
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When tested as potential hypoglycemic agents, the three
preparations were very active (31.6, 52.6, and 100 mg/kg),
causing a significant decrease of blood glucose levels in NA-
STZ-diabetic mice (Figure 5).45 During the OGTT they
provoked a significant decrease of the postprandial peak in
diabetic mice, while in the OSTT they lowered glucose levels in
both diabetic and normal mice, revealing that the inhibition of
α-glucosidase could be mediating the observed antihyperglyce-
mic effect. Among the preparations evaluated, the essential oil
(56.2 and 100 mg/kg) was the most active (Figure 6).45

Altogether, the results of evaluation of the different
preparations revealed that L. porteri shows much potential as
a blood glucose lowering agent in a diabetic condition.
Furthermore, the OSTT revealed that the extract possesses
active principles capable of inhibiting the intestinal α-
glucosidase enzymes, although according to the OGTT assay
other mechanisms might be involved in their action.
In order to determine the α-glucosidase inhibitors of L.

porteri, the active organic extract was subjected to assay-guided
fractionation to yield (Z)-ligustilide (26), (Z)-3-butylideneph-
thalide (27), and diligustilide (28) as the major active
components. In addition, myristicin (36) and ferulic acid
(37) were isolated.45

The inhibitory effects of the three phthalides 26−28 on the
activity of α-glucosidases were tested in vitro. The results
revealed that only 27 inhibited the activity of yeast α-
glucosidases in a concentration-dependent manner. The IC50
calculated was 2.35 mM (AC = 0.42 mM). A kinetic analysis
showed that 27 inhibited the activity of the enzyme with a Ki of
4.86 μM vs a Ki of 0.46 μM for AC. From Dixon plots,
compound 27 was characterized as a mixed-type inhibitor.45

Accordingly, a docking analysis predicted that 27 binds to the
enzyme in a different pocket than AC but that the binding site
is close to the catalytic site; the predicted Ki was 11.48 μM. An
in vivo OSTT corroborated the above results, since compound
27 (56.2 mg/kg) was also able to lower the postprandial peak.45

Consequently, with the antihyperglycemic activity displayed
by the organic extract, a method for quantifying the major
active compounds was developed and validated.103 Since the
essential oil was the most active in the OSTT, this preparation
was also analyzed by different chromatographic techniques.
GC-MS analysis allowed the identification of 30 constituents,
representing ∼99% by weight of the total content; the most
important feature of the oil was the presence of a high
percentage of phthalides (24.41% of 27 and 20.20% of 26) and
sesquiterpenes (10.69%).103

Phthalides 26−28 were tested also in the OGTT, and only
26 and 27 (10, 31.2, and 56.2 mg/kg) were able to lower blood
glucose levels in NA-STZ-diabetic mice, suggesting that their
mode of action involves other mechanisms yet to be
demonstrated.45

Other investigations related to ferulic acid (37) have
demonstrated its ability to increase glucose transport in vitro,
to stimulate insulin secretion, and to decrease blood glucose
levels in diabetic mice.104

In conclusion, L. porteri preparations and some of its
constituents exhibit potent antihyperglycemic effects. (Z)-3-
Butylidenephthalide (27) displayed a significant antihypergly-
cemic effect by inhibiting the activity of intestinal and yeast α-
glucosidases. Compound 27 seems to be the principal α-
glucosidase inhibitor of the different preparations of this plant.
In this regard, it is important to point out that Goldhaber-
Pasillas and co-workers105 analyzed the morphogenetic
response of L. porteri and found that the leaf and stem calli
extracts both contain 27. These results demonstrated that in
vitro cultures of L. porteri possess the biosynthetic machinery
for the generation of this valuable metabolite.

Brickellia cavanillesii. Brickellia cavanillesii (syn: Brickellia
squarrosa (Cav.) B.L. Robinson) is a perennial herb endemic to
Mexico, where it is known commonly as “prodigiosa”, “atanasia
amarga”, and “hamula”, among other names. B. cavanillesii alone
or in combination with other herbs is currently commercialized

Figure 6. Effect of the organic extract (OE), infusion, and essential oil from the roots of Ligusticum porteri on blood glucose levels in NA-STZ-
diabetic mice after an oral sucrose load (2 g/kg; *p < 0.05 significantly different ANOVA followed by Dunnett’s t-test for comparison with respect to
vehicle).
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widely for the treatment of ulcers, dyspepsia, and diabe-
tes.14−18,20,106,107

The first description of the medicinal value of B. cavanillesii
was provided by Francisco Hernańdez in his monumental work
Plants and Animals of the New Spain and Its Virtues. According
to Hernańdez, the plant was considered effective as a
carminative, cathartic, and analgesic.66 Similar uses were
documented three centuries after in the Nueva Farmacopea
Mexicana de la Sociedad Farmaceútica de Mex́ico.107 Like
“copalchi”, B. cavanillesii was the subject of comprehensive
chemical, pharmacological, and clinical investigations at the
IMN from 1894 to 1913. The most significant findings included
the efficacy of the plant for relieving stomachache, dyspepsia,
and teniasis.108

The use of this species for treating diabetes is recent, and the
first written report appeared toward the end of the last
century.109 However, the related species, B. grandif lora and B.
californica, which are also called “prodigiosa” and “hamula”,
have historical uses in the Mexican and Native American herbal
traditions for alleviating high blood glucose levels.110 Thus, it is
highly probable that the use of B. cavanillesii for treating
diabetes arose from its employment as a substitute herb of B.
grandif lora and B. californica.
During the second half of the 20th century, a few

phytochemical studies conducted on the aerial parts of this
species resulted in the isolation and characterization of several

flavonoids (38−42)111−113 and the chromene demethylisoen-
cecalin (43).114 In addition, recent pharmacological inves-
tigation has revealed that a methanol extract of the plant
induced smooth muscle relaxation when tested in a rat aorta
isolated preparation.115

As part of our research program, it was demonstrated that the
infusion prepared from the dried plant material of B. cavanillesii
showed notable hypoglycemic and antihyperglycemic actions.46

In the acute preliminary experiments, the aqueous extract (100
and 316 mg/kg) decreased blood glucose levels in normal and
diabetic mice, with this effect being similar to that produced by
Gly. In OGTT and OSTT, the treatments provoked a
significant decrease of the postprandial peak. The glucose
lowering effect was more pronounced in diabetic mice at doses
of 100 and 316 mg/kg; it also inhibited the activity of yeast α-
glucosidases with an IC50 of 0.169 mg/mL.46

Bioassay-guided fractionation of the aqueous extract led to
the isolation of several compounds including three chromenes
(43−45), two sesquiterpene lactones [caleins B (46) and C
(47)], several flavonoids [acacetin (48), genkwanin (49),
isorhamnetin (50), kaempferol (51), and quercetin (52)], and
dicaffeoylquinic acid (53). Kaempferol (51) and quercetin (52)
are well-known α-glucosidase inhibitors. The remaining
compounds were evaluated, and the results revealed that the
new chromene 45, calein C (47), and isorhamnetin (50) were
the most active, with IC50 values of 0.42, 0.28, and 0.16 mM,
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respectively, similar to those of AC and quercetin (52; IC50 =
0.34 and 0.53 mM, respectively). The best activity found for 47
in comparison to 46 suggested that the nature of the acyl
residue at C-8 has an effect on the resultant enzymatic
activity.46 Kinetic analysis has revealed that 47 (Ki = 1.91 mM)
and 50 (Ki = 0.41 mM) behave as mixed-type inhibitors, while
45 acts as a noncompetitive inhibitor (Ki = 0.13 mM).46 A
docking study predicted that 50 binds in the catalytic region of
the α-glucosidases and forms hydrogen bonds with aspartic
acids 214 and 349, located at the catalytic site of the enzyme.
The predicted Ki value was 7.9 μM, while that for AC was 0.024
μM. Calein C (47) also bound close to the catalytic site of the
enzyme with a Ki value of 0.30 μM. Finally, compounds 43−45
bind more probably on a region different from the catalytic
area, with Ki values of 13, 96, and 120 μM, respectively.46

Although flavonoids are well-known inhibitors of α-glucosi-
dases, the observation of inhibitory activity of these enzymes by
sesquiterpene lactones and chromenes is novel.
Altogether, the above findings have indicated that the

aqueous extract of B. cavanillesii analyzed possesses active
principles potentially useful to attenuate fast and postprandial
hyperglycemic conditions. These effects are due in part to its
high content of metabolites with significant inhibitory activity
against α-glucosidase. However, the results of the OGTT

clearly indicated that B. cavanillesii also contains compounds
affecting glucose uptake or utilization and/or insulin secretion
or action. Indeed, quercetin (52),116 the major infusion
metabolite, potentiates insulin secretion and protects β-cell
function and viability against oxidative damage. On the other
hand, kaempferol (51) improved insulin secretory function and
synthesis in the β-cells and human islets.117 The main active
components of the related species B. grandif lora and B.
californica are flavonoids,118 but in the case of B. cavanillesii,
chromenes 43−45 and the sesquiterpene lactones 46 and 47
play an important role in the overall activity.

■ CONCLUDING REMARKS
This review has attempted to integrate relevant information
concerning four plant species used widely in Mexico for treating
diabetes and clearly points out future directions for the research
on medicinal plants employed traditionally for the treatment of
TII-DM in Mexico. The outcome of preclinical toxicological
pharmacological testing as well as the documented con-
sumption of the plants for more than four centuries permits
these to be considered harmless when ingested. These four
species are effective in vivo for controlling fasting and
postprandial blood glucose levels in animal models of TII-
DM, thus representing good phytotherapeutic agents possess-
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ing multitarget active constituents that may act synergistically at
different levels. It also shows, once again, that traditional
remedies hold the potential for the discovery of new α-
glucosidase inhibitors useful for the development of new agents
for the treatment of diabetes. Although some flavonoids are
well-known α-glucosidase inhibitors, the discovery of phtha-
lides, 4-phenylcoumarins, chromenes, and sesquiterpene
lactones as inhibitors of these relevant enzymes is new. Beyond
the discovery of novel α-glucosidase inhibitors, the results
outlined revealed the potential of these plants for developing
new widely accepted phytotherapeutic preparations for treating
TII-DM on a rational basis.
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Linares, and P. Hersch-Martińez). We are indebted to the
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(25) Önal, S.; Timur, S.; Okutucu, B.; Zihnioğlua, F. Prep. Biochem.
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R. J. Nat. Prod. 2011, 74, 314−320.
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